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Auf der Suche nach den Ursachen allergischer Erkrankungen wird neben Lebensbedingungen,
Verhaltensweisen und Umweltfaktoren zunehmend auch der Einfluss psychischer Faktoren
auf das Immunsystem diskutiert.

Fiihrt Stress zu Verinderungen der Immunreaktivitit? Welche Rolle spielen psychische
Faktoren wie akuter oder chronischer Stress an der Auslosung einer Allergie? Verstirken
Stressoren wie Schuleintritt oder Scheidung der Eltern die Neigung zu atopischen Reaktionen
bei Kindern?

Im Rahmen der LISA-Studie, einer prospektiven Studie zur Aufklirung moglicher
Risikofaktoren fiir die Entstehung allergischer Erkrankungen, wurden sechsjéhrige Kinder auf
den Zusammenhang zwischen verschiedenen Stressoren bzw. sozialen Faktoren, humoralen
Stressmediatoren (VIP, Somatostatin, Substanz P), Ty1/Tiy2-Balance und dem Risiko einer
allergischen Sensibilisierung untersucht.

Es wurde eine dosisabhiingige Korrelation zwischen den Konzentrationen der Neuropeptide
VIP und Somatostatin und dem Risiko einer allergischen Sensibilisierung gefunden. Ein
Zusammenhang zwischen Stressor, einer Verinderung der Neuropeptidkonzentrationen und
immunologischer Parameter fand sich bei einer Trennung der Eltern, Umzug, Erkrankung
eines Angehorigen und Einschulung, wobei die Trennung der Eltern die stirksten Effekte

zeigte.
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1. Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Immun- und Nervensystem: Das Biindnis

Die Psychoneuroimmunologie ist eine vergleichsweise junge Wissenschaft, die aber auf alten
Waurzeln beruht. Die Vorstellung einer Einheit von Korper und Geist existierte bereits in der
Antike. Die ersten wissenschaftlichen Abhandlungen zu einem Zusammenhang zwischen
Stress und Immunsystem stammen aus dem 19. und frithen 20. Jahrhundert. Dennoch galt die
Idee eciner Beteiligung psychischer Faktoren an der Immunreaktion lange Zeit als
unwissenschaftlich®. Dies mag daran gelegen haben, dass man sich auf die Erforschung der
Mechanismen der autonomen Regulation des Immunsystems konzentrierte und auch daran,
dass die frilhen Forschungsergebnisse der Psychoneuroimmunologie widerspriichlich und
schlecht reproduzierbar waren. Als erste wegweisende Arbeit in neuerer Zeit gilt eine
Untersuchung von Robert Ader und Nicholas Cohen aus dem Jahre 1975. Thnen gelang es, im
Mausmodell zu zeigen, dass das Immunsuppressivum Cyclophosphamid, geldst in
Saccharinlésung, die erwartete Immunsuppression bewirkte. Im Sinne einer klassischen
Konditionierung fiihrte in der Folge auch die alleinige Saccharinldsung zu einer
Immunsuppression. In den folgenden Jahren gelang es weitere, primir unerwartete,
Zusammenhiinge zwischen Nervensystem und Immunsystem nachzuweisen. So konnte
gezeigt werden, dass beide Systeme iiber eine Vielzahl von Botenstoffen (Zytokinen,
Neurotransmitter und Neuropeptide) miteinander kommunizieren und sich gegenseitig
beeinflussen, d. h. dass einerseits neuroendokrine Signale die Aktivierung, Reifung und
Funktion von Zellen des Immunsystems beeinflussen und andererseits das aktivierte
Immunsystem Signale abgibt, die sich ihrerseits auf die Funktion des Neuroendokriniums

auswirken.

Diese Verbindung zwischen Immun- und Nervensystem konnte die Zusammenhinge
zwischen psychischen Faktoren, z. B. Stress, und Erkrankungen erkliren. Stress ist in der
heutigen, modernen Gesellschaft ein offenbar ubiquitires Phinomen und wird als eine der
wichtigsten Ursachen fiir chronische Erkrankungen diskutiert. Dabei ist er primiir der Versuch
des Korpers, sich auf potentiell schidliche Bedingungen einzustellen. Stressoren kdnnen
duBere Reize, die Schmerz oder Unwohlsein hervorrufen, Stérungen der inneren Homeostase,
7.B. Hilze oder Infektionen, und psychologische Faktoren wie soziale Spannungen oder
angstbesetzte, neue und nicht kontrollierbare Situationen sein (Van de Kar und Blair, 1999).
Die Reaktionen des Korpers auf diese Reize sind nicht prinzipiell schidlich, sondern sichern
das Uberleben. Sie bewirken die erhihte Bereitstellung von Energie fiir Muskeln und Gehirn,

was mit gesteigertem Blutfluss in diesen Organen und vermehrter Atmung verbunden ist.
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AuBerdem fiihrt sie zu einer Modulation der Immunfunktion, etwa einem Anstieg der
natiirlichen Killerzellen. Gleichzeitig werden momentan nicht benétigte Korperfunktionen,
wie Appetit und Fortpflanzung, reduziert (Carrasco und Van de Kar, 2003).

Allerdings gilt es heute als erwiesen, dass nichtbewiltigter, chronischer Stress das
Wohlbefinden und die Gesundheit des Menschen negativ beeinflusst. Neben Umwelt- und
soziokonomischen Faktoren werden insbesondere psychosoziale Faktoren, z.B.
zwischenmenschliche Konflikte, Verlust von Angehorigen oder das Erleben von Ablehnung
durch andere Menschen, als Ursache fiir stressbedingte Lebenssituationen thematisiert.
Zahlreiche Beeintrichtigungen und Krankheiten wie Konzentrationsstérungen, Depressivitit,
Schlafstorungen, GefiB- und gastrointestinale Erkrankungen und Suchtkrankheiten wurden
mit Stress in Verbindung gebracht. Erkrankungen, die mit einer Fehlregulation des
Immunsystems einhergehen, zeigen ebenfalls einen Zusammenhang zu Stresssituationen.
Daher deutet das gehiufte Auftreten von Allergien, Infektionen und auch Tumorerkrankungen

auf einen kausalen Zusammenhang zwischen Stress, Immunsystem und Erkrankung.

Aus dieser Zusammenarbeit von Immun- und Nervensystem ergeben sich zahlreiche Fragen,
die Gegenstand weiterer Forschungen sein diirften: Welche Rolle spielen psychische Faktoren
wie akuter oder chronischer Stress an der Auslosung einer Allergie? Verstirken Stressoren
wie Schuleintritt oder Scheidung der Eltern die Neigung zu atopischen Reaktionen bei
Kindern? Ist die stets geforderte Allergenkarenz nicht eher eine zwiespiltige MaBBnahme, da
sie oft nur schwer zu realisieren ist, und so beispielsweise eine Pollenflugvorhersage zum
Stressor fiir dngstliche Menschen wird und so die allergische Reaktion verstirkt? Welche
Rolle spielt die Konditionierung auf Ausldsereize? Kann schon die Angst vor der Allergie
eine Reaktion auf vermeintliche (z. B. durch falsch-positive Prick-Test-Ergebnisse) Allergene
hervorrufen? Das heiBt, kann bei einem gesunden oder atopischen Menschen eine allergische

Reaktion durch psychisch belastende Ereignisse ausgelost werden?
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1.2 Das Immunsystem: Die Akteure und ihre Interaktionen

Das Immunsystem verteidigt den Korper gegen iHuBere Einfliisse. Unterschiedliche
Erkennungssysteme und ein breites Spektrum an Effektormechanismen ermdglichen die
Abwehr der verschiedensten Krankheitserreger, die in grober Vielfalt im Korper und an
dessen Oberfliiche vorkommen. Das Spektrum der Abwehrmechanismen ist sehr komplex und
lisst sich in zusammenwirkende Systeme wie die angeborene und die erworbene, adaptive
Immunantwort einteilen. Dabei bestimmen die Art und die Lokalisation des ausldsenden
Antigens (d. h. Stoffe, die die Bildung von Antikdrpern auslosen, z. B. artfremde Proteine)
welcher der Abwehrmechanismen hauptsichlich zum Tragen kommt. Aber erst das
Zusammenspiel dieser Systeme, das durch zelluldre, humorale und auch nervale Einfliisse
gesteuert wird, ermoglicht die optimale Abwehr von mikrobiellen Erregern und sonstigen
Noxen.

Somit dient das Immunsystem mit seinen Abwehrmechanismen primiir der Erhaltung des
Lebens. Auf der anderen Seite gibt es aber auch Immunreaktionen die den Kérper schidigen
konnen, beispielsweise die inadiquate Antwort des Immunsystems auf eigentlich harmlose
Antigene, die als Uberempfindlichkeit oder Allergie bezeichnet wird. Die klinisch
bedeutsamsten allergischen Erkrankungen sind das allergische Asthma, die allergische

Rhinokonjunktivitis und die auch als Neurodermitis bezeichnete atopische Dermatitis.

1.2.1 Die Entwicklung der T-Helferzellen (Ty-Zellen)
Besondere Bedeutung fiir das Verstiindnis der Pathogenese der allergischen Immunantwort
hat die Entdeckung zweier sich in ihrem Zytokinsekretionsmuster unterscheidender Typen
von Ty-Effektorzellen (Tyl und Ty2) durch Mosmann 1986. Leitzytokine der Ty 1-Zellen sind
Interferon-y (INF-y), Interleukin-2 (IL-2), und die beiden Tumornekrosefaktoren TNF-a und
TNF-B. Ty2-Zellen sind vor allem durch die Produktion der Interleukine-4 (IL-4), -5 (IL-5), -
10 (IL-10) und -13 (IL-13) charakterisiert. Die Sekretion dieser Zytokine ist unter
physiologischen Bedingungen ein dynamischer Prozess, der einer stindigen Regulation und
Kontrolle unterliegt. Nur so erreicht der Korper eine Anpassung an die jeweiligen
immunologischen Erfordernisse. So erfordern Infektionen mit intrazelluldren Erregern wie
Viren oder Mykobakterien, und auch die Bekiimpfung von Tumorzellen vor allem
zytotoxische Reaktionen. Diese werden durch eine Tyl-Antwort induziert. Infektionen mit
Helminthen und anderen Parasiten dagegen werden vor allem auf humoralem Weg bekémpft,
das heiBt eine durch IgE, ecosinophile Granulozyten und Mastzellen vermittelte

Immunreaktion, die von Ty2-Zellen induziert wird.

Beide Formen entwickeln sich aus einer gemeinsamen Vorlduferzelle, der Ty0-Zelle (naive T-

Zelle). Die Aktivierung und Differenzicrung dieser Zelle erfolgt als Antwort auf in den
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Korper eingedrungenes Antigen. Dieses wird von Antigenpriisentierenden Zellen (engl. APC),
das sind dentritische Zellen, Makrophagen und B-Zellen, aufgenommen und an der
Oberfliche in Verbindung mit dem MHC-II-Molekul prisentiert. So kann es von den T-
Helferzellen tiber den entsprechenden T-Zell-Rezeptor erkannt werden. Allein schon Art und
Menge der antigenen Peptide konnen die Differenzierung der Ty-Zelle beeinflussen.
Erreichen grofle Peptidmengen auf der Oberfliche der APC eine hohe Dichte, 16sen sie eher
eine Tyl-Reaktion aus, wihrend Ty2-Reaktionen von Peptidmengen in geringer Dichte
ausgeltst werden. Dariiber hinaus bewirken Peptide, die stark mit dem T-Zell-Rezeptor
interagieren, eher Tyl-artige Antworten, schwache Interaktionen Ty2-artige Antworten
(Pfeiffer et al. 1995). Dieser Unterschied ist durchaus von Bedeutung, denn Allergien werden

meist von nur sehr geringen Antigendosen hervorgerufen.

Die Bindung zwischen Antigen-MHC-Komplex und T-Zell-Rezeptor fiihrt aber nur dann zu
einer Aktivierung der T-Zelle, wenn dieselbe Antigenprisentierende Zelle gleichzeitig
costimulierende Faktoren exprimiert. Dazu zihlen neben l6slichen Zytokinen auch direkte
Rezeptor-Ligand-Beziehungen zwischen T-Zelle und APC. Beide sind wesentlich fiir die
Entwicklung spezifischer T-Zell-Effektorpopulationen. So findet man auf der Oberfliche von
APC zwei strukturell verwandte Glykoproteine, B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86). Deren
Rezeptor auf der T-Zelle ist CD 28, dessen Bindung mit B7.1 eine Tyl-Entwicklung fordert,

withrend eine Bindung mit B7.2 zu einer Ty2-Differenzierung fiihrt (Freeman et al. 1995).

Die entscheidenden Faktoren aber, die die Entwicklung der Ty-Zelle beeinflussen, sind die
l16slichen Zytokine. So entwickeln sich naive T-Zellen, erstmalig stimuliert, in Gegenwart von
IL-12 und IFN-y zu Tyl-Zellen. Da diese selbst diese Zytokine produzieren, verstirken sie
ihre eigene Entwicklung und hemmen gleichzeitig die Entwicklung der Ty2-Zellen, deren
Proliferation durch INF-y gehemmt wird. Dagegen entwickeln sich Ty-Zellen in der
Gegenwart von IL-4 und IL-6 zu Ty2-Zellen. Auch hier verstirkt sich diese Reaktion selbst
und hemmt gleichzeitig die Entwicklung des Gegenspielers Tyl.

Daraus folgt, dass eine bestimmte Untergruppe, wird sie im Laufe der Immunantwort
gebildet, die Entwicklung der jeweils anderen unterdriickt, so dass die Polarisierung der
Immunantwort verstirkt wird. In vivo gibt es jedoch hidufig Situationen, bei denen beide
Abwehrformen nebeneinander auftreten (Agnello et al. 2003). Dieses Tyl/Ty2 System wurde
urspriinglich nur fiir die CD3+CD4+ T-Helferzellen beschrieben. In spiteren Publikationen
konnte allerdings gezeigt werden, dass auch zytotoxische T-Zellen (CD3+CD8+) ecine
entsprechende funktionelle Dichotomie aufweisen und sich in Typ-1 und Typ-2-Zellen

aufteilen lassen (Ochi et al. 2001).



1. Einleitung 5

1.2.2 Regulatorische T-Zellen
In den letzten Jahren wuchs das Wissen iiber eine weitere, an diesem Prozess beteiligte
Zellpopulation: die regulatorischen T-Zellen (Treg). Thnen scheint eine Schliisselrolle bei der
Aufrechterhaltung der Immuntoleranz, sowohl gegen korpereigene als auch gegen
korperfremde Allergene zuzukommen. Es werden zwei Typen unterschieden: die im Thymus
reifenden natiirlich vorkommenden Ty, und peripher induzierte, allergen-spezifische Treg
(Hawrylowicz, 2005). Marker von regulatorischen T-Zellen ist neben CD25, CD127 und
FoxP3 (Sakaguchi, 2005) auch Neuropilin-1. Letzteres hatte man bislang nur auf
Nervenzellen gefunden (Bruder et al. 2004).
Regulatorische T-Zellen sind in der Lage, auf direktem (iiber Zell-Zell-Interaktionen) oder
indirektem (mittels Botenstoffen) Weg immunkompetente Zellen zu supprimieren. Dazu
ziihlen auch die Zellen, die an der allergischen Reaktion beteiligt sind, wie Mastzellen oder
Eosinophile. Inwieweit die Beeinflussung dieser Zellen, zusammen mit weiterem Wissen iiber
ihre Entstehung und Funktionsweise, zur Entwicklung therapeutischer Konzepte beitragen
kann, ist Gegenstand der aktuellen Forschung (Akdis et al. 2005).

1.2.3 Zytokine und Chemokine
Zytokine bzw. Chemokine sind Botenstoffe des Immunsystems, welche die Kommunikation

der Zellen miteinander ermdglichen.

1.2.3.1 Tyl: IFN-% TNF-¢ IL-2
Interferon-y wird von Tyl Zellen gebildet und fordert iber einen positiven
Riickkopplungsmechanismus deren Wachstum. Gleichzeitig hemmt es das Wachstum von
Ty2-Zellen. Es spielt eine entscheidende Rolle bei der Abwehr von Vireninfektionen, indem
es Makrophagen und zytotoxische T-Zellen stimuliert.
TNF-a wird hauptsichlich als Reaktion auf bakterielle Antigene ausgeschiittet, stimuliert die
lokale Entziindungsreaktion und triigt so zur Eindimmung der Infektion bei. Es aktiviert das
GefiBendothel und erhoht dessen Permeabilitit fir IgG, Komplement und Entziindungszellen.
Weiterhin aktiviert TNF-o. Makrophagen, welche das eine breite antimikrobielle Aktivitit
besitzende NO ausschiitten.
Interleukin-2 ist ein antigenunabhiingiger Wachstumsfaktor fiir alle T-Zell-Populationen.
AuBerdem stimuliert es, zusammen mit weiteren Faktoren wie 1L-4, das Wachstum aktivierter
B-Zellen. IL-2 spielt somit eine wichtige Rolle bei der Auslosung erworbener
Immunreaktionen.

1.2.3.2 Ty2:1L-4,IL-5, IL-10, IL-13
Interleukin-4 ist ein typisches Ty2-Zytokin, welches die Differenzierung naiver Ty-Zellen in

diese Subpopulation fordert. Ferner hemmt es die Makrophagenaktivierung und stimuliert das



6 1. Einleitung

Wachstum der B-Lymphozyten und ihre Differenzierung zu IgGs und IgE produzierenden
Plasmazellen. Dies fiihrt zur Mastzelldegranulation und Histaminausschiittung. Dadurch spielt
IL-4 vor allem bei der Abwehr von Parasiten und bei Allergien eine Rolle.
Interleukin-5 stimuliert stark Wachstum, Differenzierung und Aktivierung von Eosinophilen.
Im Thymus fordert es die Erzeugung von zytotoxischen T-Zellen.
Interleukin-13 hemmt die Aktivitit von Makrophagen und reduziert die Bildung
proinflammatorischer Zytokine. IL-13 induziert dhnlich wie IL-4 das B-Zellwachstum und die
IgE-Produktion.
Interleukin-10: Quellen dieses Zytokins bilden aktivierte Monozyten, B-und T-Zellen. Es
wirkt hemmend auf die Synthese verschiedener Zytokine, wie IFN-y und IL-2 der Tyl-
Subpopulation der T-Zellen und wirkt somit regulatorisch auf die T-Zellproliferation.
AuBerdem hemmt es die Synthese von Entziindungsmakern wie IL-6 und IL-8.

1.2.3.3 Entziindungsmaker: TNF-g; IL-6, IL-8, MCP-1, Eotaxin,

RANTES

Interleukin-6 wird von zahlreichen Zellen, z.B. Monozyten, Makrophagen, Mastzellen, T- und
B-Zellen, aber auch Fibroblasten oder den Muskelzellen der Gefife gebildet und als Reaktion
auf bakterielle Endotoxine oder virale Infektionen ausgeschiittet. 1L-6 ist wesentlich an der
Akute-Phase-Reaktion beteiligt, es aktiviert T-Zellen und induziert mit IL-2 deren
Differenzierung zu zytotxischen T-Zellen.
Interleukin-8: wirkt auf chemotaktisch auf alle bekannten Typen von Immunzellen,
insbesondere auf neutrophile Granulozyten, bei denen es die Degranulierung auslost.
AuBerdem antagonisiert es die IgE-Bildung der B-Zellen.
MCP-1 ist ein von Lungenepithelzellen, Endothelzellen und Monozyten produziertes
Chemokin. Es wirkt chemotaktisch auf Monozyten.
Eotaxin ziihlt ebenfalls zu den Chemokinen und ist ein Aktivator eosinophiler Granulozyten.
RANTES wirkt chemotaktisch auf T-Zellen und induziert die Degranulation von Basophilen,
fiihrt also zur Freisetzung von Histamin. Es wird hauptsichlich von T-Zellen synthetisiert,
aber auch von Atemwegsepithelzellen.

(Cytokine Oneline, 2003)
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1.3 Die Allergie: Abwehr auf Abwegen

Allergische Reaktionen treten auf, wenn eine Person nach einem Kontakt mit einem
cigentlich harmlosen Antigen IgE-Antikorper produziert hat. Wird sie erneut mit diesem
Antigen, oder Allergen, konfrontiert, setzt es durch Aktivierung IgE-bindender Mastzellen die
fir  Allergien typische Reaktionskette in  Gang. Diese IgE vermittelte
Uberempfindlichkeitsreaktion vom Soforttyp entspricht dem Allergietyp I nach Coombs und
Gell und wird hiufig mit Allergie gleichgesetzt. Diese Definition soll auch im Folgenden
benutzt werden.

IgE wirkt in bestimmten Fiillen, insbesondere beim Befall mit Helminthen, wie sie in
Entwicklungslindern sehr hiufig ist, an der schiitzenden Immunitit mit. In Industrienationen
dagegen leiden groBe Teile der Bevilkerung unter IgE-vermittelten allergischen Symptomen.
Erkrankungen, die zum Allergischen Formenkreis gehoren sind beispielsweise allergische
Rhinitis, allergisches Asthma und atopische Dermatitis. Diese sind zwar selten
lebensbedrohlich, fithren aber zu volkswirtschaftlichen Schiden. Zur Entwicklung einer

Allergie tragen neben der genetischen Pridisposition (Atopie) auch Umweltfaktoren bei.

1.3.1 Epidemiologie

Die Priivalenz allergischer Erkrankungen wurde u. a. Ende der 90er Jahre in der ISAAC-
Studie untersucht. Durch die Anwendung gleicher Befragungsmethoden in zahlreichen
Lindern gelang es hierbei valide internationale Vergleiche anzustellen. Es konnte bei
Sechsjihrigen festgestellt werden, dass die Zentren mit den niedrigsten Privalenzraten der
atopischen Dermatitis gleich waren. Dagegen fanden sich die hochsten Hiufigkeiten neben
den Industrienationen auch in einigen siidamerikanischen und afrikanischen GroBstidten
(Williams H et al. 1999).

In Deutschland war die Priivalenz allergischer Erkrankungen bei Personen, die vor 1960
geboren wurden im stlichen und westlichen Teil gleich (Heinrich et al. 1998). Danach nahm
sie in Westdeutschland kontinuierlich zu und erreicht nun scheinbar ein Plateau (Zollner et al.
2005). In Ostdeutschland dagegen verzeichnet sich erst seit der deutschen Wiedervereinigung
1990 und dem damit verbundenen Angleich der Lebensstile ein stetiger Anstieg. Da die ost-
und westdeutsche Bevolkerung genetisch relativ einheitlich ist, wird postuliert, dass die sich
unterscheidenden Lebensstile zu diesem Unterschied in der Allergieprivalenz gefiihrt haben.
Es wird die Rolle zahlreicher Umweltfaktoren diskutiert: Verinderungen der AuBenraumluft
durch weniger Kohleheizungen, aber hoherem Verkehrsaufkommen. AuBerdem fiihrte die
verstirkte Isolation der Hiuser und dichter schlieBende Fenster zu einer Ansammlung von
Innenraumschadstoffen. Weiterhin bestehen Unterschiede beziiglich der friihkindlichen

Exposition mit Keimen und Wurminfektionen (Heinrich et al. 2002).
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1.3.2 Die Phasen der allergischen Immunantwort
Die allergische Immunantwort ldsst sich in  zwei Phasen untergliedern, die

Sensibilisierungsphase und die Effektor- und Entziindungsphase.

In der ersten Phase l16sen Allergene, die in den Korper eingedrungen sind eine Ty2-Antwort
aus. Angeregt durch die Signale der Antigenprisentierenden Zelle erkennen Ty2-Zellen das
an der Oberfliche von B-Zellen prisentierte Antigen und induzieren in diesen mittels IL-4
und dem CD40-Liganden die Ausdifferenzierung zur Plasmazelle und die Produktion von
antigenspezifischen IgGy und IgE. Letzteres zirkuliert im Korper und wird von hochaffinen
Rezeptoren auf Mastzellen, basophilen Granulozyten und Eosinophilen gebunden, wodurch
diese allergenspezifisch sensibilisiert werden und auch selbst IL-4 und den CD40-Liganden

erzeugen und so die IgE-Produktion verstirken.

Zur Effektorphase kommt es bei einer erneuten Exposition mit dem Allergen. Dieses vernetzt
das auf den Zellen gebundene IgE. Dadurch lgst es eine Signalkaskade aus, an deren Ende die
Freisetzung der in den zytoplasmatischen Granula der Mastzellen gespeicherten Mediatoren
wie Histamin und die Bildung von Leukotrienen, Zytokinen und Chemokinen steht. Die
klinische Manifestation der allergischen Reaktion wird von diesen Mediatoren geprigt:
vorgefertigte oder schnell produzierte Botenstoffe wie Histamin und Prostaglandine l6sen
eine Sofortreaktion aus. Diese duflert sich z.B. in dem Anschwellen der Schleimhiute oder
einem Bronchospasmus. Die Spitreaktion kann sich zu einer chronischen Entziindung, wie
man sie beim Asthma bronchiale beobachten kann, entwickeln. Sie wird durch Leukotriene,
Chemokine und Cytokine hervorgerufen, die weitere Zellen wie Eosinophile und Ty2-Zellen

zum Entziindungsherd locken.
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1.4 Das kindliche Immunsystem: Die Lehrzeit

Schwangerschaft ist, aus immunologischer Sicht, eine inkompatible Organtransplantation, bei
der das kindliche Gewebe sowohl miitterliche als auch viterliche Merkmale aufweist. Daher
ist es fir den Erfolg der Schwangerschaft essentiell, dass der miitterliche Organismus
zytolytische und zytotoxische Reaktionen, wie sie iiber Tyl-Zellen vermittelt werden,
unterdriickt und sich im Uterus wihrend der Schwangerschaft ein Ty2 geprigtes Milieu
etabliert (Wegmann et al. 1993).

Aber auch die Entwicklung des kindlichen Immunsystems beginnt bereits in uteri. Dies
erscheint wichtig und sinnvoll, denn das Kind muss unmittelbar nach seiner Geburt auf die
verschiedensten, harmlosen oder gefihrlichen, Umweltantigene mit Abwehr oder Toleranz
reagieren konnen. Diese friihe Immunantwort ist Ty2-geprigt, moglicherweise aufgrund der
Ty2-lastigen Umgebung in uteri. Spitestens in der 15. bis 20. Schwangerschaftswoche sind
die zentralen Komponenten des adaptiven Immunsystems soweit ausgereift, dass sie in der
Lage wiren, auf Antigenreize spezifisch zu reagieren. Tatsichlich produzierten kultivierte
Nabelschnurlymphozyten von Neugeborenen wurminfizierter, kenianischer Miitter - im
Gegensatz zu Neugeborenen nordamerikanischer Miitter - spezifisches, gegen Wurmantigen
gerichtetes IgE (King et al. 1998). Betrachtet man die Population industrialisierter Linder,
konnte auch hier eine allergenspezifische Immunantwort der mononukleiiren Zellen im
Nabelschnurblut nachgewiesen werden, und zwar sowohl fiir inhalative als auch fir
Nahrungsmittelallergene (Szepfalusi et al. 1997; Van Duren-Schmidt et al. 1997). In einer
schwedischen Studie schlieBlich wurde an Kindern mit atopischer Familienanamnese
nachgewiesen, dass eine Exposition der Mutter in der Schwangerschaft mit hohen Dosen an
Birkenpollen mit einem gesteigerten Risiko der Sensibilisierung des Kindes einhergeht. Noch
stirker aber waren die Kinder sensibilisiert, die nach ihrer Geburt den Pollen ausgesetzt waren
(Kihlstrom et al. 2003).

Nach der Geburt nimmt die Fihigkeit zur Ty 1-Immunantwort normalerweise zu, bis sich etwa
im Alter von 4-5 Jahren ein ausgeglichenes Tyl/Tu2-Gleichgewicht eingestellt hat. Bei
Kindern, die spiter unter Allergien leiden, entwickelt sich diese Tyl-Antwort zum einem
langsamer und zum anderen auch von einem niedrigeren Niveau ausgehend, denn diese
Kinder kommen beispielsweise mit einem erniedrigten IFN-y-Spiegel zur Welt. Dieser
Mangel an einem potenten Ty2-Inhibitor fordert die T n2-Entwicklung, wihrend die Tyl-
Differenzierung unterdriickt wird (Prescott et al. 1999). Daher kénnte eine Ty2-Dominanz

bestehen bleiben.
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1.5 Einflussfaktoren: Freund und Feind
1.5.1 Genetik

Es ist mittlerweile unstrittig, dass allergische Erkrankungen familidir gehiuft auftreten. So
haben Kinder und Geschwister von Allergikern ein deutlich htheres Risiko, an Allergien zu
erkranken als Kinder aus nicht allergischen Familien (Wahn, 2000). Monozygote Zwillinge
haben, wenn ihr Zwilling bereits erkrankt ist, ein hoheres Risiko, an einer Allergie zu
erkranken als dizygote Zwillinge (Skadhauge et al. 1999). Die Multicenter Atopy Study
(MAS) zeigte diesen Zusammenhang sehr eindriicklich auf: Kinder mit atopischer
Familienanamnese wurden von ihren Eltern zur Vermeidung einer Sensibilisierung linger
gestillt bzw. mit hypoallergener Nahrung gefiittert, es wurde weniger geraucht und weniger
Haustiere gehalten, wenn eine Allergie gegen Tiere vorlag. Trotzdem war die Privalenz
allergischer Erkrankungen bei Kindern mit positiver gegeniiber Kindern mit negativer
Familienanamnese deutlich erhoht (Bergmann et al. 1994).

Obwohl der Zusammenhang zwischen Genetik und Allergie sehr eng ist, die genetische
Priidisposition den bedeutendsten Risikofaktor einer allergischen Erkrankung darsielit,
werden die meisten Kinder, die in ihren ersten Lebensjahren eine atopische Dermatitis oder
Asthma entwickeln in Familien geboren in denen atopische Erkrankungen bis dato nicht
aufgetreten sind (Wahn, 2000). Auch kann die Genetik allein die Zunahme allergischer
Erkrankungen innerhalb der letzten Jahrzehnte nicht erkliren, da das Genom sich in so kurzer
Zeit nicht wesentlich veriindert haben kann. Daraus folgt die Frage, welche weiteren

-umweltbedingten- Faktoren die Manifestation einer atopischen Erkrankung beeinflussen.

1.5.2 Umweltfaktoren
Angesichts der sich in den letzten Jahrzehnten in der westlichen Welt rasant dndernden
Lebensumstinde liegt es nahe, diese auf ihre Wirkungen auf das Immunsystem zu priifen. Es
wurden zahlreiche Umweltfaktoren beschrieben, die einen Einfluss auf das Immunsystem
haben. Dabei kdnnen Stoffe aus der Umwelt selbst als Allergene (z.B. Pollen) bzw. Haptene
(d. h. niedermolekulare Stoffe, die an hochmolekulare Carrier gebunden werden und so die
Antikorperbildung auslésen konnen) wirken, als adjuvante Faktoren die Manifestation einer
allergischen Erkrankung fordern (z.B. Tabakrauch) oder als Triggerfaktoren die Reaktion des

Korpers auf Allergene verindern (z.B. Infektionen).

1.5.2.1 Exposition mit Allergenen
Eine friihe Exposition mit mdglichen Allergenen erhoht das Risiko einer Sensibilisierung. So
schiitzt ausschlieBliches Stillen iiber vier bis sechs Monate, was die Exposition mit
FremdeiweiBen vermeidet, vor allergischen Manifestationen, zumindest in der friihen

Kindheit (Becker, 2005).
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In eciner finnischen Studie gelang es zu zeigen, dass Kinder, die im Winter (Dezember-
Februar) geboren wurden in stirkerem MaB auf Griserpollen sensibilisiert waren. Dagegen
reagierten Kinder, die im Herbst (August-November) geboren wurden verstirkt auf
Innenraumallergene wie Hausstaubmilben und Tierhaare. Dies wurde damit erkliirt, dass in
den ersten drei Lebensmonaten offenbar ein Zeitfenster besteht in dem die Kinder gegen die
in dieser Zeit vorhandenen Allergene sensibilisiert werden (Koning et al. 1996). Daraus
schlussfolgernd scheint der Geburtsmonat einen Einfluss auf die Sensibilisierung gegen
verschiedenartige Allergene zu haben. Weiterhin konnte in der MAS-Studie ein
dosisabhiingiger Zusammenhang zwischen der Exposition mit Hausstaubmilben- und
Katzenallergenen und dem Sensibilisierungsrisiko gezeigt werden.
Wenn man allerdings nicht die Sensibilisierung, sondern die Manifestation allergischer
Erkrankungen betrachtet ist die Situation weniger klar und die Frage, ob Allergenexposition
atopische Dermatitis oder Asthma induziert, ist umstritten. Aber auch wenn sich herausstellen
sollte, dass Expositionsreduktion zur Primérprivention ungeeignet ist, wird die Vermeidung
der Allergene wohl weiterhin ein wichtiges Mittel sein, um bei atopischen Personen
Manifestationen zu verringern (Lau et al., 2000; Wahn, 2000).

1.5.2.2 Adjuvante Faktoren
Obwohl eine Person, um eine Allergie zu entwickeln mit einem Allergen exponiert sein muss
und sich durch die Vermeidung bestimmter Allergene eine allergenspezifische
Sensibilisierung vermeiden ldsst, wird hierdurch meist nicht die langfristige Ty2-
Polarisierung verhindert. Tatsiichlich wirken auch die meisten Faktoren, die bekanntermalien
eine Sensibilisierung fordern oder eine Allergie triggern nicht selbst als Allergene, sondern
vermitteln eher adjuvante Effekte. Bjorksen beschreibt als solche Trigger Luftschadstoffe wie
S0,, NO, oder Ozon, Tabakrauch und fliichtige organische Verbindungen (engl. volatile
organic compounds, VOC). Es ist unklar, wie diese Faktoren wirken. Vermutet wird, dass sie
eine entziindliche Reaktion in den Atemwegen auslosen, die die Penetration von Allergenen
erleichtert (Bjorksten, 1994).
Luftschadstoffe wie SO,, NO, Benzol oder Ozon aus Verkehr und Industrie werden zwar fir
eine verstirkte Reizung der Atemwege und fiir ein erhdhtes Risiko an Bronchitis zu erkranken
verantwortlich gemacht, allerdings scheint dies nicht mit einem erhdhten Risiko fiir
allergische Erkrankungen verbunden zu sein (Ramadour et al. 2000).
Fiir die Exposition mit Tabakrauch dagegen konnte in der MAS-Studie gezeigt werden, dass
dreijihrige Kinder, deren Miitter in der Schwangerschaft und auch nach der Geburt geraucht
hatten, vermehrt gegen Nahrungsmittelallergene sensibilisiert waren. Dies traf aber nicht fiir

inhalative Allergene zu (Kulig et al. 1999). Weiterhin steigert vor allem miitterliches Rauchen
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die Inzidenz und Anfallshiufigkeit von Wheezing (pfeifender Atmung) in der frithen
Kindheit, wobei die Effekte auf viral bedingte Atemnotanfille stirker sind als auf atopisch
bedingte. Die Inzidenz von Asthma im Schulalter war weniger stark mit elterlichem Rauchen
assoziiert. Dies mag daran liegen, dass die Kinder, wenn sie dlter werden, weniger dem
Tabakrauch zu Hause ausgesetzt sind, weil sie beispielsweise in der Schule sind. Allerdings
hatten atopische Kinder hiufigere und klinisch schwerere Asthmaanfille, wenn die Eltern
rauchten. Dieses scheinbare Paradox, das Rauchen der Eltern in der frithen Kindheit das
nicht-atopische Wheezing steigert, in der spiteren Kindheit aber die Schwere von
(atopischen) Asthmaanfillen, ldsst sich vielleicht dadurch erkliren dass Rauchen, wie schon
die AuBenluftschadstoffe, auf die Atemwege eher als reizender denn als sensibilisierender
Faktor wirkt (Strachan und Cook, 1998).
Als weiterer Faktor wird die Belastung mit Schimmelpilzsporen, wie sie in feuchten
Wohnungen typisch sind, angegeben. Dies fithrt zu einer verstirkten Sensibilisierung
gegeniiber Katzen, Hausstaubmilben und Beifulipollen. (Schafer et al. 1999). Bei
Allergierisikokindern war eine Belastung mit Schimmelpilzen mit einem in Richtung T2
verschobenen Zytokinpofil, d.h. einer verminderten Ty1-Reaktivitit verbunden (Muller et al.
2002).
Auch die Belastung mit fliichtigen organischen Verbindungen (VOC), eine inhomogene
Gruppe von Verbindungen, die von Baumaterialien wie Ddmmmaterial, Farben, Lacken,
Teppichen und Klebern, aber auch Waschmitteln und Kosmetika freigesetzt werden, konnte
als Risikofaktor identifiziert werden. Eine Exposition der Mutter mit diesen Verbindungen in
der Schwangerschaft, wie es beim Renovieren geschieht, fiihrte zu einem verinderten
Zytokinmuster der T-Lymphozyten im Nabelschnurblut. (Lehmann et al. 2001; Lehmann et
al. 2002).

1.5.2.3 Protektive Lebensstilfaktoren
Eine zweite Strategie der Allergieprivention bestecht — im Gegensatz zur Vermeidung
potentieller Allergieausldser — darin, die Kinder unter Bedingungen aufwachsen zu lassen, die
das Risiko einer Allergieentwicklung verringern.
In diesem Zusammenhang ist die Hygienehypothese wichtig. Strachan postulierte 1989, dass
eine verminderte Stimulation des Immunsystems durch Infektionen durch gréfiere Hygiene
pradisponierend f[ir‘ Allergien wirkt. Altere Geschwister, die mit im Haushalt leben, wirken
dagegen stark protektiv (Strachan, 1989). Kinder, die keine élteren Geschwister haben, aber in
einer Kindereinrichtung, beispielsweise einem Kinderkrippe waren, zeigten eine geringere
Reaktivitit im Prick-Test, wobei die Allergiepriivalenz bei Kindern, die in sehr jungen Alter

(6-11 Monate) mit dem Kindergartenbesuch begannen, gegeniiber Kindern deren Eintritt in
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die Kinderkrippe zu einem spiteren Zeitpunkt erfolgt war, vermindert war (Kramer et al.
1999). Beides, sowohl das Vorhandensein von dlteren Geschwistern als auch der Kontakt zu
anderen Kindern in der Kinderkrippe ist mit einer hoheren Ubertragungsrate  von
Infektionserregern und anderen Keimen verbunden (Marbury et al., 1997). Um einen
protektiven Effekt zu gewihrleisen, muss es aber offenbar nicht zu einer manifesten
Infektionserkrankung kommen, allein der Kontakt zu bakteriellen Bestandteilen wie
Endotoxin scheint ausreichend zu sein. So war bei gesunden zweijihrigen Kindern, die einer
hohen Endotoxinkonzentration ausgesetzt waren, der Anteil an Tyl-Zellen erhoht. Die
Endotoxinkonzentration ist erhoht in Haushalten, in denen Katzen, Hunde oder
landwirtschaftliche Nutztiere gehalten werden (Bolte et al. 2002). Dementsprechend konnte
auch gezeigt werden, dass Studenten, die in ihren ersten Lebensjahren auf einem Bauernhof
gelebt hatten, ein sehr viel geringeres Risiko fiir Asthma und Sensibilisierung gegen
verschiedene Allergene hatten (Kilpelainen et al. 2002). Dabei hat ein moglichst frither
Aufenthalt in Stillen, d. h. im ersten Lebensjahr, den groBten protektiven Effekt. Das Trinken
nicht-pasteurisierter Milch spielt ebenfalls eine Rolle (Riedler et al. 2001).
In vielen Fillen ist Friihgeburtlichkeit eine Folge intrauteriner bakterieller Infektionen. Dies
konnte in diesem Konzept erkliren, dass Frithgeborene mit sehr geringem Geburtsgewicht
(<1500g) eine niedrigere Priivalenz des atopischen Ekzems hatten als Reifgeborene (Bubhrer et
al. 1999).
Ein weiterer, quantitativ wichtiger Stimulator des kindlichen Immunsystems ist die
intestinale Mikroflora. So konnten in epidemiologischen Studien charakteristische
Unterschiede in der Darmflora beziiglich Lactobacillus Spezies und Anaerobiern von Kindern
mit und ohne Allergie gefunden werden. Bei dem Vergleich schwedischer mit estnischen
Kindern zeigte sich, dass die Darmflora letzterer vermehrt Lactobacillen und weniger
Clostridien beinhaltet, was mit weniger atopischen Erkrankungen assoziiert war (Sepp et al.
1997). In einer finnischen Studie hatten Kinder mit Milchallergie und atopischer Dermatitis
mildere Symptome, wenn ihre Siuglingsmilch mit Lactobacillen angereichert wurde
(Majamaa und Isolauri, 1997).

1.5.2.4 Stress
Wie bereits eingangs beschrieben gilt auch Stress als Risikofaktor fiir die Entwicklung einer
Allergie. Er kann das Immunsystem auf verschiedenen Wegen beeinflussen. Die Aktivierung
des Sympathikus fiihrt zu einer Ausschiittung von Katecholaminen (Adrenalin, Noradrenalin),
die  Aktivierung der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrindenachse — zu  einer
Freisetzung von Clucocorticoiden (z.B. Cortisol). Fiir beide Mediatoren konnte nachgewiesen

werden, dass sie durch Hemmung der Tyl-Zytokinproduktion die zelluldre Immunantwort
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supprimieren und durch einen Shift zu Ty2-Zytokinen allergische Reaktionen unterstiitzen

(Malarkey et al. 2002).

So konnte gezeigt werden, dass Medizinstudenten unter Examensstress weniger IFN-y und
vermehrt IL-10 produzierten. Dies begiinstigt eine allergische Reaktionslage (Marshall, Jr. et
al. 1998). Der Anteil der einzelnen Subpopulationen immunkompetenter Zellen und deren
Zytokinproduktion unterschieden sich vor und unmittelbar (innerhalb von 24-48h) nach dem
Examen (Uchakin et al. 2001). Auflerdem zeigten examensgestresste Studenten eine
verminderte Antikérperantwort nach Hepatitis-B-Impfungen. Allerdings war die Impfreaktion
sozial gut integrierter Studenten stirker als die ihrer unter Einsamkeit leidender
Kommilitonen (Glaser et al. 1992). In einer weiteren Studie konnte an Kindern gezeigt
werden, dass positive Lebensereignisse dem durch negative Ereignisse hervorgerufenen
Anstieg von Asthmaanfillen entgegenwirkten, allerdings nur solange sie keinem zu hohen
Maf an chronischen Stress ausgesetzt waren (Sandberg et al. 2002).

Zusammenhinge zwischen Stress und Immunreaktivitdt bzw. allergischer Erkrankungen
wurde fiir verschiedene stressende Erlebnisse (engl. stressful life events) untersucht. So
konnte fiirr Kinder ein Zusammenhang zwischen Migration bzw. Scheidung der Eltern und
dem vermehrten Auftreten allergischer Erkrankungen festgestellt werden (Anderzen et al.
1997; Bockelbrink et al. 2006). Die Beschiiftigung mit Videospielen war mit hdheren
Neuropeptidspiegeln und einem Ty2-Profil assoziiert (Kimata, 2003b). Weitere in der
Literatur beschriebene Stressoren stellen Erkrankung und Tod eines Angehorigen,
Arbeitslosigkeit der Eltern und die damit verbundene relative Armut sowie innerfamiliiire

Konfliktsituationen dar (Bockelbrink et al. 2006; Gustafsson et al. 2002).
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1.6 Die Neuropeptide: Botschafter zwischen den Systemen

Neben den klassischen neuronalen Mediatoren wie Katecholaminen und Glucocortikoiden
gibt es eine Reihe peptiderger Botenstoffe, die Neuropeptide. Sie haben ausgepragte Effekte
auf die verschiedensten Zellen, z.B. Driisenzellen, GefiiBmuskelzellen oder Zellen des
Immunsystems. Da sie die Wirkung anderer Neurotransmitter graduell unterstiitzen oder
hemmen konnen, das heifit neuromodulatorisch wirken, nehmen sie eine Zwischenstellung
zwischen Hormonen und reinen Neurotransmittern ein. Zusammengefasst werden sie als
Nicht-Adrenerges, Nicht-Cholinerges (NANC) System bezeichnet. Dies unterteilt sich in
zwei, in Bezug auf ihrer Wirkung auf die Bronchialmuskulatur, divergente Gruppen, das
exzitatorische NANC-System (e-NANC) und das inhibitorische NANC-System (1-NANC)
(Widdicombe, 1998).

Unsere Untersuchungen beschriinken sich auf die Neuropeptide Substanz P, Somatostatin und

Vasoaktives intestinales Peptid.

1.6.1 Substanz P (SP)

Substanz P ist ein aus 11 Aminosduren bestehendes Peptid und gehort zur Familie der
Tachykinine (oder Neurokinine), welche den pro-inflammatorischen e-NANC Mediatoren
zugeordnet werden. Zu dieser Gruppe wird auch Neurokinin A gezihlt. Zuniichst wurde SP
als Neurotransmitter von Schmerzrezeptoren und schmerzleitender C-Fasern angesehen
(daher der Buchstabe P fiir pain (engl.) ..Schmerz). SP konnte auch in atemwegs-
projizierenden Neuronen nachgewiesen werden, welche Blutgefale, Bronchialmuskulatur und
Epithel inervieren. Aber nicht nur Nervenzellen, sondern auch Zellen des Immunsystems wie
Lymphozyten, Makrophagen, dentritische Zellen und Eosinophile knnen Tachykinine
produzieren. Das bedeutet, dass nicht nur nervale Reize, sondern auch Immunstimuli die
Freisetzung von Substanz P steigern konnen (Joos et al. 2000).

Es wurden drei Tachykininrezeptoren (Neurokininrezeptoren NK-NK3) beschrieben, an die
alle Tachykinine binden kénnen, wenn auch mit unterschiedlicher Praferenz. Diese
Rezeptoren finden sich auBer auf Epithelzellen, Driisen, Gefd- und Bronchialmuskulatur
auch auf Zellen des Immunsystems wie T-Lymphozyten und Makrophagen (Maggi, 1997).
Substanz P bindet bevorzugt an NK; (Joos et al. 2000).

Wird Substanz P freigesetzt, bewirkt es eine Vasodilatation und die Permeabilitit der Gefille
wird gesteigert (Verleden, 1996). Ferner induziert SP die Schleimsekretion der Becherzellen
und erhéht den Tonus der Bronchialmuskulatur, wenn auch weniger stark als Histamin oder
Acetylcholin. Neben diesen Effekten potenziert sic auch die zielgerichtete Einwanderung von

Leukozyten, Neutrophilen und Eosinophilen in entziindetes Gebiet.
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Tachykinine haben vielfiltige immunmodulatorische Effekte. So kann SP die Degranulation
von Mastzellen durch die Freisetzung von Histamin und TNF-o auslésen. Ferner steigert es
die antikorperabhingige Zytotoxizitit und die Freisetzung von Superoxiden und IL-8 durch
Makrophagen (Maggi, 1997) und hemmt die Freisetzung von Somatostatin (Blum et al.
1998). Bei Ty-Lymphozyten bewirkt Substanz P eine Steigerung der IL-2- und IFN-y-

Produktion, inhibiert also die Ty-2 Entwicklung (Lambrecht, 2001).

1.6.2 Somatostatin (SOM)
Somatostatin ist ein weit verbreitetes Neuropeptid, dessen aktive Formen aus 14 bzw. 28
Aminosiuren bestehen. Beide Formen werden von den verschiedenen Geweben in
unterschiedlichen Anteilen exprimiert, wirken aber dhnlich. Ganz allgemein betrachtet hat
SOM einen hemmenden Effekt auf eine Vielzahl physiologischer Funktionen. Beispielsweise
inhibiert es die Freisetzung des Wachstumshormons in der Hypophyse oder von Insulin und
Glucagon aus dem Pankreas. Im ZNS wirkt es als Neurotransmitter und auch
neuromodulatorisch.
Es wurden fiinf Rezeptoren fiir Somatostatin beschrieben, die sich sowoll |
endokrinen und exokrinen Driisenzellen als auch auf allen Zellen des Immunsystems finden.
Betrachtet man den immunologischen Aspekt der Somatostatinwirkungen, so hemmt es die
Freisetzung von Immunglobulinen durch B-Zellen, von inflammatorischen Mediatoren durch
Basophile und Monozyten. AuBerdem reduziert es die Aktivitit von Natiirlichen Killerzellen
und Makrophagen. Weiterhin ist Somatostatin in die Entwicklung der Ty-Zellen involviert
indem es die Sekretion von IL-4 und IL-10 fordert und von INF-y hemmt, also die Ty-2
Entwicklung fordert (Krantic, 2000; Levite, 1998).

1.6.3 Vasoaktives Intestinales Polypeptid (VIP)

VIP ist ein aus 28 Aminosduren bestehendes Peptid, das zunidchst im Gastrointestinaltrakt
aufgrund seiner vasodilatierenden Effekte gefunden wurde. Es wird, wie auch Neuropeptid Y,
NO oder auch endogene Opioide, zum inhibitorischen Teil des NANC-Systems gerechnet.
VIP-haltige Nervenfasern finden sich aufler im Gastrointestinaltrakt auch in der Haut und in
den Atemwegen. Dort innervieren sie die glatte Muskulatur der GefiBe und Luftwege und
Driisenzellen. Es wird durch die Neutrale Endopeptidase rasch inaktiviert (Verleden, 1996).
VIP ist der stirkste endogene Bronchodilatator, wobei diese Wirkung unabhiingig von
adrenergen oder cholinergen Cyclooxigenasen ist und mit der Grofle der Atemwege abnimmt.
Ebenso nimmt auch der vasodilatierende Effekt ab. Dies ist konsistent mit der Verteilung der
VIP-positiven-Nervenfasern.

Die immunmodulicrenden Effekte von VIP sind im Wesentlichen antiinflammatorischer,

inhibierender Natur. So inhibiert es die Mediatorfreisetzung von Mastzellen und
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Makrophagen und die entziindungsférdernden Effekte von Ty-Lymphozyten wenn es an
deren VIP-Rezeptoren (VPACI1 oder VPAC2) bindet (Groneberg et al. 2004; Verleden,
1996). VIP wird auch von Immunzellen selbst produziert, nimlich von Ty2-Lymphozyten
(Delgado und Ganea, 2001) und fordert deren Differenzierung an vielfiiltigen Stellen indem es
die Differenzierung der Ty-Zellen beeinflusst. Beispielsweise induziert es die Expression des
B7.2 Molekiils auf der Oberfliche von Makrophagen und dentritischen Zellen. Weiterhin
hemmt es die Produktion von IL-12 durch aktivierte Makrophagen, welches die Tyl-

Entwicklung férdert (Pozo und Delgado, 2004).
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/ IFN-y
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IL-4, IL-5, IFN-y, IL-2
IL-10, IL-13
SpP
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Humorale Immunitat Zellvermittelte Immunitat
Allergie g— Autoimmunerkrankung
VIP. SOM

Abbildung 1: Effekte der Neuropeptide auf die Aktivierung und Differenzierung von Ty-Zellen am
Beispiel von VIP. Modifiziert nach (Delgado, 2003)
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1.7 Zielstellung

Ziel dieser Arbeit ist die Analyse des Zusammenhangs zwischen psychsozialen Stessfaktoren,
humoralen Stressmediatoren und Immunsystem im Kindesalter. Als Stressmediatoren sollen
die Neuropeptide VIP, Somatostatin und Substanz P untersucht werden. Marker fiir die
Immunreaktivitit der Kinder sind die Konzentration verschiedener Zytokine und Chemokine
(IFN-y, TNF-a, II-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IL-6, IL-8, MCP-1, Eotaxin und RANTES) im
Vollblutassay, der Anteil zytokinproduzierender T-Zellen (CD3+, CD4+, CD8+) und die
allergische Sensibilisierung. Es soll der Zusammenhang zwischen diesen Parametern und der
Neuropeptidkonzentration untersucht werden. Weiterhin soll der Zusammenhang zwischen
stressenden Lebensereignissen, lebensstilabhiingigen und sozioSkonomischer Faktoren
einerseits und Neuropeptidkonzentration, Ty 1/Ty2-Balance und dem Risiko einer allergischen
Sensibilisierung andererseits betrachtet werden. Neben den aus der Literatur bekannten
stressenden Lebensereignissen wie Scheidung der Eltern, Umzug, Bildschirmzeit und
Erkrankung bzw. Tod eines Angehdrigen soll in dieser Arbeit auch ein moglicher Effekt der
Einschulung untersucht werden. Als soziale Faktoren wurden die Anzahl der Geschwister, der
Besuch einer Kindereinrichtung, Einkommen und Arbeitslosigleit gewiihlt.

Diese Arbeit soll dazu beitragen, durch die Aufdeckung immunologisch sensibler
Lebensphasen  bzw.  —Situationen, die  Entwicklung und  Modifikation  von

Priventionsstrategien und Therapiekonzepten zu erméglichen.
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2 Probanden, Material und Methoden

2.1 Probanden: Die LISA-Studie
Bei den untersuchten Kindern handelt es sich um Probanden einer bestehenden
Geburtskohorte, die zwischen Dezember 1997 und Januar 1999 im Rahmen der LISA-Studie
rekrutiert wurden. Diese Studie wurde ins Leben gerufen, um Unterschiede beziiglich des
Auftretens von atopischen Erkrankungen zwischen Ost- und Westdeutschland, die sich in
zahlreichen Studien gezeigt hatten, niher zu beleuchten. Weiterhin sollte geklart werden,
welche der Faktoren, welche die Entwicklung des frithkindlichen Immunsystems prigen,
Einfluss auf die Entstehung atopischer Erkrankungen haben. Fiir diese Kinder liegen bereits
Untersuchungsergebnisse und Beobachtungen zwischen Geburt und sechstem Lebensjahr vor,
vor allem Messungen zellulirer und humoraler Immunparameter, aber auch
Fragebogenerhebungen. Gefragt wurde nach kindlichen Expositionen —wie z.B.
Geschwisterzahl, Wohnungsausstattung, Renovierungsarbeiten, Passivrauchen,
Kinderkrippenbesuch oder Haustierhaltung, sozialem Status der Eltern und nach dem
Auftreten von Symptomen atopischer Erkrankungen. Auferdem wurden in den Wohnungen
der Kinder fliichtige organische Verbindungen (VOC), und Schimmelpilz-, Katzen- und
Milbenallergenbelastung gemessen. Im sechsten Lebensjahr der Kinder wurde diese Studie
erweitert: ,,LISAplus - Einfluss von Lebensbedingungen und Verhaltensweisen auf die
Entwicklung von Immunsystem und Allergien im Ost-West-Vergleich plus Einfluss von
Luftverunreinigungen und Genetik. Es sollte zusitzlich untersucht werden, welche
genetische Priidispositionen fiir Asthma und atopisches Ekzem nachgewiesen werden konnen
und ob diese Schadstoff- und Allergeneffekte modifizieren. Auflerdem sollte der Einfluss
sozialer Faktoren und der Schadstoffexposition in der Innen- und AuBenraumluft auf zelluldre
Immunparameter und Entziindungsparameter untersucht werden. Diese Studie, die vom
Bundesministerium fir Umwelt gefordert wurde, fand in Zusammenarbeit folgender
Studienzentren statt:
s Leipzig: UFZ-Umweltforschungszentrum Leipzig-Halle,

o Department Umweltimmunulogie, Leiterin: Dr. Irina Lehmann

o Department Expositionsforschung und Epidemiologie, Leiter: Prof. Dr. OIf

Herbarth
e Miinchen: GSF-Forschungszentrum fiir Umwelt und Gesundheit, Institut fiir
Epidemiologie, Leiter: Prof. Dr. Dr. H.-Erich Wichmann

e Diisseldorf: TUF-Institut fir ~Umweltmedizinische Forschung, —Arbeitsbereiche

Epidemiologie und Partikelforschung, Leiter: PD Dr. Ursula Kridmer
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Eine Kooperation findet mit folgenden Zentren statt:

Kooperationszentren fiir die Untersuchung der Kohorte:

e Leipzig: Klinik fiir Kinder und Jugendmedizin, Stidtisches Klinikum ,,St. Georg* Leipzig,
Akademisches Lehrkrankenhaus der Universitit Leipzig, Leiter: PD Dr. Michael Borte

e Miinchen: Arbeitsgruppe Allergologie, Kinderklinik und Poliklinik der TU Miinchen und
der LVA Oberbayern, Leiter: Prof. Dr. C. P. Bauer

e Wesel: Forschungsinstitut zur Privention von Allergien und Atemwegserkrankungen der
Abteilung fiir Kinder- und Jugendmedizin am Marienhospital Wesel, Leiter: Dr. A. v.
Berg

e Bad Honnef: Praxis fiir Kinder- und Jugendmedizin, Leiterin: Dr. Beate Schaaf

Kooperationszentren fiir die Untersuchung bestimmter Expositions- und WirkungsmaBe:

e TMU Derma: Klinik und Poliklinik fiir Dermatologie und Allergologie - am Biederstein -
der Technischen Universitit Miinchen, Leiter: Prof. Dr. DR. Johannes Ring

e ZAUM: Zentrum fiir Allergie und Umwelt an der Klinik fiir Dermatologie und
Allergologie der Technischen Universitdt Miinchen, Leiterin: Prof. Heidrun Behrendt

e [MU Immunologie: AG ,Padiatrische Immunologie”, Forschungszentrum Kubus der

Kinderklinik und Kinderpoliklinik am Dr. v. Haunerschen Kinderspital der LMU
Miinchen, Leiterin: Dr. Susanne Krauss-Etschmann

e Sozialmedizin Libeck: Institut fiir Sozialmedizin, Universititsklinikum Schleswig-

Holstein, Campus Liibeck, Leiter: Prof. Dr. Torsten Schifer

Die =zustindigen Ethikkommisionen und Datenschutzbeauftragten stimmten dem
Studienprotokoll zu.

Um eine méglichst homogene Studienpopulation zu erhalten, wurden Frithgeborene, Kinder
mit postnatalen Erkrankungen, angeborenen Fehlbildungen oder chronischen Erkrankungen
der Mutter und auch Kinder nichtdeutscher Abstammung ausgeschlossen. Die vorliegende
Arbeit bezieht sich auf 321 Leipziger Kinder, bei denen im sechsten Lebensjahr Blutproben
gewonnen wurden. Aufierdem erhielten die Eltern zwei Fragebdgen in denen allgemeine bzw.
soziale Lebensumstinde erfragt wurden und Passivraumluftsammler zur Messung fliichtiger
organischer Verbindungen im Wohn- und Kinderzimmer. In der Sprechstunde wurde
zusiitzlich die Haut der Kinder untersucht und bei Anzeichen atopischer Dermatitis ein Prick-
Test durchgefiihrt. Die Teilnahme an der Studie war freiwillig. 567 Eltern waren zum
Ausfiillen des Fragebogens zum allgemeinen Lebensstil bereit, 490 beantworteten den
Sozialfragebogen. 324 Eltern bewilligten die Blutabnahme bei ihrem Kind. Allerdings konnte
in einigen Fillen kein bzw. nicht genug Blut gewonnen werden. So erkliren sich

unterschiedliche Fallzahlen fiir einige Parameter.
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2.2 Material
2.2.1 Blutproben

Die Kinder wurden in ihrem 6. Lebensjahr zu einem Untersuchungstermin in die
Studienambulanz im Klinikum St. Georg, Leipzig, eingeladen. Im Anschluss an eine klinische
Untersuchung, bei der insbesondere auf Anzeichen atopischer Dermatitis geachtet wurde,
erfolgte nach Zustimmung der Eltern die venose Blutabnahme. Da nicht immer geniigend
Blut fiir alle Untersuchungen gewonnen werden konnte, wurden in festgelegter Reihenfolge 4
ml Blut zur Gewinnung von Serum fiir dic IgE Analyse, 6,5 ml Blut in heparinisierte
Rohrchen fiir die intrazellulire Zytokinfiarbung, die Bestimmung der Neuropeptide und den
Vollblutassay und 2 x 1,2 ml Blut in EDTA-Rohrchen fiir eine spitere genetische
Untersuchung entnommen. Das Blut fiir die Zytokinbestimmungen und den Vollblutassay
wurde nach maximal vierstiindiger Lagerung bei Zimmertemperatur weiterverarbeitet, das

abzentrifugierte Serum und das EDTA-Blut bei -20 °C bis zur weiteren Analyse gelagert.

2.2.2 Fragebigen und Telefoninterview
Die zur Adjustierung verwendeten Informationen iiber Sozialstatus (berechnet aus dem
Bildungsstand der Eltern), atopische Familienanamnese, Haustierhaltung (d. h.
Katzenhaltung), Rauchen in der Schwangerschaft, Stillen iber min. 4 Monate) und Jahreszeit
der Geburt stammen aus fritheren Fragebogenerhebungen.
Im sechsten Lebensjahr erhielten die Eltern jeweils einen Fragebogen zu den allgemeinen (6-
Jahresfragebogen) und einen weiteren Fragebogen zu den sozialen Lebensumstinden. Aus
dem 6-Jahresfragebogen stammten die Angaben zu der Anzahl der Geschwister, der

Bildschirmzeit, Lirmbelastung und zum Umzug. Die Eltern beantworteten folgende Fragen:

4. Sind sie im vergangenen Jahr umgezogen? ja O nein O

Wenn Ja* T ng Monat Jahr

geben sie bitte das Datum des Umzugs an. | _ | _ | 3 I_ | . | g |_ | *]

27. Wihrend einer normalen Woche: weniger als eine Stunde pro Tag O
wie viele Stunden pro Tag (24 Stunden) verbringt Ihr Kind vor 1 bis 2 Stunden pro Tag a
¢inem Bildschirm (Fernseher, Computer, Gameboy)? 3 bis 4 Stunden pro Tag O

5 Stunden oder mehr O

58. Wie viele Geschwister hat ihr Kind? | || Anzahi

59. Wie viele leibliche Geschwister (keine Halbgeschwister) [—_T__T Anzahi

hat ihr Kind?
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61. Wie viele Personen leben stindig in Insgesamt | _ [ _] Personen
Ihrem Haushalt, Sie selbst mitgerechnet?
Zithlen Sie bitte alle Kinder mit, auch die
Halhgeschwister und das LISA-Studienkind davon:

unter 6 Jahre alt |__|7|
6 bis unter 15 Jahre alt |_ | _ [
15 bis unter 18 Jahre alt |_|_|
18 Jahre bis unter 25 Jahre |7|7|
25 Jahre bis unter 60 Jahre | _ | _|

60 Jahre und ilter |||

Der ,,Fragebogen zu sozialen Lebensumstinden® enthielt die Fragen nach Partnerschaft,

Erwerbstitigkeit, Einkommen, Sozialhilfe, Arbeitslosigkeit und Scheidung der Eltern sowie

Krankheit und Tod naher Angehoriger.

3: Leben Sie zur Zeit mit einem Partner/einer Partnerin
zusammen (Ehe- oder Lebenspartner im gemeinsamen ja O nein O
Haushalt)?
4.1. Ist Ihr Partner/Ihre Partnerin zur Zeit erwerbstitig?
Wenn ja, bitte weiter mit Frage 5.1. ja O fein O
§il. Sind sie selbst zur Zeit erwerbstitig?
Wenn ja, bitte weiter mit Frage 6. ja O nein O
T Wie hoch ist das monatliche Haushaltseinkommen, d.h. Unter 500 Euro =

gaben haben?

das Nettoecinkommen, das alle im Haushalt lebenden Per-
sonen zusammen nach Abzug der Steuern und Sozialab-

500 bis unter 750 Euro
750 bis unter 1000 Euro
1000 bis unter 1500 Euro
1500 bis unter 2000Euro
2000 bis unter 2500 Euro
2500 bis unter 3000 Euro
3000 bis unter 3500 Euro
3500 Euro und mehr

goo0oooDoooad

Im Alltagsleben gibt es gelegentlich Ereignisse, die einen seelisch stark belasten. Bitte geben Sie
bei folgenden Fragen an, ob die Ereignisse bei lhnen selbst oder bei Ihren Angehérigen wih
rend der letzten 6 Jahre eingetreten sind. Mit ,Angehorigen™ sind lhr Ehe- oder Lebenspartner,
Thre eigenen Eltern und Schwiegereltern, Ihre Geschwister und Ihre Kinder gemeint.

Ist bei Thnen oder Thren Angehdrigen
eine schwere kérperliche Krankheit
aufgetreten, so dass der Betreffende ins
Krankenhaus musste oder linger als 10
Tage an das Bett gebunden war?

Wenn ja:
Bei wem und wann ist die Krankheit
aufgetreten?

ja 0O nein O

in welchem Jahr/welchen Jahren?
bei mir selbst
(Ehe-) Partner
Eltern/Schwieger-
eltern
Geschwister
Kind
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2. | Isteiner Ihrer Angehorigen verstorben? ja O nein O
Wenn ja:
Wer ist verstorben, in welchem Jahr? In welchem Jahr?
(Ehe-) Partner
Eltern/Schwieger-
eltern
Geschwister
Kind
11.3 | Sind sie odea: Thr Partner fiir mehr als 3 ja O Gl O
Monate arbeitslos gewesen?
W i von Monat/Jahr bis Monat/Jahr
o e st o e S ich selbst / /
er }udr arbeitslos, tiber welchen Zeit- (Ehe-) Partner / /
raum?
11.4 | Hates bci.[hnen selbst eine Trennung ja O nein Ol
oder Scheidung vom Partner gegeben?
Wenn ja: in welchem Jahr/welchen Jahren?
Wann war das? Trennung
Scheidung

In

einem Telefoninterview wurden

die Eltern nach Einschulungstermin und

Kindergartenbesuch ihrer Kinder gefragt. Die Fragen lauteten wie folgt:

L.

Wann wurde ihr Kind eingeschult?

2. Hat ihr Kind im 6. Lebensjahr (bis zur Einschulung) eine Kindereinrichtung besucht?
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2.3 Methoden

2.3.1 Nachweis intrazelluliirer Zytokine
Die Zytokine wurden intrazelluldr mit fluoreszierenden monoklonalen Antikorpern gefiirbt
und anschliefend mittels Durchflusszytometrie detektiert. Die Zuordnung zu einer
bestimmten Lymphozytensubpopulation erreichte man durch gleichzeitige Markierung

zellspezifischer, membranstindiger Antigene.

Da die natiirlicherweise produzierten Zytokinmengen zu gering sind, um mittels
Durchflusszytometrie gemessen zu werden, miissen die Zellen in vitro stimuliert werden.
Hierfiir wurde PMA (Phorbol-12-Myristat-13-Acetat) eingesetzt. Dies ist ein Aktivator der
Proteinkinase C und fiihrt zu einer antigenunabhiingigen Steigerung der Synthese jener
Zytokine, auf die die Zelle in vivo geprigt wurde. Zur Erhohung der intrazelluliren Ca* -
Konzentration wurde der Calcium-lonophor Ionomycin benutzt. Damit die Zytokine in der
Zelle akkumulieren, wurde auflerdem Monensin zugegeben, das den Transport der Pro-
Zytokine im Golgi-Apparat hemmt.
Nachdem die Zellen mit Paraformaldehyd fixiert wurden, wurde deren Zellmembran mit
Saponin permeabilisiert. Dadurch wurden sie fiir die fluorochrom-markierten Antikérper
durchldssig, die an die intrazellulir fixierten Zytokine binden. Gleichzeitig wurden
membranstindige Antigene (T-Zell-Marker) mit entsprechenden Antikdrpern angeférbt. Die
Messung der Fluoreszenzsignale erfolgte am Durchflusszytometer, Die detaillierte
Durchfiihrung ist im Folgenden dargestellt.

2.3.1.1 Stimulation der Zellen
Es wurden je 100 pl Vollblut in einem 12x75 Falcon-Réhrchen vorlegt (2 Rohrchen pro
Probant). Nach Zugabe von 900ul Kulturmedium (RPMI 1640 Biochrom KG, mit 5% fetalem
Kilberserum (FKS) von Sigma-Aldrich) erfolgte die Stimulation mit 10ul PMA (Phorbol-12-
Myristat-13-Acetat, Stammlsung: 0,mg/ml Ethanol, Endkonzentration: 10ng/ml von Sigma-
Aldrich), 7,5ul Ionomycin (Stammlosung: 7,158mg/ml Ethanol, Endkonzentration: 1uM von
Sigma-Aldrich) und 10ul Monensin (Stammlésung: 7,158mg/ml Ethanol, Endkonzentration:
2,5uM von Calbiochem). Anschlielend wurde der Ansatz gut durchmischt und 5h bei 37 °C
inkubiert.

2.3.1.2 Fixierung
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Proben zwei Mal gewaschen (je 3ml
Waschpuffer, PBS Dulbecco (Ca**-, Mg**-frei, ph=7,2) mit 1 % FKS von Biochrom KG

zugeben, mischen und Smin zentrifugieren bei 1200 U/min und 4 °C, Uberstand dekantieren).
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Danach erfolgte die die Fixierung durch Zugabe von 500ul kalten ICS-Fixierpuffer (4%
Paraformaldehyd in PBS/1 % FKS von Serva). Die Ansiitze wurden exakt 10min bei 4 °C im
Dunkeln inkubiert und im Anschluss wieder zwei Mal gewaschen.

Die Zellen wurden so iiber Nacht bei +4 °C gelagert und am nichsten Morgen in das
Umweltforschungszentrum transportiert, wo die weitere Verarbeitung durch Frau Silke

Drubig erfolgte.

2.3.1.3 Permeabilisierung und Firbung
Die Zellen wurden in 2ml Permeabilisierungspuffer (50g Saponin von Serva, 119g HEPES-
Puffer von FERAC Laborat, in 500ml Aqua dest. Endkonzentration: 0,1% Saponin) von
aufgenommen und, nach zehnminiitiger Inkubation bei Raumtemperatur, zentrifugiert (1200
U/min, 5min, 4°C). Anschliefend wurden sie in 600pl Permeabilisierungspuffer
resuspensiert. Je 100 pl wurden in FACS-Rohrchen iiberfiihrt in denen zuvor die Antikorper

nach folgendem Pipettierschema vorgelegt worden waren.

Tabelle 1: Pipettierschema fiir Antikorper (IL-4-PE 20ul, alle anderen AK je 2,5pl)

1 e 3 4 3 6
CD3 Fitc CD3 Fite CD3 Fite CD3 Fite CD3 Fitc CD3 Fite
CD4 PECy5 CD4 PECy5 CD4 PECyS CD4 PECy5 CD4 PECy5 CD4 PECy5
1gG2a PE IFN-y PE TNF-a PE IL-2 PE IL-4 PE [I-13 PE
T : L e o -
CD3 Fitc CD3 Fite CD3 Fite CD3 Fitc CD3 Fitc CD3 Fitc
CDg8 PECy5 CD8 PECy5 CD8 PECy5 CD8 PECyS CD8 PECy5 CD8 PECy5
I¢G2a PE IFN-y PE TNF-a PE IL-2 PE IL-4 PE IL-13 PE
13 A, 15
CD3 Fite CD3 PE CD3 ECy5

Nach 30 Minuten Inkubation erfolgten zwei weitere Waschvorginge mit 3ml
Permeabilisierungspuffer, die Uberstinde wurden dekantiert und die Zellen mit 250ul PBS/
1% Formol (von Merck) fixiert. Die Messung erfolgte innerhalb von 24 h.

Die zytokinspezifischen Antikorper wurden von den Firmen Coulter Immunotech und
Pharmingen bezogen. Sie waren an folgende Fluoreszensfarbstoffe gekoppelt (Die

Emissionswellenldngen beziehen sich auf Anregung mit einem 488-nm Argonlaser.):

Fluoresceinisocyanat (FiTC): Emission: 520 nm
R-Phycoerythrin (PE): Emission: 578 nm
R-Phycoerythrin-Cyanin 5 (PE-CY 5): Emission: 668 nm

Als Isotypenkontrolle wurde ein Maus IgG2a-Antikorper, ebenfall von Coulter-Immunotech

verwandt.
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2.3.1.4 Messung und Auswertung

Die Messung und Auswertung der Fluoreszenssignale erfolgte mit einem FACS Calibur-

Durchflusszytometer von Becton Dickinson

und der Software CellQuestTM im

Umweltforschungszentrum Leipzig. Pro Probe wurden 10000 Zellen gemessen.

Im ersten Schritt wurden die T-Zellen
(CD3+) anhand ihrer FiTC-Markierung
und Granularitit von allen ibrigen
Zellpopulationen abgegrenzt (Abb. 3). Alle
weiteren Untersuchungen bezichen sich

nur noch auf diese Zellpopulation.
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Abbildung 2: Identifikation der CD4+ Zellen

Im folgenden Analysefenster (Abb. 4)
wurden durch ein manuell eingesetztes
Achsenkreuz Signal-positive von Signal-
negativen Bereichen getrennt. Nach Abzug
eventuell unspezifischer Markierungen aus
den Isotypenkontrollen ergibt sich der
Anteil zytokinproduzierender Zellen aus
dem Verhiltnis positiver Signale zur

Gesamtzellzahl.

Abbildung 3: Identifikation der T-Zellen

In weiteren Schritten wurden in geeigneten
Diagrammen nach dem gleichen Prinzip
die Untergruppen der T-Zellen, die T-

Helferzellen (CD3+CD4+) und die

zytotoxischen  T-Zellen (CD3+CD8+)
eingegrenzt (Abb. 2)
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Abbildung 4: Identifikation der IFN-y

produzierenden Zellen
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2.3.2 Nachweis der Zytokine im Vollblutassay

Die Zytokine wurden zusitzlich in heparinisiertem Vollblut nachgewiesen. Dazu wurde
dieses maximal vier Stunden nach Blutabnahme in verschiedenen Ansdtzen stimuliert und
vier Stunden inkubiert. Die Kulturiiberstinde wurden mittels Cytometric Bead Array Assay
(CBA) auf ihre Konzentration an Zytokinen und Chemokinen untersucht.

Die Stimulation erfolgte pro Kind in jeweils zwei Ansitzen von in RPMI gelosten Endotoxin
(LPS: Lipopolysacharide von E.coli, Serotyp 026:B3 von Sigma-Aldrich, Endkonzentration
lug/ml) zur Stimulation der Blutmonozyten und Phytohdmagglutinin (PHA: von Sigma-
Aldrich, Endkonzentration 50pg/ml) zur Stimulation der T-Zellen. Neben diesen Ansitzen
wurden auch zwei unstimulierte Ansitze (PM) gefiihrt. Es waren jeweils 50pl der
Stimulanzien bzw. der Kontrolle in sterilen, endotoxinfreien ReaktionsgefdBen (1,5ml BIO-
Cert) vorgelegt und bei -20°C eingefroren. Sie wurden erst unmittelbar vor der Verwendung
aufgetaut und mit 500ul Heparinblut versetzt. Nach vorsichtigem Schwenken folgte eine
vierstiindige Inkubationszeit bei 37°C. AnschlieBend wurden den Ansitzen 500ul RPMI
zugegeben und sie wurden fiir fiinf Minuten bei 800g zentrifugiert. Die Uberstinde wurden in

drei Portionen von 150ul bei -20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

Der Cytometric Bead Array ist eine Methode, die es ermoglicht bei geringen Probenmengen
eine Vielzahl von verschiedenen Zytokinen zu bestimmen. Das Prinzip beruht auf einer
Kombination aus ELISA und Durchflusszytometrie. Dabei werden fluoreszierende Kiigelchen
{beads) benutzt an deren antikorperbeschichteter Oberfliche die Analysate spezifisch binden
konnen. Ein zweiter fluoreszenzmarkierter, spezifischer Antikorper ermdglicht die
Quantifizierung des jeweiligen Parameters bei der Messung am DurchfluBzytometer. Da
gleichzeitig in einer Probe unterschiedlich beschichtete beads mit unterschiedlicher
Fluoreszenz benutzt werden, ist es moglich, in einem Messvorgang verschiedene Parameter

zu bestimmen.

Tabelle 2: bestimmte Parameter in den einzelnen Ansitzen des Vollblutessays

; :  Zytokin/Chemokin - -
PM  [IL-4 IL-5 IL-6 IL-8 IL-10 IFN-y  TNF-a MCP-1 Eotaxin  RANTES
LPS IL-6  IL-8 IL-10 IFN-y  TNF-a MCP-1
PHA IL-4 IL-5 IL-10 IFN-y Eotaxin BANTES

Es wurde das CBA Human SOLUble Protein Flex Set™ von BD Biosiences benutzt. Dieses
Set enthilt neben den beschichteten beads alle weiteren bendtigten Losungen und die mit
Flurochrom R-Phycoerythrin (PE) markierten Detektionsantikérper. Im Folgenden ist die

Durchfiihrung zusammengefasst:
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Je 25ul Bead-Suspension wurden in 12x75 Falcon®-Réhrchen vorgelegt und je 25ul
Kulturiiberstand zugeben. Nach einstiindiger Inkubation bei Raumtemperatur und Dunkelheit
wurden 25ul der Detektionsantikdrperlosung zugefiigt und flir weitere zwei Stunden
inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben mit 500pl Waschpuffer gewaschen, Smin bei
200g zentrifugiert und die Uberstinde dekantiert. Das Pellet wurde in 150ul Waschpuffer
resuspensiert.

Die Messung der Proben erfolgte am FACS Calibur-Durchfluizytometer unter Verwendung
der Software CellQuest, BD Biosciences. Die Konzentration der Zytokine in der Probe wurde
anhand einer Eichkurve aus einer Standartreihe bestimmt. Von den mit LPS stimulierten und

den unstimulierten Proben wurden 1800, von den PHA stimulierten 1500 beads aquiriert.

2.3.3 Nachweis der Neuropeptide
Die Neuropeptide (Somatostatin, Substanz P und VIP) wurden mittels ELISA nachgewiesen.
Dazu wurde 1 ml Heparinblut verwendet, welches spiitestens vier Stunden nach Blutabnahme
1:1 mit RPMI verdiinnt und sofort zentrifugiert wurde. Der Uberstand wurde bei -20°C
gelagert.
Den ELISA fiihrte Frau Dr. Gunda Herberth, UFZ Leipzig, unter Verwendung der

entsprechenden EIA Kits von Phoenix Pharmaceuticals durch. In diesem Kit sind die 96-

50u1Probe/Standart, 251 Primiirantikorper und 25u1 Kavititenplatten bereits mit einem
biotinmarkierten Peptid

Fangantikorper, der gegen die Fc-Fragmente

ﬂ 2h Inkubation des Primiirantikérpers gerichtet ist, beschichtet.

. = Simtliche anderen Bindungsstellen  sind
| 5 x waschen mit 300ul Puffer-Losung I

geblockt. Das Fab-Fragment des

ﬂ Primirantikorpers bindet das nachzuweisende

r HOp SA-RFLSIS J Peptid oder kompetitiv ein biotinmarkiertes
ﬂ Ih Inkubation Peptid. An Biotin bindet die im Folgeschritt

zugegebene Meerrettich-Streptavidin-

l SRS TPRRLON | Peroxidase (SA-HRP), welche die Umsetzung

=

von 3,3°,5,5"-Tetramethylbenzidin (TMB) und

| 100u1 Substratldsung | Wasserstoffperoxid zu einem blauen Farbstoff

katalysiert. Diese Reaktion wird nach einer
1h Inkubation

<—

Stunde durch Salzsiure, die  einen

| 100u2N HCI ' | Farbumschlag in gelb bewirkt, beendet.

Da nachzuweisendes und biotinmarkiertes Peptid um die Bindungsstelle am Primérantikdrper

konkurrieren, ist die Intensitit der Gelbfirbung umgekehrt proportional zu der
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Peptidkonzentration der Probe. Zu deren Bestimmung wurde parallel zu den Proben eine
Reihe standardisierter Peptidlosungen mit bekannter Konzentration aufgetragen, aus denen
eine Eichkurve erstellt wurde. Obenstehende Abbildung zeigt schematisch den
Versuchsablauf. Die Mengenangaben beziehen sich auf das pro Kavitiit vorgelegte Volumen,

die Inkubation erfolgte bei Raumtemperatur.

Da das eingesetzte Serum in der Probe 1:1 verdiinnt war, entspricht die Serumkonzentration

der doppelten Probenkonzentration. Nachweisgrenze waren 7,5 pg/ml.

2.3.4 Nachweis der allergischen Sensibilisierung
Die Sensibilisierung der Kinder wurde mittels Nachweis von spezifischem IgE iiberpriift. Die
Messung erfolgte in der Klinik und Poliklinik fiir Dermatologie und Allergologiec — am
Biederstein — bzw. am Zentrum fiir Allergie und Umwelt dieser Klinik der Technischen
Universitit Miinchen unter Leitung von Prof. Dr. Dr. Johannes Ring und Prof. Heidrun
Behrendt unter Verwendung des ImmunoCap Systems von Pharmacia Diagnostics. Es wurde
Gesamt-IgE und spezifisches IgE gegen inhalative Allergene (Mischung sx1) und gegen
Nahrungsmittelallergene (Mischung fx5) gemessen. Erstere Mischung testete auf IgE gegen
Allergene von Dermatophagoides pteronyssinus, Katzen- und Hundeschuppen und von Pollen
von Lieschgras, Roggen, Birke, Beifuss und Cladosporium herbarum. Die Untersuchung auf
spezifisches IgE gegen Nahrungsmittelallergene beinhaltete Allergene von Hithnereiweil3

(Eiklar), KuhmilcheiweiB, Dorsch, Weizenmehl, Erdnuss und Sojabohne.

2.3.5 Statistische Auswertung und Abbildungen

Die erhobenen Daten wurden mit Hilfe von Statistika7 fiir Windows (StatSoft Inc., Tulsa,
Oklahoma) ausgewertet. Zur Untersuchung auf Differenzen zwischen zwel metrisch
skalierten, nicht normalverteilten Gruppen wurde der U-Test nach Mann-Whitney verwendet,
bei nominal skalierten Merkmalen der X’-Test. Die Korrelationsanalyse metrisch skalierter,
nicht normalverteilter Daten wurde mittels Rangkorrelation nach Spearman durchgefiihrt. Zur
Trendberechnung  (Zusammenhang ~ zwischen  Neuropeptiden — und  allergischer
Sensibilisierung) wurde der Cochran-Armitage-Test verwendet.

Da die erhobenen Daten nicht normalverteilt waren, wurden als statistische Lagemale
Median, und Perzentil angegeben. Box-Whisker-Plots zeigen Median, 25. und 75. Perzentile

(Box). Die Whisker geben die 10. und 90. Perzentile an.
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3 Ergebnisse

3.1 Immunologische Parameter und Neuropeptide

3.1.1 Neuropeptide
Es wurden von 321 Kindern die Blutkonzentration der Neuropeptide Substanz P (SP),
Vasoaktives Intestinales Peptid (VIP) und Somatostatin (SOM) mittels ELISA bestimmt.
Detektionslimit war 7,5pg/ml. Tabelle 3 zeigt eine Ubersicht iiber die Verteilung der

ermittelten Werte.

Tabelle 3: Mediane und Quartile der Neuropeptide im Serum sechsjihriger Kinder, Werte in pg/ml

Neuropeptid Median . 25.Perzentil 75. Perzentil
VIP 197,10 14122 249 44
soMm 30,30 21.77 43,57
-;§§ i 193,25 128 45 254,74

3.1.2 Intrazellulire Zytokinanalyse
Mittels Intrazellulidrer Zytokinfirbung und Durchflusszytometrie wurden die Ty-Zellen von
312 Kindern auf die Fihigkeit zur Produktion bestimmter Zytokine (IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-4
und IL-13) untersucht. Tabelle 4 zeigt die Mediane und Quartile der ermittelten Anteile

zytokinproduzierender Zellen an der entsprechenden Ty -Zell-Subpopulation.

Tabelle 4: Anteile zytokinproduzierender Zellen in % der jeweiligen Zellpopulation

Zytokin | Zellpopulation ‘ Median | 25. Perzentil 75. Perzentil

cD3* 15,06 11,00 20,53

IFN-y CD3*CD4" 5,36 3,80 7,36
CD3'CDS§" 24,29 18.26 32,35
cD3? 16,13 11,51 2107
CD3"CD4* 13,45 9,63 18.47
CD3"CDS$* 14,72 10,10 20,65
CcD3" 14,32 9,58 18,47

JIL-2 CD3"CD4" 21,54 14.57 27,91
CD3*CD8" 481 2,73 6,99

CcD3* 0,72 0,45 1,14

CD3*CD4* 1,24 0,75 1,95

CD3"CDS8"* 0,30 0,03 0,69

CD3* 1,11 0,79 1.61

IL-13 | cDp3'cD4” 1.88 1,15 2,76
CD3*CD8" 0,71 0.26 1,48

3.1.3 Zytokine und Chemokine im Vollblutassay
Das Vollblut von 320 Kindern wurde in drei Ansitzen (unstimuliert und mit Endotoxin bzw.
PHA stimuliert) auf die Konzentration verschiedener Zytokine und Chemokine untersucht.
(Bei einem Kind hatten die Eltern selbst die Blutentnahme durchgefiihrt, so dass zwischen der
Punktion und Ankunft der Proben ein zu langer Zeitraum verstrichen war.) In den mit LPS

stimulierten Ansitzen fand die Untersuchung auf inflammatorische Zytokine (IL-6, IL-8, IL-
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10, IFN-y, TNF-c, und MCP-1) statt, wiihrend in Ty1/Ty2-Zytokine (IL-4, IL-5, IL-10, IFN-

v. Eotaxin und RANTES) in den PHA-stimulierten Ansitzen gemessen wurden. Die

unstimulierten Ansitze wurden auf alle Zytokine und Chemokine untersucht. Tabelle 5 zeigt

eine Ubersicht iiber die ermittelten Werte.

Tabelle 5: Konzentrationen und Detektionsgrenzen der Zytokine im Vollblut [pg/ml] im unstimulierten
(PM), endotoxinstimulierten (LPS) und T-Zell-stimulierten Ansatz (PHA)

Detektlunﬁ-: : ‘Median 25. Perzentil 75. Perzentil
grenze
i g M 5,940 0,000 9.40
L pHA 45017 27.593 72,23
i )
IL-5 30 | =PM 0,250 0,000 2,34
i _PHA 3.740 2.203 6.39
L6 3.0 PM 6,980 4,870 10,930
il LPS 8571.430 7556.460 9555.220
.8 30 PM 48,165 27,995 93.450
i LPS 3910,360 3044.390 5294278
- PM 1,500 1,500 3,115
IL-10 3.0 LPS 6.390 4.520 9.360
| _PHA 42983 29,923 55.96
PM 7,240 0.000 13,693
IFN-y 40 EpS 50.920 28.615 103.840
__PHA 1630.817 909.427 282341
T o 6,480 4,540 10,340
i LPS 3084.430 2361.340 3790.420
MCP-1 7.0 PM 86,580 63,390 128,770
; I LPS 748.490 509.630 1018.697
Eotacia 30,0 PM= 399,100 315.380 519.94
; PHA 369.147 273.730 472.67
RANTES 40 ‘?M 7198,940 5325,680 9135,86
PHA 8016.080 6028.427 11204.85
3.1.4 Allergische Sensibilisierung
Tabelle 6: Anzahl sensibilisig_ r Kinder
’ " /N (%) /N (%)
Gesamt-IgE <180kU/1 44/324 (13.,6) spez. IgE 105/324 (32.4)
Nahrungsallergene 42/324 (13,0) Inhalationsallergene 93/324 (28.7)
Eiklar I : 12/224 (3,7) Roggen 39/323 (12,0)
Erdnuss 12/323 (3,7) Lieschgras 461323 (14,2)
Soja 9/323 (2.8) Cladosporium herb. 6/323(1,9)
Kuhmilch 20/324 (6.2) Birke 35/323 (10,8)
Dorsch 5/324 (1,5) Beifuss . 21/323 (6,5)
Weizen 10/324 (3.1) Hausstaubmilbe 53/323 (16,4)
Nahrungsallergen 42/324 (13,0) Katze ' 20/323 (6,2)
Eiklar. || 1 12/224 (3,7) Hund 13/323 (4,0)
Erdnuss 12/323 (3,7)

Eine Untersuchung auf spezifisches IgE konnte bei 324 Kindern durchgefiihrt werden. Es

wurde die Sensibilisierung

gegen

inhalative Allergene und Nahrungsmittelallergene

untersucht. 105 Kinder (32,4%) waren gegen mindestens eines der untersuchten Allergene

sensibilisiert. Ein Gesamt- IgE iiber 180kU/l wiesen 44 Kinder (13,6) auf.
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3.1.5 Korrelation der Inmunparameter untereinander

3.1.5.1 Korrelation der intrazelluliir gemessenen Zytokine untereinander

Die Messwerte der Zytokinproduktion korrelierten miteinander unterschiedlich stark. Dabei
wurde nicht nur eine Korrelation zwischen den IFN-y, TNF-a und IL-2 produzierenden Ty!l-
Zellen und zwischen den IL-4 und IL-13 produzierenden Ty2-Zellen beobachtet, sondern

auch zwischen Tyl undTy2-Zellen.

Tabelle 7: Korrelation der Intrazelluliiren Zytokinproduktion im sechsten Lebensjahr, angegeben sind die
r-Werte der Rangkorrelation nach Spearman, bei signifikantem p-Wert (<0,05) sind die Werte fett
gedruckt

TFN-y aNEe 0 T IL-4 . IL1-3

CD3+ CD3+ CD3+ C€D3+ D3+ CD3+ CD3+ D3+ CD3+ CD3+ D3+ CD3+ CD3+

CD3+ Cpus cps+ | PP cpiv Cose CDd+  CDs# CDi+ CDR+ CD4+ _CD+

o3 1,00 0,66 0,84]0,81 0,55 0,78]0,30 042 0,17|0,43 047 0,05]0,33 0,39 0,02
IFN-y cp:cps 0,66 1,00 0,54[0,58 0,61 049047 056 0,20|0,53 0,54 0,04 (041 044 009
cosense | 0,84 0,54 1,00(0,70 0,51 0,80|0,33 037 0,25(0,42 044 0,14 0,33 0,33 0.10

o+ |081 0,58 0,70|1.00 0,81 0,81[0,51 0,57 0,390,551 0,50 0,180,338 0,37 0.11
TNE-0, cbxepas 0,55 0,61 0,51 (0,81 1.00 0,54|0,67 0,71 0,48(0,59 0,55 0,19]042 0,42 0.09
coscpss 0,78 0,49 0,80 [0,81 054 1,00/034 0,38 0,33]034 034 0,20]024 0,23 0,13

co3+ 0,30 0,47 0,330,551 0,67 034100 0,94 0,760,588 048 0,17]0,38 028 0.01
IL-2  cpmcpas 042 0,56 0,37]0,57 0,71 038094 1.00 0,65|0,60 0,54 0,16 0,39 0,36 0,01
cos+cos+ | 0,17 0,20 0,25]0,39 0,48 0,33 (0,76 0,65 1.00[0,37 0,28 0,30 0,25 0,14 0,20

cDar 043 0,53 042[0,51 059 034|058 0,60 0,37]1,00 0,84 032072 0,62 0,13
IL4 comncpss 0,47 0,54 0,44(0,50 055 034|048 054 0,28(0,84 1.00 0,19]0,66 0,70 0.10
coseps+ 0,05 0,04 0,14]0,18 0,19 0,20(0,17 0,16 0,30 (0,32 0,19 1.00[0,21 0,17 0,50

co3e 0,33 0,41 033/0,38 042 024]038 0,39 025(0,72 0,66 0,21]1.00 0,80 0,28
IL-13 cpascpss [0,39 0,44 033]0,37 042 023028 0,36 0,14]|0,62 0,70 0,17 0,80 1,00 0,12
cosebss 0,02 0,09 0,100,011 0,09 0,13]0.01 0,01 0,20[0,13 0,10 0,50 0,28 0,12 1,00

3.1.5.2 Korrelation intrazelluliir und im Vollblutassay gemessener
Zytokine
Bei den Zytokinen, die sowohl im Vollblutassay als auch mittels der intrazellu]éircﬁ
Zytokinfirbung gemessen wurden (IFN-y, TNF-ot und IL-4) =zeigte sich mittels
Rangkorrelation nach Spearman ein Zusammenhang zwischen dem Anteil IFN-y bzw. IL-4
produzierender T-Zellen und der Konzentration dieser Zytokine im PHA stimuliertem
Vollblut. Dies war bis auf IL-4 produzierende CD3+CD8+ Zellen fiir alle Subpopulationen

nachweisbar. Fiir TNF-¢ lieB sich kein Zusammenhang nachweisen (Abb. 5).
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Abbildung 5: Korrelation von IFN-y und IL-4 im PHA-stimulierten Vollblut und in T-Zellen. Angegeben
sind r-Wert und p-Wert der rangkorrelation nach Spearman

3.1.5.3 Allergische Sensibilisierung und Zytokine

Zytokine im Vollblutassay

Der Zusammenhang der Zytokinkonzentration im Vollblutassay

Mann-Whitney-U-Test

und allergischer

Sensibilisierung  wurde  mittels untersucht.  Gesamt-IgE-
Konzentration von mehr als 180kU/l war mit erhhten Konzentrationen von IL-4 (PHA), IL-
5 (PHA), IL-8 (PM, LPS), IL-10 (LPS) und MCP-1 (PM und LPS) und einem vermindertem
Anteil IL-2-produzierender CD3+CD4+ und IL-4 produzierender CD3+CD8+ Zellen
assoziiert. Das Vorhandensein spezifischer Einzelallergene war mit erhohten IL-4 und IL-5
im PHA-stimulierten Ansatz verbunden. Der Anteil IL-13-sezernierender CD3+CD8+ Zellen

war erhoht. AuBerdem war IL-6 (PM) erniedrigt.

Tul-Zytokine
Bei erniedrigtem IFN-y im unstimulierten Ansatz zeigte sich eine Sensibilisierung gegen die
Kindernahrungsmischung und gegen Beifusspollen. Eine verminderte IFN-y-Produktion der
CD3+CD4+ Zellen war mit einer Sensibilisierung gegen Cladosporium herbarum verbunden.
Dagegen zeigte sich bei verstirkter IFN-y-Produktion der CD3+CD8+ Zellen eine
Sensibilisierung gegen Sojabohnen und Erdniisse.
Erniedrigtes TNF-a in unstimulierten Proben war mit positiven Tests auf spezifisches IgE

gegen Soja-, Hithner- und Milcheiweil und gegen Weizenmehl verbunden. Emiedrigte
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Produktion von TNF-a durch CD3+CD4+ Zellen war mit einer Sensibilisierung gegen
Katzenschuppen assoziiert.
Bei einer verminderten IL-2-Synthese durch CD3+ Zellen und der CD4+ Subpopulation

zeigte sich eine Sensibilisierung gegen Hundeschuppen.

Ty2-Zytokine
Hohe Konzentrationen von IL-4 im PHA-stimulierten Ansatz konnten mit Sensibilisierungen
gegen die Mischung von inhalativen Allergenen, und den Einzelallergenen Katzenschuppen,
Hausstaubmilben und Erdniisse in Verbindung gebracht werden. Eine Sensibilisierung gegen
die Kindernahrungsmischung zeigte sich bei einem erhéhten Anteil IL-4-produzierender
CD3+ Zellen. Bei einem erhohtem Anteil 1L-4 produzierender CD3+CD4+ Zellen liel sich
eine Sensibilisierung gegen Hithnereiweil nachweisen.
Erhohtes IL-5 im PHA-stimuliertem Ansatz war mit einer Sensibilisierung gegen fast alle
inhalativen Allergene (Birken- und BeifuBlpollen) sowie gegen die Nahrungsmischung und
gegen Erdniisse assoziiert.
Bei erhohtem IL-10 (LPS) lag eine Sensibilisierung gegen Katzenschuppen vor.
Bei gesteigerter IL-13-Produktion der CD3+CD8&+ Zellen lag eine Sensibilisierung gegen
Beifusspollen und die Kindernahrungsmischung vor. Letzteres zeigte sich auch bei einer
gesteigerten IL-13-Synthese der T-Zellen. Bei einer vermehrten IL-13 Sythese durch

CD3+CD4+ Zellen war der Test auf spezifisches IgE gegen Hiihnereiweif positiv.

Entziindungsmarker
Mit einer verminderten Konzentration von IL-6 im unstimulierten Ansatz war mit einer
Sensibilisierung gegen die Nahrungsmischung und gegen Kuhmilch assoziiert.
Bei erhéhtem IL-8 (PM und LPS) lag eine Sensibilisierung gegen Katzenschuppen und im
endotoxinstimulierten Ansatz gegen Hundeschuppen und Cladosporium herbarum vor.
Mit einer erhdhten Konzentration von MCP-1 im endotoxinstimulierten Ansatz zeigte sich
ein Zusammenhang zu einer Sensibilisierung gegen die Mischung inhalativer Allergene,
gegen Hundeschuppen und Cladosporium herbarum.
Erhohtes RANTES war mit positivem IgE gegen Birkenpollen und Erdnuss verbunden.
Zusammenhiinge zwischen TNF-o. und allergischer Sensibilisierung wurden bereits erwiihnt.
Fiir Eotaxin lieB sich keine Assoziation nachweisen.
Tabellen 8 und 9 zeigen einen Uberblick iiber die genannten Verdnderungen. Eine genaue

Auflistung findet sich im Anhang;
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Tabelle 8: Uberblick iiber den Zusammenhang zwischen allergischer Sensibilisierung und der
Zytokinkonzentration im Vollblut. Eotaxin wies keine signifikanten Veriinderungen auf.

A =¢rhihte Werte; ¥ =erniedrigte Werte

PM LPS PHA

IEN-y

TNF-0
PM_LPS

L IL-4
PM  PHA

IL-5
PM_ PHA

PM _LPS

IL-6

IL-8
PM  LPS

1L-10

PM  LPS PHA

MCP-1
PM LPS

RANTES
PM _ PHA

Gesami-IgE
Spez. IgE

A
A

v

A A

A

A A

Inhalationsallergene
Roggen

Lieschgras
Cladosporium herb.
Birke I
Beifuss
Hausstaubmilbe
Katze

Hund

A

| Al g

A

;N'ahrungsallcrgcnc_
Eiklar i
Erdnuss

Soja

Kuhmilch

Dorsch

Weizen

v

| 1 N

Tabelle 9: Uberblick iiber den Zusammenhang zwischen allergischer Sensibilisierung und dem Anteil
zytokinproduzierender Ty-Zellen.

CD3+  CD3+

€D+ cpar cps+

A =erhhte Werte; ¥ =erniedrigte Werte
’ Ny |

TNF-o
CD3+ CD3+

CP3+ oDar cDR+

CD3+

1L-2

CD3+ CD3+
D+ CD8+

CD3

IL-4

CD3+  CD3+
CD4+  CDB+

Cﬁ3+

IL-13

CD3+ CD3+
CD4+ CD8+

Gesamt-1gE> 180k U/
spez. Einzelallergene

v

v

A

Inhalationsallergene
Roggen

Lieschgras
Cladosporium herb.
Birke ’
Beifuss
Hausstaubmilbe:
Katze
Hund

Nahrungsmischung
Eiklar
Erdnuss
Soja
Kuhmilch |
Dorsch
Weizen
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3.1.6 Neuropeptide und Immunparameter
3.1.6.1 Korrelation der Neuropeptide untereinander
Die Korrelation der Neuropeptide untereinander wurde mittels Rangkorrelation nach
Spearman untersucht. Dabei zeigte sich ein positiver Zusammenhang zwischen VIP und

Somatostatin bzw. Substanz P. Zwischen SP und SOM lag keine Korrelation vor (Abb 6).

250 1400

r=0,322 .
p<0,001

r=0,412 .
1200 4 p<0,001
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1000 -

150 4

T T T
300 400 500

VIP
Abbildung 6: Korrelation von VIP mit SOM und Substanz P. Rangkorrelation nach Spearman
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3.1.6.2 Korrelation der Neuropeptide mit Zytokinen
Die Assoziation der Neuropeptide mit den im Vollblutassay gemessenen Zytokinen wurde

mittels Rangkorrelation nach Spearman untersucht (Tab 10).

Tabelle 10: Korrelation der Neuropeptide mit den im Vollblut gemessenen Zytokinen, angegeben ist der
Korrelationskoeffizient r und der p-Wert, signifikante Werte sind fett gedruckt (Korrelationsanalyse nach
Spearman)

vIiP SOM SpP _VIP SOM Sp

- p- r-  p- r- p- ‘-  p- T- P- r- p-

Wert Wert | Wert Wert | Wert Wert Wert Wert | Wert Wert | Wert Wert

L4 PM |-0019 0735 0,168 0,002 0.002 0975 PM | 0,007 0.895 -0,163 0,004 0,184 0,001
PHA | 0,040 0475 0071 0203]-0,039 0483 IEN-y LPS |-0.044 0437 -0,004 0946 -0.016 0.777
s PM | 0021 0702 0,095 0,090 -0.061 0274 . PHA/| 0023 0681 0045 0419 0,004 0940
PHA 0,076 0,175 0,010 0.862f 0.062 0272 'TNF—U.?M -0,019 0,734 -0,048 0,395 0,034 0.543]

e PM (0072 0197/ -0043 0440/ 0053 0,345 LPS | 0054 0331 -0060 0,282 0,069 0217
LPS |-0.009 0879 0,001 0982 0010 0863 MCP-I?M 0,030 0,596/ 0015 0,788 0,024 (Lfaﬁzl

g PM | 0060 0.285-0.003 0,955 -0,162 0,004 LPS | 0079 0,158 -0,050 0,368 0,122 0,02
LPS |[-0017 0,767|-0,142 0,011 0.024 Uﬁ?sEotﬁ.ﬁin.PM -0,060 0,281 0,065 0,244{ -0,115 0,039
PM 0,051 0,360( -0,325 <0,001) 0,257 <0,001 - PHA| -0,011 0,847 0.084 0,134 -0,112 0,045
IL-10 LPS | -0006 0912 -0,165 0,003 0034 0.543 aningEM | -0.097 0083 0056 0,320 0,089 0,112
PHA | 0,019 0733] 0,039 0,486 -0,088 0.115 PHA | -0.067 0,235 0,034 0,545 -0,138 0,013
Fiir Somatostatin ergab sich eine negative Korrelation fiir IFN-y, IL-8 und IL-10, die

allerdings nicht in allen Ansitzen signifikant war. Auferdem war Somatostatin positiv mit IL-
4 im unstimulierten Ansatz korreliert. Substanz P zeigte mit den unstimulierten Ansitzen von

IFN-y und IL-10 eine positive, von IL-8 eine negative Korrelation. Auflerdem waren Eotaxin
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(in beiden Ansitzen) und RANTES (in PHA) mit SP negativ assoziiert. VIP zeigte keine

Korrelation mit einem der Zytokine.

3.1.6.3 Neuropeptide und allergische Sensibilisierung

Von den 321 Kindern, bei denen eine IgE-Messung und eine Bestimmung der Neuropeptide

durchgefithrt wurden, reagierten 41 (12,8%) auf Nahrungsmittelallergene und 92 (28,7%)

positiv auf Inhalationsallergene.

Im Mann-Whitney-U-Test war spezifisches IgE gegen verschiedene Nahrungsmittelallergene

mit signifikant erhshtem SOM und VIP verbunden. SP zeigte keinen Zusammenhang.

Mittels Cochran-Armitage-Trend Tests konnten dosisabhiingige Zusammenhinge zwischen

den Konzentrationen von Somatostatin bzw. VIP und dem Risiko einer allergischen

Sensibilisierung festgestellt werden. Die Ergebnisse werden in Tabelle 11 und 12 gezeigt.

Tabelle 11: Hiiufigkeit [%(n)]und Risiko (OR* mit 95% CI) einer allergischen Sensibilisierung in Bezug

auf die Konzentration von Somatostatin. p-Werte des Cochran-Armitage-Trend Tests.

i : - SoM &
Qu: 2. Quanile 3 Quanile 4. Quartile p-Wert
. - 3521, | (215303 (303428 pg/mh) | 428-1412pgimD) | (Trend)
Nahrungsmittel- | 6.25 % (5) 7.40 % (6) 16.45 % (13) 20.98 % (17) 0.001
allergene | 1.00 1.45(0.39-5.41) | 471(1.39-1591) | 493 (1.57-15.47) |
L | 250% ) 123 % (1) 6.23% (5) 4.39 % (4)
B 1.00 057 (0.04-8.08) | 4.28(0.67-27.40) | 274 (0.43-17.38) | 17!
I 105% (1) | 246 %) 10.12 % (8) 1111 % (9) )
Kuhmites 8 | 100 239 (0.18-30.78) | 11.0(1.25.97.44) | 881 (L01-76.72) | 00
T 125% (1) | 123 % (1) 3.79 % (3) 8.64 % (T)
Bae | 1o 154(0.07-3421) | 6.28(0.54-72.01) | 16 (167-1545) | %008
Inhalative | 225%(18) | 259%(2) 35.4 % (28) 30.9 % (25) b
Allergene | 100 130 (0.56-3.00) | 248 (1.10-5.59) | 1.9 (0.90-4.39) wE
i 13.75% (11) | 16.04 % (13) 18.98 % (15) 17.28 % (14) i
1.00 127(0.47-3.44) | 2.02(0.77-5.29) | 1.48 (0.58-3.75) '
125%(1) | 7.40 % (6) 7.59 % (6) 8.64 % (7) _—
1.00 7.29(0.79-66.62) | 6.75 (0.67-67.56) | 8.49 (0.93-77.24) | =
125% (1) | 4.93% (4 379 % (3) 6,17 % (5) 0,166
1.00 3.04(0.29-31.50) | 491 (0.41-58.35) | 5.53(0.59-5129) | =
l625% ) | 1L11% 9 21.51 % (17) 18.51 % (15) -
100 173 (0.50-6.11) | 458 (147-14.28) | 4.13(1.33-12.85) |
625%(5) | 987%®) 13.92 % (11) 18.51 % (15) 0012
1.00 1.68 (0.47-6.03) | 3.34(1.01-11.09) | 4.17 (1.35-12.87) |
500%@) | 11.11%(9) 15.18 % (12) 12.34 % (10)
0.095
1.00 2.59(0.71-9.46) | 3.85 (1.07-13.82) | 3.25(0.90-11.69) |
e 625%(5) | 3.70%(3) 5.06 % (4) 1111 % (9)
s i 1.00 058(0.122.73) | 1.04(024-4.40) |252(0.758.49) | 12

# adjustiert fiir atopische Familienanamnese, Geschlecht, Sozialstatus, Haustierhaltung, Rauchen in der
Schwangerschaft, Stillen und Jahreszeit zur Geburt, Signifikante Ergebnisse sind fett gedruckt.
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Tabelle 12: Hiufigkeit [%(n)]und Risiko (OR* mit 95%CI) einer allergischen Sensibilisierung in Bezug

auf die Konzentration von VIP. p-Werte des Cochran-Armitage-Trend Tests.

Schwangerschaft, Stillen und Jahreszeit zur Geburt, Signifikante Ergebnisse sind fett gedruckt.

HE I T i
1. Quartile 3. Quartile | pwen
i i (3.5:141.2 pg/ml) | 9772922 peren) | (Trend)
| Nahrungsmittel- | 7.40 % (6) 8.86 % (7) 125 % (10) o
allergene | 100 1.34 (0.40-4.48) 1.48 (0.48-4.55) | 3.50 (1.25-9.82) A
e ' | 30%3) 253% (2) 1.25 % (1) 7.40 % (6) T
1.00 0.62 (0.09-4.30) 0.15(0.01-2.03) | 2.17 (0.46-10.25) -
| 370 % (3) 379% (3) 3.75 % (3) 1358 % (11) .
| 100 1.19 (0.21-6.60) 0.88 (0.16-4.90) | 4.00 (1.02-15.67) .
L 123w 379 % (3) 6.25 % (5) 3.70 % (3)
Erdnuss 1.00 3.11(0.29-32.74) 4.67 (0.48-45.11) | 2.94(0.28-31.01) 0
Inhalative 3086 % (25) | 2025 % (16) 30.00 % (24) 33.33 % (27) 0451
Alleraenel! 1.00 0.61 (0.27-1.35) 091 (0.42-1.97) | 1.07 (0.52-2.21) -
1851 % (15) | 13.92% (11) 16.25 % (13) 17.28 % (14) G
1.00 0.81 (0.32-2.05) 0.81 (0.33-1.98) | 0.84 (0.36-1.96) :
8.64 % (7) 2.53 % (2) 5.00 % (4) 8.64 % (7) —_—
1.00 0.37 (0.06-2.01) 0.75(0.19-2.94) | 1.09 (0.33-3.53) '
493 % (4) 2.53 % (2) 3.75% (3) 4.93 % (4) S0
1.00 0.65 (0.10-4.15) 116 (021-6.16) | 0.92 (0.20-4.03) :
1234 % (10) | 8.86 % (7) 1375 % (11) 22.22 % (18) i
1.00 0.82 (0.28-2.42) 141 (0.52-3.83) | 2.32 (0.92-5.85) :
| 7.40 % (6) 7.59 % (6) 13.75 % (1) 19.75 % (16) 0.008
1.00 112 (0.33-3.81) 223 (0.73-6.85) | 3.22(1.12:9.29) .
7.40 % (6) 8.86 % (7) 13.75 % (11) 1358 % (11) 0.132
1.00 1.14 (0.35-3.73) 162 (0.53-4.95) | 1.95 (0.63-5.98) S
6.17 % (5) 7.59.9% (6) 375% (3) 8.64 % (7) N7k
1.00 1.38 (0.38-4.96) 0.57(0.12-2.72) | 1.4 (0.41-5.05) s
* adjustiert fiir atopische Familienanamnese. Geschlecht, Sozialstatus, Haustierhaltung, Rauchen in der

Mit steigenden Konzentrationen von Somatostatin stieg das Risiko einer allergischen
Sensibilisierung gegen die Mischung von Nahrungsmittelallergenen und auch gegen einzelne
Nahrungsmittelallergene (Kuhmilcheiweil und Erdniisse). AuBerdem korrelierten einige
inhalative Einzelallergene (Lieschgras und Roggen) mit der Konzentration von SOM, nicht
aber die Mischung von Aeroallergenen. Ein dhnlicher Zusammenhang zeigte sich auch fiir
VIP fiir das ebenfalls ein dosisabhingiger Zusammenhang zu dem Risiko einer
Sensibilisierung gegen die Nahrungsmittelallergenmischung und gegen Kuhmilcheiweil3,
nicht aber zu der Sensibilisierung gegen Erdniisse und Hiihnereiweill bestand. Die
Sensibilisierung gegen Lieschgras- und Roggenpollen korrelierte gleichfalls mit hohen
Konzentrationen von VIP. Substanz P zeigte keinerlei Zusammenhang mit einem positiven

Test gegen inhalative oder Nahrungsmittelallergene.
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Adjustierung fiir atopische Familienanamnese, Geschlecht, Sozialstatus, Haustierhaltung,
Rauchen in der Schwangerschaft, Stillen und Jahreszeit der Geburt fiihrte gegeniiber den
Rohdaten nur zu einer geringfiigigen Anderung der Odds Ratios.

Auf Grund der geringen Zahl positiver Fille konnte der Zusammenhang zwischen der
Neuropeptidkonzentration und einer Sensibilisierung gegen die Nahrungsallergene Dorsch,
Weizenmehl, Sojaeiweif und gegen Cladosporium herb. nicht berechnet werden. Daher sind

diese Allergene nicht mit dargestellt.
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3.2 Einfluss stressender Lebensereignisse

3.2.1 Umzug
Im Zeitraum der letzten 12 Monate vor
Datenerhebung sind 22 Kinder umgezogen, igo | p=0,0469
grofitenteils innerhalb bzw. in die niihere T
Umgebung von Leipzig. 13 Eltern hatten zwar 300+ T
angegeben, im letzten Jahr umgezogen zu sein,
aber zum Zeitpunkt des Ausfiillens des == 1
Fragebogens waren seit dem Umzug mehr als 100 4 l -
12 Monate vergangen. Die Werte dieser Kinder
wurden ausgeschlossen. i T e
Bei den  Probanden mit  validierten n U';;; g 22

Umzugsdatum  wurden signifikant erhohte - = —
Abbildung 7: VIP in Abhiingigkeit vom Umzug

Konzentrationen von VIP festgestellt (Abb. 7). in den letzten 12 Monaten

Dies war auch nach Adjustierung auf atopische Familienanamnese, Anzahl der Geschwister,
Geschlecht, Sozialstatus und Haustierhaltung signifikant und war mit ebenfalls erhdhten
Konzentrationen von MCP-1, IL-6 und IL-8 in den unstimulierten Ansiitzen verbunden.
Ferner war im LPS-stimulierten Ansatz IL-6 erniedrigt (Abb. 8). Hinsichtlich der

Zytokinproduktion der T-Zellen zeigte sich kein signifikanter Unterschied (<0,05).

800 30 500
p=0,0389 p=0,0213 p=0,0064
254
100
500
= = —
%_) __g ‘( E 200
= [} (=2
— 40 a s =
% ﬁ i ﬁ 200
2 = &l 1 =
200 - s
W : |
| ITHITHIE +
o
0 T T 0 T o T

Abbildung 8: Konzentration von MCP-1, IL-6 und IL-8 im Vollblut (unstimulierter Ansatz) in
Abhiingigkeit vom Umzug in den letzten 12 Monaten

Das Risiko einer allergischen Sensibilisierung war bei Kindern, die umgezogen waren
tendenziell erhdht, erreichte aber nicht Signifikanzniveau.

3.2.2 Bildschirmzeit
Es wurden Daten erhoben, wie viele Stunden die Kinder normalerweise tiglich vor einem
Bildschirm verbringen. Damit waren sowohl Fernseher, als auch Computer und Spiclgerite
gemeint. 167 Eltern gaben an, das ihr Kind dies bis zu einer Stunde tut, 154 Eltern gaben ein

bis zwei Stunden an. Drei bis vier Stunden verbrachten 13 Kinder vor einem Bildschirm und

ein Kind mehr als fiinf Stunden.
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Es lieBen sich zwischen diesen Kindern keinerlei Unterschiede beziiglich der Neuropeptide
und Zytokine feststellen.

3.2.3 Trennung der Eltern
Die Frage, ob sie zurzeit mit einem Partner zusammenleben, beantworteten 256 Eltern mit ja

und 35 Eltern mit nein. Diese Kinder divergierten beziiglich ihrer Neuropeptide nicht. Es

zeigte sich aber, dass Kinder upepe 13: Konzentration von IL-8 und IL-10 in Abhiingigkeit
vom Familienstand der Eltern. Werte in pg/ml

allein lebender Eltern eine

. . mit Partner ohne Partner p-Wert
erhohte Konzentration von IL-8 |y gpv) | 445(27,2:850) 72,8 (26.0; 175.5) 0,043
im unstimulierten Ansatz und IL-10 (LPS) 13,7(9.2:19.7)  21.2(10.6: 28.4) 0,004

von IL-10 im LPS-stimulierten Ansatz aufwiesen.

Weiterhin wurden die Eltern gefragt, ob und wann sie sich von ihrem Partner getrennt haben.
43 Eltern berichteten iiber ein Trennungserlebnis. Sieben Eltern hatten sich im 6. Lebensjahr
der Kinder getrennt und 29 Eltern zwischen dem ersten und fiinften Lebensjahr. 249 Kinder
lebten mit beiden leiblichen Eltern. Sieben Kinder, deren Eltern ein Trennungsereignis vor der
Geburt des Probanden bzw. keinen Zeitpunkt angegeben hatten, wurden ausgeschlossen.

Ebenso wurden die Kinder ausgeschlossen, von denen nicht alle Blutwerte vorlagen.

Bei einer Trennung der Eltern im 6. Lebensjahr der

800

p=0,020 Kinder lieBen sich sowohl im Vergleich mit den

p=0,032 Kindern, bei denen die Trennung ldnger zuriick lag,

400

- I

[ [ sich nicht getrennt hatten deutlich erhohte

als auch mit den denjenigen Kindern, deren Eltern

VIP [pg/mi]

200

Konzentrationen von VIP feststellen. Dagegen war

100 | i , bei Kindern, deren Eltern sich vor ldngerer Zeit

getrennt hatten, kein Unterschied festzustellen

ke B (Abb. 9). Substanz P und Somatostatin zeigten

Abbildung 9: Konzentration von VIP in
Abhiingigkeit vom Zeitpunkt der Trennung
der Eltern

keine Unterschiede. Im unstimulierten Ansatz des

Vollblutessays waren die Konzentrationen “ s
p=0,049 p=0,018
von IL-4 und IL-5 der Probanden, deren 1 s 1

s

Eltern sich innerhalb der letzten zwolf

Monate getrennt hatten im Vergleich mit

Kindern zusammenlebender Eltern erhoht.

IL-4 PM [pg/ml]
3
IL-5 PM [pg/ml]

=1

Die Unterschiede zu den Kindern, bei

denen die Trennung der Eltern ldnger

zuriick lag, erwiesen sich nicht als de LM ol e 15U &L

signifikant (Abb. 10).

Abbildung 10: Konzentration der Zytokine im
Vollblutassay in Abhiingigkeit vom Zeitpunkt der
Trennung der Eltern
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AuBerdem war die Fihigkeit zur IL-2
Synthese der CD3+ und CD3+CD4+
Zellen der Kinder, deren Eltern sich im

sechsten Lebensjahr der Kinder getrennt

hatten vermindert (Abb. 11).

Bei Kindern geschiedener Eltern wurde

Trend

weiterhin

ein

deutlicher

vermehrter Sensibilisierung beobachtet.

Zu

IL-2 TH [pg/ml]

p=0,0454 p=0,0369
- 1 1
40
_ p=0,0320
= e
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Abbildung 11:

IL-2 Synthese der TH-Zellen in
Abhiingigkeit vom Zeitpunkt der Trennung der Eltern

Tabelle 14: Anzahl sensibilisierter Kinder und Risiko der allergischen Sensibilisierung in Abhiingigkeit
vom Zeitpunkt der Trennung der Eltern, OR und aOR (adjustiert fiir atopische Familienanamnese,
Geschlecht, Sozialstatus, Haustierhaltung, Rauchen in der Schwangerschaft, Stillen und Jahreszeit zur
Geburt). Signifikante Werte (p<0.05) sind fett gedruckt.
** Fallzahl zu gering

_ nie TR 6L
Allergene | n/N(%) | n/N(%) | (95%?(:1) %CD N (e (9509f§CI) - (929%1'::1)'
GesamiIgE | | 31249 (124) | 529 (172) | L12(053:237) 13:08:23) | 37(42.9)|  53(L,1;249)| 2905 19.1)
spez. IgE 770249 (309) | 10/20(37.9) | 1.500.81:2,79) 12008199 | a7 5.0 | 3007138 | 3.004:205)
Inhalation 687249 (27.3) | 9/29 (34.5) | 1.55 {0,83: 2.89) 120.7:19) | 37 429 200492 | 1602 109)
Roggen 27249 (108) | 629 (207 | 135 (0.69: 2.65) 1500.9:26) | 37 @29 | 62013:203) | 7.1(L1;442)
Licschgras 311249 (124) | 6290207) | 126 (0.64:2.48) s 3T(E29) | 53(L1L249)| 63 (L0:416)
Clad, herb. 489016 12934y | 134034:523) 1404 4.2) | 170143) | 1021.0: 106.8)
Birke 241249 9.6) | 529 (17.2) | 129 (0.63; 2.64) 1508:27 | 170143 16020137
Beifuss 18249 (7.2) | 129(69) | 1.80(0.9:3.61) 06(02:25) | 07 (0.0) o s
Hausstaub 40249 (160) | 7/29 24,1y | 1,19 (0,62: 2.30) 120720 27086 2004 11.2) 14 (0.2;9.9)
Ktz 127249 (48) | 529(17.2)| 173 (0.85; 3.51) 130727 17043 3304299 | 2002247
H_I.'lnd 10/249 (4.0) 2/29(6,9) | 1.24 (0.44; 3.51) 0.8 (0.3;2.7) 07 (0,0) £ Hek
Nahrung 30/249(12,0) | 529 (17.2)| 1,15 (0.55; 2.41) 1207200 | 27(286)| 2905159 |  3.1(0.5:204)
Eiklar 824032 | 2/29(69) | 136 (0,50 3.67) 140.6:3.1)| 07 (00 ok sk
Erdnuss 10/249 (4.0) | 129 (3.4) | 081 (0,13:5.02) s 07 (0.0) sk sk
Sojal it 8249 32) | 029 0.0) . s 07 (0.0) sk .
Milch 13249 (52) | 3729 (103) | 133 (0.57:3.12) 160.9:3.0| 27286) | 73 (L3414 | 7.7 (1,0;57.8)
Dorsch 2/249 (1.6) 0/29 (0,0) EES sk 07 (0.0) B3 EEa
Weizen 9/249 (3.6) 0/29 (0,0) sk e 07 (0,0) K s

Mittels logistischer Regression konnte gezeigt werden, dass bei einer Trennung der Eltern im

sechsten Lebensjahr der Kinder das Risiko fiir erhdhtes Gesamt-IgE stieg. Bei der

Risikoanalyse fiir die Mischungen inhalativer Allergene bzw. Nahrungsmittelallerge
kein Signifikanzniveau erreicht. Allerdings war das Risiko einer Sensibilisierung

verschiedene

inhalative Einzelallergene (Roggen-

und Lieschgraspollen) und

KuhmilcheiweiB erhht. Letzteres war auch nach Adjustierung signifikant.

wurde
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3.2.4 Erkrankung eines Angehorigen
Die Eltern wurden beziiglich schwerer Erkrankungen von Familienangehorigen in den letzten
sechs Jahren befragt, bei denen die Betroffenen stationiir behandelt wurden oder fiir mehr als
zehn Tage Bettruhe halten mussten. Zu den Familienangehrigen wurden die Eltern,
Geschwister und GroBeltern des Indexkindes und Geschwister der Eltern gezihlt. 36 Eltern
gaben eine Erkrankung im 6. Lebensjahr und 97 in den ersten fiinf Lebensjahren an. In 144
Familien hatte es keine Erkrankung gegeben. 15 Eltern hatten eine Erkrankung angegeben,
aber keinen Zeitpunkt oder einen Zeitpunkt vor der Geburt des Probanden. Die Werte dieser

Kinder wurden ausgeschlossen.

Kinder, die eine Erkrankung = 20
i . _ p=0,048
in der Familie unmittelbar im i 400
sechsten Lebensjahr erlebt |- ™ —
E E
hatten wiesen eine |& ] &
> o 200 4
M e . 0
signifikant verminderte =
100 4
p il
Konzentration von Substanz '
[ T T — 0 T T T
P auf. Dagegen waren VIP e 150 6L e 1AL 6L
und Somatostatin Abbildung 12: VIP und SP in Abhingigkeit vom Zeitpunkt der
Erkrankung eines Familienangehorigen
unverédndert.

Bei einer Erkrankung eines Familienmitgliedes im sechsten Lebensjahr des Probanden wiesen

diese beim Vergleich mit Probanden aus Familien ohne Erkrankungen einen erhthten Anteil

Tabelle 15: Anteile zytokinproduzierender Ty-Zellen in Abhiingigkeit vom Zeitpunkt der Erkrankung

eines Familienangehirigen, Angaben in %, signifikante p-Werte (<0,05) sind fett sedruckt.

e ‘ Erkrankung eines Angehdrigen  p-Werte
i al Gl e e
CD3+ 13,81 (10,90; 20,95) 14.21 (10.74; 19,52) 17,20 (12.97; 20.69) | 0,072 0.074  0.989
IFN-y CD3+CD4+ 5,24 (3,60; 7,16) 541 (3,82;7.89) 6.09 (4.22:6,83) 0.639 0.800 0313
CD3+CD8+ | 23,32 (16,98; 32,29) 22,31 (16,62; 32,01) 26,71 (22,50; 33.86) | 0,020 0,027 0,797
. cR3+ 14,57 (10.91: 21,09) 16,03 (11,74 20,83) 17,06 (13,00: 23,50) | 0,092 0310 0.368
TNF-g,  CD3+CDd+ 12,50 (8,61; 16,44) 13,67 (9.31:19,33) 12,85 (9.84: 20.63) | 0,173 0,732 0.108
- CD3+CD$+ 13.74 (9.84; 21,28) 13.84 (10,01; 21.11) 16.35 (13.69; 19.96) | 0,075 0,090  0.855
CD3+ 12,97 (8,54: 16,99) 15,32 (11,17; 18,96) 15,77 (10,73; 18,49) | 0,084 0,987 0,015
IL-2 CD3+CD)4¢) 19,55 (13,24: 26,24) 23,73 (16,55; 28.35) 2298 (17,47,29.30) | 0.117 0,957 0,020
CD3+CD8+ 4,34 (2,5; 6,60) 491 (3.13:7.53) 5,55(3,38:8,85) | 0,026 0,357 0,053

IFN-y und IL-2 produzierender CD3+CD8+ Zellen auf. Fiir den Anteil IFN-y produzierender
CD3+ Zellen und der CD8+ Subpopulation wurden auch beim Vergleich mit Kindern, die
eine Erkrankung eines Angehérigen im 1.-5. Lebensjahr erlebt hatten, signifikante

Unterschiede erhoben. Lag die Erkrankung lidnger zuriick, war im Vergleich mit Kindern, die
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nie eine Erkrankung eines Angehorigen erlebt hatten, der Anteil [L-2 produzierender CD3+
und CD3+CD4+ Zellen gesteigert. Im Vollblutassay zeigte sich eine erhdhte Konzentration
von IL-8 im unstimulierten Ansatz (6. LJ: 56,5pg/ml (38.2; 110,7); nie: 39,8pg/ml (23,2:
92,7) p=0,026).

Tabelle 16: Anzahl sensibilisierter Kinder und Risiko der allergischen Sensibilisierung von Kindern mit
einem Erkrankungsfall in der Familie. OR und aOR (adjustiert fiir atopische Familienanamnese,
Geschlecht, Sozialstatus, Haustierhaltung, Rauchen in der Schwangerschaft, Stillen und Jahreszeit zur
Geburt) *=* Fallzahl zu gering

nie 1-5. L1 : 6.L]
i OR aOR H .
Allergene | n/N (%) /N (%) 95%CI) 95%CI) W(%} OR (9:;?&%Ci) a0R (95%CI)

Gesamt-IgE | 23/144 (16,0) | 15/97 (15.5) | 0.96 (0.47: 1.96) | 1.14 (0.54: 2.40) 2/36 (5,6) | 031 (0,07: 1,39) 0.38 (0,08; 1.75)
spez. IgE 52/144 (36,1) | 28/97 (28.9) | 0.72(0.41: 1.25) | 0.81 (0.45; 1.47) | 12/36(33.3) | 0,88 (0.41;1,92) 1,13 (0.35: 3.62)

Inhalation | 50/144 (34.7) | 21/97 (21.6) | 0,52 (0,29; 0,94) | 0.59:(0.31: 111 | 11/36 (30.6) | 0.83 (0.37: 1,83) | 090 (0,39; 2.08)
Roggen 23/144 (16.7) | 10/97 (10.3) | 0.67 (0.31: 1.45) | 078 (0.35: 1.74) | 436 (11,13 | 0,66 (0.21:2.05) | 0,76 (0.23: 2.48)
Licschgras | 26/144 (18,1) | 10/97 (10.3) | 0.58 (0.27: 1.24) | 0,68 (0.31: 1.50) | 5/36 (13.9) | 0.73(0.26:2,08) | 0,80 (0.27: 2.39)
Clad. herb, 2/144 (1,4) 1/97 (1.0) | 0,74 (0.07; 8.35) ook 2/36 (5.6) | 4,18 (0,56: 31,14) ®x
Birke 200144 (13.9) | 6/97 (6.2) | 041 (0.16; 1,06) | 0,48 (0.18;2,30) | 5/36(13.9) | 1.00(0.35:2.90) | 127 (0.41: 3.96)
Beifuss 13/144 (9.0) | 397 83.1) | 0.32(0,09: 1,17) #% 4/36. (11.1) | 1,26 80,38 4,15) sk
Hausstaub | 28/144 (19.4) | 16/97 (16.5) | 0.82 (0.41: 1.61) | 094 (0,47 1,91y | 5736 (13.9) | 0,67 80,24; 1.89) |  0.63 (0.21: 1.88)
Katze 11144 (7.6) | 3/97 (3.1) | 0,39 (0.10: 1.43) | 0.39(0.10; 1,49) | 3/36(8.3)| 1.10(0,29:4.21) |  1.14(0.26; 4.97)
Hund 6144 (42) | 407 4.1 | 0.99(024:4.11) | 099€0.25:3.89) | 1/36(2.8) | 0.66 (0,08:5.72) |  0.55 (0.06: 5.38)
Nahrung | 177144 (11.8) | 1597 (15.5) | 1,37 (0.64: 2,90) | 148 (0.67:327) | 5/36 (13.9)| 1.20(0.41.354) |  1.13(0.35: 3.62)
Eiklar 51144 (3.5) | 497 (4.1) | 1,19(0,31:4,58) s 2/36 (5.6) | 1,64 (0.30: 8.90) #ik
;Erdnuss: 70144 (49| 397 (3.1) | 0,62(0,16: 2.49) sk 1136 (2,8) | 0,56 (0,07;4.76) | 0,98 (0,09; 10.77)
5144 (3.5) | 207(2,1) | 0.58(1.11:3,10) e 1/36 (2.8) | 0,79 (0.09: 7.12) e
10/144 (6,9) | 5/97(5.2) | 0,73 (0.24:2,20) | 0.61 (0.81:2,00) |  3/36(83) | 1.22(0.31:4.72) | 093 (0.21;4.20)
2144 (14) | 1/97 (1.0) | 0,74 (0.07: 8,30) ExY 1736 (2.8) | 2,03 (0,18: 23.40) #%
Weizen 5144 (3.5) | 297 (2.1) | 0.58 (0,11:3.09) % 236(5.6) | 1,64 (0.30: 8.89) | 2.59 (0,37 18.39)

Auf Rohdatenebene zeigte sich, dass Kinder, die in ihrem ersten bis fiinften Lebensjahr einen
Erkrankungsfall in der Familie erlebt hatten, ein vermindertes Risiko einer allergischen
Sensibilisierung gegen inhalative Allergene aufwiesen. Nach Adjustierung war dies nicht

mehr signifikant.

3.2.5 Tod eines Angehorigen
Weiterhin wurden die Eltern nach dem Tod eines Angehorigen befragt. In sieben Familien
hatte es einen Todesfall im sechsten Lebensjahr des Probanden gegeben. Dabei handelte es
sich ausschlieBlich um GroReltern des Kindes. In vier Familien war im gleichen Jahr auch ein
Erkrankungsfall zu verzeichnen. Zwischen ersten und fiinften Lebensjahr der Kinder
verstarben 42 Verwandte. In 234 Familien hatte sich kein Todesfall ereignet. Ausgeschlossen
wurden neun Kinder, bei denen der angegebene Todeszeitpunkt des Angehdrigen vor der

Geburt des Kindes lag oder kein Datum angegeben war.
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w5 50 Der Tod eines Verwandten
L 400 war mit tendenziell
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Abbildung 13: Konzentration von VIP und Substanz P von  Somatostatin war unverandert.

Kindern mit verstorbenen Angehirigen in Abhingigkeit von
Todeszeitpunkt

Kinder in deren Familien im sechsten Lebensjahr des Kindes ein Familienmitglied verstorben
war, zeigten im Vergleich zu Kindern ohne Todesfall in der Familie erhdhte Konzentrationen
von IL-8 im unstimulierten Ansatz des Vollblutassays. Weiterhin wiesen Kinder, die im 1.-5.
Lebensjahr einen Todesfall erlebt hatten, im PHA-stimulierten Ansatz erhdhte
Konzentrationen von IL-4 und IL-5 auf. Dieser Unterschied war sowohl im Vergleich mit
Kindern ohne Todesfille in der Familie als auch im Vergleich mit Kindern, deren Verwandte
im sechsten Lebensjahr verstorben waren signifikant (Tab 17). Diese wiesen ferner bei der
Gegeniiberstellung mit Kindern, die im 1.-5. Lebensjahr einen Todesfall in der Familie
beklagen mussten einen erhéhten Anteil IFN-y produzierender CD3+CD8+ Zellen auf (6. LI:
29,3%; 1.-5.LJ. 22,3%; p-Wert 0,023).

Tabelle 17: Konzentration von IL-4, IL-5 und IL-8 im unstimulierten und PHA bzw. LPS-stimulierten
Ansatz des Vollblutessays in Abhingigkeit von Zeitpunkt des Todes eines Angehorigen. Gezeigt sind
Median und Perzentile, signifikante p-Werte sind fett gedruckt

 Tod eines Angehirigen i o p-Wert _
i oa < l 5.1 1 © 6.LIvs.  1-5.1J 6. LJ vs.
! o nie  vs. nie 15510
i 59 5.9
PM A s 0616 0793 0,630
i | 23 60.0 43,1
42, . B
PHA | 4704 5594 Q18461 Dger  ga 008
; 03 0.3 03
™ (0.0; 2.3) 0.3;:2,3) 0,0;2.2) 0383 0729 0261
3.5 49 0.3
el (2,2:63) (3,0; 9.4) (0,3; 4.7) 0149 0,048 10,045
m 439 50,5 1191
il o (25.5:89.5)  (298:884)  (37.2:156.1) 0045  O562  nfed
i 38127 45023 49532
LPS | 5021.0:5185,8) (3080.0:61092) (3321.0;54529) 297 0149 0764

Unter den sieben Kindern, die in ihrem sechsten Lebensjahr einen Todesfall erlebt hatten,
wies keines eine allergische Sensibilisierung auf. Eine Risikoberechnung war daher nicht
moglich. Fiir die Kinder, die im ersten bis fiinften Lebensjahr ein Familienmitglied verloren

hatten, lieRBen sich keine Risikounterschiede erheben.
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3.2.6 Einschulung
In einem Telefoninterview wurden die Eltern nach dem Einschulungstermin ihrer Kinder
gefragt. Es konnten 290 Eltern (90,.3%) erreicht werden. 15 Eltern (4,7%) hatten eine
Telefonnummer angegeben, die nicht (mehr) giiltig war und 16 Eltern (5%) waren unter der
angegebenen Nummer nicht zu erreichen. Tabelle 21 zeigt die Aufteilung der Kinder anhand
von Geburtsdatum und Datum der Blutentnahme.

Tabelle 18: Aufteilung der Kinder anhand Einschulung, Kinder, die im Untersuchungs-

Geburtsdatum und Datum der Blutentnahme. Kinder, die nach

i .
dem 30.6.98 geboren und 2004 eingeschult wurden, wurden als 3 cinpasahult wiindan wid, bel

vorgezogen eingeschult geziihlt. Schulbeginn war der 23. 8.2004. denen die Blutabnahme vor
g Blutentnahme o

Einschulung | vor Schulbeginn nach Schulbeginn | Summe | Schulbeginn  erfolgt  war,

regular 125 14 1390 (Vorschulkinder) zeigten im

vorgezogen 3 15 18

nicht 133] Vergleich mit Kindern, bei

Summe 128 29

denen die Blutabnahme nach

Schulbeginn erfolgt war (Schulkinder), und im Vergleich mit Kindern, die nicht eingeschult
wurden (Kindergartenkinder), deutlich verminderte Konzentrationen von Somatostatin und
erhohte Konzentrationen von Substanz P. Zwischen Kindergarten- und Schulkindern

bestanden keine signifikanten Unterschiede. VIP zeigte keine Divergenz.

500 100 600
p<0,0001 _p<0,0001 p<0,0001 _ p<0,0001
500 a0 500
— 400 = 400
£ Ew E
E=) £ =
Q. 300 = 2 300
he = &
o [ { I S« o :
- ] 9 200 ; l’
, :
100 " 100

K

Abbildung 14: Konzentration der Neuropeptide in Abhingigkeit vom Schulbeginn. Vorschulkinder
(n=128) sind Kinder, bei denen die Blutentnahme vor Schulbeginn erfolgte. Bei Schulkindern (N=29) fand
die Blutentnahme nach Schulbeginn statt. Kindergartenkinder (N=132) sind Kinder, die erst im folgenden
Jahr eingeschult wurden.

Beziiglich der Zytokin- und Chemokinkonzentrationen im Vollblutassay lieBen sich im
unstimulierten Ansatz bei Vorschulkindern erhdhte Konzentrationen von IFN-y und IL-10
beobachten. Im Vergleich zu den Kindergartenkindern waren auch im LPS-stimulierten
Ansatz erhdhte Konzentrationen von IL-10 nachweisbar. Aufierdem zeigten sich im LPS-
stimulierten Ansatz erhéhte Spiegel von TNF-a. Die Konzentrationen von IL-4 und IL-5, IL-
8, Eotaxin und RANTES waren im unstimulierten Ansatz der Vorschulkinder im Vergleich
mit den Kindergartenkindern vermindert. Dagegen war die Konzentration von IL-5 im PHA-

stimulierten Ansatz erhoht. RANTES allerdings zeigte auch in diesem Ansatz eine
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Verminderung. Im unstimulierten Ansatz war die Abnahme der RANTES-Konzentration auch

im Vergleich zu den Schulkindern signifikant.

Beim Vergleich der Schulkinder mit den Kindergartenkindern zeigten diese in den

unstimulierten Ansiitzen verminderte Konzentrationen von IFN-y und IL-10 (Tab. 19).

Tabelle 19: Konzentration der Zytokine in Abhiingigkeit vom Schulbeginn. Die Angaben sind in pg/ml,
signifikante Werte ( p<0 05) sind fett gedruckt.

Medlan (25. und 75. Perzentlle) . p-Werte o _

- Kindergarten- Vorschulkinder Schulkinder : Vdr};c.hu'l- Kﬁ“d“’%mm'

-_ki"d"‘r (N=132) -(N?'?s) ”=(=1?r;==29) Vosschulkinder | Schurlzénder Schu?;;ndcr
EM i m.t;?;.?z,m ca.:l;oi?aj) (08 94) <0,001 <0,001 0,007
|k LPS {17§;7[(|)4.2) (’_’8?91: f{u.ﬁ) a23,:;2£5.5) 07 4102 0:027
- PHA (9211.;':]%(5:().6) (75:.1;:2;‘(?8.6) (91:!,2?2153911) 0,370 0.995 0542
TﬁF—u hal (4,2:‘ 3.3) (4.9(?‘152.1) Hg =89.S) 022 B1a6 0,728
_LPS (2()925?85'.3?;18|9. B (25337?57;?4'13 1.3) (238%1?25i5.8) <0001 0,131 0,542
Eotiin M (33?,?,-]5’..%2.4: (3(1?.3;) igm; (24.:'.3;15.32.8) 0,023 Ll 0.240
e (273};4.«:27.0) (273..2;6 ;zﬁ.4> (20337 429.7; 0,256 0,58 0,262
'R ANTES P.M:: (6037{?7%;?{2.7) (441?9{?:&_:30.4) (61473)[-.) gt}sﬁ.}s; <0,001 0,035 0,600
‘ PHA {6‘)468;.3?31!343.7] (55 .7391 gfﬁl 1) ts.sa?.?:] |62‘;142.2) <0,001 hkrs i
MCP-1 - M : (642:5[;8.3) (63.2:8 ;59.5) (48E.§I2:1)26.8) 8,755 0,065 0,6
L L?S (493.?;5 557.1; (5[9?'()7:|l'l:;7‘.8) (4356.3:4&;/326.0) 0.351 0291 0,572
| M 2 Mew oS <0,001 0.398 0,123
| PHA (274.335:'668.0) (26‘.16]: ’7]1.6; (32.52?'866.3) 0.93% 0,181 0.125
IL5 E M (0.3;' !2.5) ((1.8-.’32"11 (2.8:’?1.6) <0,001 Q.204 Q2%
ma o2 W 00 e Y 0,030 0,583 0,067
(4.27;‘]2|.|) (5. 17 110 8) (3.?:.‘6).6) 0,775 Ol b.16z
(723%.25?3:1?}9,8) (7«)%?9{ g:'sc;z.z; (832?2?)?161).43 9,120 0367 0921
(30.2-.81'35‘0) casi?'fl,n (2|i12%‘765.0) 0 0.849 B
1 P e Ry 0122 0077 0430
M (0.55?5) e B s <0,001 <0,001 0,015
IL'“? . L T (s.lz;l fg,f)) (m.lh‘;l’zgl.m (s,;?fg,m 0 A L
I (30?‘535‘1) (28??8,3) (331.‘0?‘594.3) 0,81 oot 0864
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3.3 Einfluss sozialer Faktoren

3.3.1 Geschlecht
Die untersuchte Kohorte bestand aus 167 Jungen und 153 Maidchen. Hinsichtlich der
Zytokinproduktion der T-Zellen und der Neuropeptidkonzentration liefen sich mittels Mann-
Whitney U-Test keine Geschlechtsunterschiede feststellen. Auch die im Vollblutassay
gemessenen Zytokine unterschieden sich auf Rohdatenebene nicht, lediglich Eotaxin bildete
eine Ausnahme. Jungen wiesen signifikant hohere Konzentrationen auf (PM: Median 430,2
vs. 3679, p=0,0015 bzw. PHA: Median 393,2 vs. 328,9; p=0,0009).

3.3.2 Anzahl der Geschwister
Die Gruppe der Kinder, bei denen Blutuntersuchungen durchgefiihrt wurden (n=321) hatten
bis zu vier Geschwister. Als Geschwister wurden Kinder geziihlt, die mit dem Probanden in
einem Haushalt leben, d.h. sowohl leibliche als auch Halbgeschwister und Kinder die mit dem
Probanden in keinem Verwandschaftsverhiltniss standen. 194 Kinder hatten ein
Geschwisterkind, 45 zwel, sechs drei und zwei Kinder vier Geschwister. 70 Kinder waren
Einzelkinder.
Jiingere Geschwister hatten 110 Kinder. Davon hatten 99 ein, zehn Kinder zwei und ein Kind
drei jiingere Geschwister. 137 Kinder hatten iltere Geschwister. Davon waren 117 Kinder das
zweite Kind, 18 Kinder das dritte und zwei das vierte Kind. Bei dem Vergleich von Kindern
mit bis zu einem Geschwisterkind mit Kindern mit mehreren Geschwistern wiesen letztere im
Vollblutassay signifikant hohere Spiegel an IL-8 in dem unstimulierten und im
endotoxinstimulierten Ansatz auf. Weiterhin wurden bei diesen Kindern grofiere Anteile

IFN-y und TNF-a produzierender CD3+ Zellen beobachtet (Tabb. 20 und 21).

Tabelle 20: Zytokinkonzentration [pg/ml]im Vollblutassay in Abhiingigkeit von der Anzahl der

Geschwister, dargestellt sind Median, in Klammern 25. und 75. Perzentile

alle Geschwister N : """ jiingere Geschwister
! <1 i >1 i Tt <1 >1 p-Wert
o PM (0.0; 1 3772) (0,0; 138,58 0,258 0,0; 14?613 2.6; Ifﬁ 0849
il ees (29,1 Il:"lz,ég) (27,3;7%% L (28,5:9‘19?63) 23.6; ;!74? 05
™ sy aingy| | 27.6; 925;_ (48.9; 2| O
-8 48789
P8 (2068.2; 53;%6]42.67) (3420,3; 641252;? 00221 (3048,1; 53394?1; (63;0%'6(; e

Wurden nur die Kinder mit mehr als einem jiingeren Geschwisterkind betrachtet, zeigten
diese signifikant erhohte Konzentrationen von IL-8 (PM). Ebenfalls waren die Anteile IFN-y
und TNF-a produzierender CD3+ Zellen erhoht, erreichten aber nur fiir [FN-y in der CD4+

Subpopulation Signifikanzniveau.
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AuBerdem wurden Kinder mit bis zu einem dlterem Geschwisterkind und Kinder mit
mehreren ilteren Geschwistern miteinander verglichen. Hier wurden bei letzteren erniedrigte
IL-10-Konzentrationen gemessen (in PHA, nicht dargestellt). Weitere Unterschiede waren im
Vollblutassay nicht festzustellen. Die CD3+ Zellen der Kinder mit mehreren dlteren
Geschwistern produzierten zu einem groBeren Anteil IFN-y und TNF-a. Dieser Unterschied

war fiir TNF-o nur in der CD3+CD8+ Population signifikant.

Tabelle 21: Anteile zytokinproduzierender T-Zellen in Abhiingigkeit von der Anzahl der Anzahl der
Geschwister. Signifikante p-Werte sind fett gedruckt

alle Geschwister dltere Geschwister

<1 >1 p-Wert <1 >1 p-Wert <1 >1 p-Wert

chor (10.8; :3,%6) uz.?;;:?.’?f; 0,006 (IO.‘):;S.‘ﬁI) (11.7;:5.}3 0306 (|o,u;::.1j7; (|3.4:§2..n?) i
[FN’T i (3.5;?}% :4.3;5,'47; _ﬂf_m"g (3.6:75.53; (&.1;3.2?) 9,82 (3.7;75.53} :4.9:2?},7: sl
 (|7.7;§;'|3) (|9.s;_3$.'17; Dalard (134:?34.'52; (12.|-.§3.’;; 9,312 (117;3?.]2: (zz,nf;),‘lz; oz

S (1|.4;;|5.f) (13‘;38.;; 0,032 (11.49_'16.'7[: (13.8:212.;1) A (_I_l_.-}_;_?.é: (.3_5:3‘2{’; D081
Ak L8 | o4 11737[: (10,5 115,;:; j 0105 s :?':.‘il) (II.:i:Zl?.:f; 019 g5 ::42) (10.7; :ST(; B
Chacher w.t):zicig (13.2; ;fj) e :‘10.1;;(31..87; (LZ.?:!IE-?.}*S) bt uu.u;;(i'zz) f14.|;;25(; 0015

3.3.3 Besuch einer Kindereinrichtung
3.3.3.1 Besuch der Kinderkrippe bis zum zweiten Lebensjahr

Tabelle 22: Zytokinsynthese peripherer T-Zellen sechsjihriger Kinder in Abhiingigkeit vom Zeitraum der
Betreuung in einer Kinderkrippe im ersten und zweiten Lebensjahr ( Median, 25. und 75. Perzentile in
Klammern)

. L Kinder!ct'ippenbesuch :
Nie 19.241M | 13.241M . 24.LM
N=100 N=34 N=95 N=35

b3 | 14.74 (11.60; 20.13) 14,67 (11.22; 19.58) 14.95 (10,90: 20.34) 15.27 (10.82; 19,01)

IEN-y  cpaicpas|  5.26(3.64:7.54) 5.26(3.79;7.16) 5,26 (3.72: 747) 5.26 (3.96; 6.86)
CD%CD,,‘,,( 2428 (18.83:32.21 24,19 (18.71; 32.06) 24,51 (18,26; 32,53) 242 (16.98: 32.53)

c1$§+ 16,42 (12,28: 21,06) 16.16 (11.52; 21.43) 16,03 (11,63; 21,09) 14.2 (9.29; 19.96)

TNF-0  cpsicpas|  14.08(9.53:18.47) 13,68 (9.56: 18,42) 12,95 (9.43; 17.34) 11,14 (9.31: 1649)
Cp3iess|  14.65(11,29:20.27 14,10 (10,76; 20.19) 14,91 (10.0; 21,22) 14.81 (8.9: 21,15)
o 13,58 (9.34: 17.75 14,31 (9,75; 18,13) 14,29 (9,84; 18,53) 14,26 (9,15; 18,29)
IL-2  cpsicpas | 21,96 (14,07: 27.84) 21,67 (14.42; 27.88) 22,27 (14,58; 27.83) 21,22 (15,07; 27.88)
b 1&,'33-;@98,, 4,69 (2.97; 6,57) 4,75 (2.87: 6.98) 481 (2.99: 6.96) 4,16 (2.26; 6,98)

" con 0.78 (0.46: 1.21) 0.74 (0.46; 1,18) 074 (0,43; 1,14) 061 (0.43: 0.94)

IL-4  cpi.cpas 1.35(0,7: 1.91) 125 (0,70; 1.95) 1.27 (0.76: 1.84) 1,16 (0.48: 1.65)
 comcpge|  0.34(0.04:1,00) 033 (0.04: 0.74) 0.28 (0.03:0,73) 0,22 (0,01; 0.49)

DL 1,18 (0,75; 1.62) 1,12 (0.79; 1.61) 115 (0.78: 1.61) 1.08 (0.67: 1.53)

IL-13  cpiicpas 1,93 (1,08; 2.76) 1.89 (1.15:2.76) 196 (1,08; 2.76) 2,28 (1,06; 2.82)
 couicpas|  0.86(036:13D) 0,77 (0.29: 1,49) 0.76 (0,33: 1,5) 0.71 (0,45;1,49)

Bei der Untersuchung der Kinder im zweiten Lebensjahr wurden die Eltern beziiglich des

Kinderkrippenbesuchs und des -eintrittsalters ihres Kindes befragt. Im sechsten Lebensjahr
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lieBen sich keinerlei Zusammenhiinge zwischen dem Eintrittsalter in die Kinderkrippe und der

Zytokinsynthese der T-Zellen feststellen (Tab. 22).

Allerdings zeigte sich, dass Kinder, die eine Kinderkrippe besucht hatten, ein etwa um die
Hilfte verringertes Risiko einer allergischen Sensibilisierung, insbesondere gegen die
Mischung inhalativer Allergene und gegen Hausstaubmilben aufwiesen (Tab. 23).

Tabelle 23: Risiko einer allergischen Sensibilisierung in Abhingigkeit vom Kinderkrippenbesuch.
Angegeben sind OR (95%CI) und aOR (95%CI) Die Adjustierung erfolgte fiir atopische Familien-
anamnese, Sozialstatus, Geschlecht, iltere Geschwister, Renovieren in der Schwangerschaft und Stillen.
** Fallzahl zu gering

! nie Kinderkrippenbesuch irgendwann im 6.-24 Lebensmonat
Allergene N N (%) L (95:%3(31.)_ | aOR (95%CI)

Gesamt-1gE k 19/100 (19,0) 18/175 (10,3) 0,51 (0,26; 1.01) | 0,49 (0,22; 1,07)
spez. IgE 41/100 (41,0) 52 /123 (29.7) 0,62 (0,37; 1.03) 0,49 (0,27, 0,89)
Inhalationsallergene 37/100 (37.0) 45/175 (25.7) 0,60 (0,35; 1,01) | 0,48 (0,26; 0,90)
Roggen 15/100 (15.0) 22/175 (12,6) 0,81 (0,40; 1,65)| 0,72 (0,32; 1,60)
Lieschgras 16/100 (16.0) 25/175 (14,3) 0,87 (0,44; 1,72) | 0,68 (0,31; 1,48)
Cladosporium herb. 1100 (1,0) 3175 (1.7) 1,72 (0,17; 16,90) s

Birke ‘ 10/100 (10,0) 23/175 (13,1) 0.60 (0,35; 1.01) 1,36 (0,57; 3.27)
Beifuss e . 5/100 (5.0) 11/175 (6.3) 1.27 (0,42: 3.78) 1,25 (0,39; 3.98)
Hausstaubmilbe 22/100 (22.0) 25/175 (14,3) 0,58 (0.31; 1,11) | 0,48 (0,23; 0,98)
Katze e 4/100 (4.0 11/175 (6.3) 1,60 (0,49; 5.19) 1,31 (0.38; 4.61)
Hund Hes 5/100 (5.0) 7175 (4,0) 0,79(0,24:2,56) | 0,62 (0,17;2,31)
Nahrungsmittelallergene 16/100 (16,0) | 22/152/(12.6) 0,78 (0,39; 1,57)| 0,70 (0,33; 1,52)
Eiklar L 5/100 (5,0) 6/175(3,4) 0,67 (0,20; 2.25) 0,51 (0,14; 1.88)
Erdnuss . 4/100 (4.0) 8/175 (4.,6) 1,14 (0,33:3.90) | 2,08 (0,50; 8.63)
Soja 17100 (1,0) 8/175 (4.6) 4.70(0,58: 38.61) | 7.47(0,79; 71,12)
Milch 6/100 (6,0) 12/175 (6.8) 1,14 (0.41: 3.15) | 0,80 (0.27; 2.40)
Dorsch ! 2/100 (2,0) 1 /175 (0,6) 0,56 (0,57, 4.07) ek

Weizen 17100 (1,0) 8/175 (12,6) 4,69 (0,57: 38,38) | 7.47 (0,79;71,12)

3.3.3.2 Kindergartenbesuch im sechsten Lebensjahr
In einem Telefoninterview wurden die Eltern nach dem Besuch einer Kindereinrichtung ihres
Kindes im sechsten Lebensjahr befragt. Es konnten 290 Familien erreicht werden. Alle
Kinder dieser Kohorte besuchten vor der Einschulung den Kindergarten oder eine Vorschule.
Daher war es nicht moglich, eventuelle mogliche Einfliisse dieses Faktors auf das

Immunsystem zu beobachten.
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3.3.4 Einkommen
Die Eltern wurden nach dem durchschnittlichen Nettoeinkommen ihres Haushaltes befragt.
Anhand dieser Angaben und der Angaben beziiglich der im Haushalt lebenden Personen

wurde das bedarfsgewichtete Nettodquivalenzeinkommen berechnet. Hierzu werden den im

Haushalt lebenden Personen Tabelle 24: Anteile zytokinproduzierender Zellen in
Abhiingigkeit vom bedarfsgewichteten Haushalts-
bedarfsabhiingige Faktoren zugeordnet. einkommen. Angegeben sind Median und in Klammern
25. bzw. 75. Perzentile in [%], signifikante Ergebnissse

Entsprechend der OECD-Scala erhielten  (5<0,05) sind fett gedruckt.

der Haushaltsvorstand den Faktor 1.0, | | Einkommen e
. . . | o -Wert
jede weitere Person iiber 14 Jahren den —~ S ?gz,oo i ?281’00 L
. . e (138245 (107106 0004
Faktor 0,5 und Kinder bis 14 Jahre 0,3. . 50 54
. IFN-y cD3CDas| 5005 (3.8:7.5) 0,881
Anschliefend wurde das i 1
- CD3+CDB+ 28,3 24, 0,040
Nethocinlk il A6 B d (19,9;36,7)  17.0;31.9) ’
ettoeinkommen durch die Summe der - 18,4 15,6
Fak el e (13,13;_) 244) (111,212 0008
aktoren geteilt. o 7 12,8
Z _  [REe R (05193 (03:177) 0,109
264 Eltern, von deren Kindern die it 15,2 14,1 0.061
(11,8:23.2)  (9.6:20,6) 2
Blutuntersuchung durchgefiihrt wurde, e 14,3 i ;3‘8 0.659
E (9,2;17,9) 9,3;18,0) '
hatten Angaben zu ihrem Einkommen - CD3CDA (15?'2079) (1329‘_3-;74) 0,237
gemacht. Von diesen lagen 50 Haushalte CD3CDEs | g g:% 9) A g_'g 9) 0,735
unter der Armutsrisikogrenze (weniger L opas (og? " (© 27; 2) 0,465
als 60% des landesweiten Medians) von IL-4  co3+coas © ;a 8 © ;22 0) 0,697
€ 938,00. Kinder, die aus diesen | comcon (0.?:%45) (0'8:‘%‘8) 0,921
. - 1 1,1
Familien stammten, hatten erhdhte EDfe (0'3;'(1)_5) (0.8:1.6) 0,884
1.9 1.8
Anteile IFN-y produzierender CD3+ und ILitd | el 12005 (1,1;2,8) 0,760
i L 0,7 0,8
CD3 +CD8+ Zellen und TNF-o coners] o3y oaie 8%

produzierender CD3+ Zellen (Tab. 24)

Im Vollblutassay wurden zwischen den Tyl/Ty2-Zytokinen diesbeziiglich keine
Konzentrationsunterschiede festgestellt. Dagegen waren die Konzentrationen der
Entziindungsmaker IL-6, IL-8, IL-10, TNF-0t und MCP-1 erhdht (Tab. 25). In Hinsicht auf
die Neuropeptide zeigten sich keine Unterschiede.

Differenzen beziiglich einer allergischen Sensibilisierung wurden nur auf Rohdatenebene fiir
die Sensibilisierung gegen Hausstaubmilben mit Signifikanzniveau gefunden (OR (95% CI):

2,15 (1,02; 4,53)).
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Tabelle 25: Zytokinkonzentration im Vollbluessay in Abhiingigkeit vom bedarfsgewichteten Haushalts-
einkommen. Angegeben sind Median und in Klammern 25. bzw. 75. Perzentile in [pg/ml], signifikante

Ergebnissse (p<0,05) sind fett gedruckt.

: Bedarfsgewichtetes Nettodquivalenzeinkommen
< €938,00 > € 938,00 prert

PG 9,1 (0,0;14,7) 7,0 (0,0 13,2) 0,379

(IFNy  LPS 47,5 (28,5, 88.7) 50,6 (27,5; 100,4) 0,802
i PHA 1856,9 (1233,4; 3765,8) 1614.7 (922,0; 2641,8) 0,118
0 PM 5,9 (0,0; 9,4) 6,3 (0,0; 9,6) 0,717
PHA 45,0 (29,3; 81,3) 45,0 (27,5, 72,3) 0,661
I PM 11 (0,0;2,3) 0,3 (0,0; 2,3) 0,604
e PHA 3,5(1,5;6,3) 3,7 (2,3, 6,8) 0,686
il e 9,0 (5,4; 16,5) 6,7 (4,2;9,6) 0,002

_ LPS 84917 (7307,1;9129,3)  8587,3 (7556,5; 9550,3) 0,383
i PM 68,8 (30,4; 175,5) 43,0 (25,5; 76,7) 0,002
i LPS 47871 (3048,1;5264,6) 37981 (3009,3; 5264,6) 0,121
PM 2.8 (1,5,3,4) 15(1,53,1) 0,039

Jiliio i ips 15,5 (9,9; 24,4) 14,0 (9,4: 20,1) 0,218
PHA 42,6 (34,5: 54,3) 43,3 (28,2: 56,0) 0,638
e 8,7 (5,3: 15,2) 6,1 (4,3;9,3) 0,003
LPS 07817 (2270,7;3435,5)  3140,8 (2437,0; 3795,8) 0,174
el P 102,9 (74,5; 198,4) 82,9 (61,7; 121,0) 0,007
(iilps 721,4 (511,7; 1072,5) 760,8 (4973 1005,1) 0,685
S 4035 (315,4; 498,0) 309,1 (323,4; 524,9) 0,690
PHA 386,5 (270,5; 489,4) 3685 (276,1; 456,7) 0,813

PM 72654 (5325,7,9311,6) 72155 (5420,6; 9311.6) 0,727

RANTES

- PHA 80722 (6294,1: 11490.6)  7979,3 (5915,1; 11270,9) 0,631

3.3.5 Arbeitslosigkeit

Weiterhin wurden die Eltern befragt, ob sie in den letzten sechs Jahren arbeitslos gewesen

waren. 17 Elternpaare gaben an, dass zumindest ein Elternteil innerhalb von sechs Monaten

vor Datenerhebung fiir min. drei Monate keine Arbeitsstelle hatte. Bei 65 Elternpaaren traf

dies irgendwann im Verlauf des ersten bis funften Lebensjahr des Kindes zu. 189 Elternpaare

hatten stets Arbeit.

Es waren zwischen den Kindern erwerbstiitiger bzw. arbeitsloser Eltern kaum Unterschiede

beziiglich Neuropeptid- und Zytokinkonzentrationen sowie dem Risiko einer allergischen

Sensibilisierung festzustellen. Lediglich die Konzentration von IL-5 war im unstimulierten

Ansatz des Vollblutessays bei Arbeitslosigkeit der Eltern im sechsten Lebensjahr im

Vergleich mit Kindern, deren Eltern stets erwerbstitig waren, erhoht (Tab. 26).
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Tabelle 26: Anteil IL-4 produzierender CD3+ Zellen [%] und Konzentration von MCP-1 [pg/ml] in
Abhiingigkeit von der Erwerbstiitigkeit der Eltern

. Arbeitslosigkeit p-Wert
. : i - nievs.  6.LJvs 1.-5LJ
nie 1.5, LJ (bl 6. LJ 1.-5.LJ vs. nie
0,7 0,7 0.7
CD3+ (0,4;1,2) (0,4: 1,0) (0,5:1,1) 0,388 0,665 0,038
1,2 1,2 1,2
IL-4 CDS+CD1.1.+ (0,7:2,0) (07:1,7) (0,8;1,4) 0,585 0,937 0,433
i 0,3 0,3 0,3
CD3+CD8+ (0,0: 0,8) (0,0:0.7) (0,0: 0,6) 0,591 0,802 0,608
0.3 1,5 2.3
a PM (0.3:2,3) (1,5:2.3) (1,5:2.8) 0,020 0,081 0,404
il 4,0 3.4 4.0
PHA (2,3: 6.6) (1.8:6,8) (2,4: 6.5) 0,924 0,791 0,416
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4 Diskussion

4.1 Immunologische Parameter und Neuropeptide

Um den immunologischen Hintergrund der Kinder zu untersuchen wurde die Fihigkeit der T-
Lymphozyten zur Produktion verschiedener, bei der Entstehung allergischer Erkrankungen
relevanter Zytokine bestimmt. AuBerdem wurde die Konzentration von teilweise diesen und
weiteren Zytokinen und von verschiedenen Chemokinen im Vollblutassay untersucht, um so
nicht nur die T-Zellen, sondern die Zytokinproduktion aller im Blut vorkommender Zytokine

zu erfassen.

4.1.1 Zytokinsynthese der T-Zellen und Zytokinkonzentration im
_ Vollblutassay

Im Blut messbare Zytokine stammen aufler aus T-Zellen auch aus anderen Quellen. Daher
wurde mittels Spearman Rangkorrelation der Zusammenhang zwischen T-Zell-
Zytokinproduktion und Konzentration der Zytokine im Vollblutassay derjenigen Zytokine, die
mit beiden Methoden gemessen wurden, untersucht. Dies war fiir [FN-y, IL-4 und TNF-o der
Fall. Allerdings wurden fiir die Stimulation der T-Zellen im Vollblutessay PHA eingesetzt
wiihrend bei der bei der Intrazelluliren Zytokinfarbung mit PMA und Ionomycin stimuliert
wurde. Daher sind die Ergebnisse nur bedingt vergleichbar.

IFN-y wird hauptsiichlich von aktivierten Natiirlichen Killerzellen, CD4+ Tyl-Zellen und
CD8+ T-Zellen gebildet. Weitere IFN-y bildende Zellen sind Makrophagen, dentritische
Zellen, naive CD4+ T-Zellen und B-Zellen (Teixeira et al. 2005). Wie erwartet korrelierte die
Konzentration von IFN-y im PHA-stimulierten Vollblut mit der Anzahl IFN-y produzierender
T-Zellen. Dies spricht dafiir, dass stimulierte T-Zellen eine bedeutende Quelle fiir IFN-y
darstellen. Dass sich in den anderen Ansitzen des Vollblutessays (PM und LPS) kein
Zusammenhang zur T-Zell-Produktion von IFN-y nachweisen lie, weist auf weitere
Ursprungsorte hin.

Ahnliches lieB sich auch fiir IL-4 nachweisen. Dieses Zytokin wird aufer von aktivierten Ty-
Zellen auch von Mastzellen, eosinophilen und basophilen Zellen produziert. Letztere stellen
eine quantitativ bedeutendere Quelle dar als Ty-Zellen (Gessner et al. 2005). Der Anteil IL-4
produzierender CD3+ und CD3+CD4+ T-Zellen korrelierte mit der Konzentration von IL-4
im PHA stimulierten Vollblut. Dies weifit auf stimulierte Ty-Zellen als Quelle fiir 1L-4 hin.
Fiir weitere Quellen von IL-4 spricht, dass sich zwischen Zytokinkonzentration im
unstimulierten Ansatz des Vollblutassays und T-Zellproduktion kein Zusammenhang zeigte.
CD3+CD8+ T-Zellen produzieren kein IL-4. Daher konnte kein Zusammenhang beobachtet

werden.
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TNF-a wird von einer Vielzahl von Zellen gebildet, hauptsichlich von Makrophagen aber
auch Natiirlichen Killerzellen und Monozyten und Ty-Zellen (Smyth und Johnstone, 2000).
Aufgrund des quantitativ geringen Anteils aus T-Zellen stammendens TNF-a und da kein T-

Zellen stimulierender Ansatz untersucht wurde, war kein Zusammenhang zu erwarten.

4.1.2 Allergische Sensibilisierung und Zytokine

Es ist seit lingerer Zeit bekannt, dass, obwohl eine allergische Sensibilisierung nicht mit einer
allergischen Erkrankung gleichzusetzen ist, sie einen bedeutenden Risikofaktor fiir die
Manifestation dieser darstellt. So wurde z. B. in der MAS-Studie belegt, dass Kinder, die in
ihrer frithen Kindheit gegen Nahrungsmittel sensibilisiert waren, spiter sehr viel hidufiger an
allergischen Erkrankungen der Atemwege litten. Daher wurde insbesondere cine linger
nachweisbare Sensibilisierung als ein starker prognostischer Faktor flir die spitere
Entwicklung einer atopischen Erkrankung beschrieben (Kulig et al. 1998).

Es wurde ein Zusammenhang zwischen dem Risiko einer allergischen Sensibilisierung gegen
verschiedene inhalative und Nahrungsmittelallergene und dem Anteil zytokinproduzierender
CD3+ Zellen bzw. der Zytokinkonzentration im Vollblutassay untersucht. Wie zu erwarten
war wurde ein Zusammenhang zwischen dem Risiko einer allergischen Sensibilisierung und
einen Tyy2-gerichteten Zytokinprofil gefunden. Aufgrund der teilweise nur geringen Zahl der
gegen die verschiedenen Einzelallergene sensibilisierten Kinder erscheint zundchst die
Betrachtung der Allergenmischungen sinnvoll. Eine Sensibilisierung gegen inhalative
Allergene war mit einer erhohten Konzentration von IL-4, IL-5 (PHA) und MCP-1 (LPS)
verbunden. Kinder, die gegen Nahrungsmittelallergene sensibilisiert waren, wiesen
verminderte Konzentrationen von IFN-y und IL-6 (PM) und eine erhéhte Konzentration von
IL-5 (PHA) und IL-4 bzw. IL-13 produzierender CD3+ sowie IL-13 produzierender
CD3+CD8+ Zellen auf. Die Betrachtung der verschiedenen Einzelallergene zeigt
gleichsinnige Verinderungen. Insbesondere die IL-5-Konzentration im PHA-stimulierten
Ansatz des Vollblutassays war mit einer Sensibilisierung gegen fast alle untersuchten

inhalativen Allergene verbunden.

4.1.3 Neuropeptide und Zytokine im Vollblutassay
In zahlreichen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Neuropeptide die
Zytokinsynthese verschiedener Zellen beeinflussen. So induzierte SP in aktivierten
Lymphozyten und Makrophagen von Ratten in vive die Sekretion von IL-6 und TNF-a
withrend Somatostatin dies hemmte (Ryu et al. 2000). SP steigerte auch die Produktion von
IL-6 und TNF-¢. durch Mastzellen (Azzolina et al. 2003) und die IFN-y-Produktion muriner

T-Zellen (Blum et al. 1998). Betrachtet man die Studien, in denen menschliche Zellen
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untersucht wurden, so wurde beobachtet, dass SP in physiologischen Konzentrationen die
Freisetzung von TNF-a und IL-10 durch periphere Mononukleare Zellen steigert. Dagegen
war der induzierende Effekt auf die Sekretion von IFN-y und IL-4, der in einer fritheren
Studic gefunden worden war, nicht nachweisbar (Gordon et al. 1997; Kim et al. 2003). Im
Vollblut von Patienten mit rheumatoider Arthritis stimulierte Substanz P die Produktion von
IL-1B, TNF-a und IL-6, allerdings nicht in LPS-stimulierten Ansitzen. Das Gleiche war auch
in geringerem Ausmal im Blut von Patienten mit Osteoarthritis feststellbar (Hernanz et al.
2003). Menschliche Zahnpulpazellen produzierten als Reaktion auf SP vermehrt IL-8 und
auch geringfiigig mehr MCP-1 (Park et al. 2004). In Ubereinstimmung mit diesen Daten
zeigten die untersuchten LISA-Kinder einen positiven Zusammenhang zwischen der
Konzentration von Substanz P und der Konzentration inflammatorischer Marker wie IL-10
und IFN-y. Dagegen waren IL-8, Eotaxin und RANTES negativ mit SP korreliert.

Im Gegensatz zu SP wurde fiir Somatostatin eine antiinflammatorische Wirkung
nachgewiesen. Es inhibiert in physiologischen Konzentrationen die Freisetzung von IL-8
(Komorowski et al. 2000) und die Sekretion von IL-6, IL-1f und TNF-a aus LPS stimulierten
PBMC (Peluso et al. 1996). Auch in anderen Zellen wurden hemmende Effekte von
Somatostatin nachgewiesen. Beispielsweise inhibiert es die Freisetzung von IL- 8 und IL-1j
von aktivierten und nichtaktivierten intestinalen Epithelzellen und von IL-6 aus menschlichen
Fibroblasten (Andoh et al. 2002; Chowers et al. 2000). Dagegen stimuliert es die Freisetzung
von IL-4 und IL-10 aus murinen T-Zellen (Krantic, 2000). Im Rahmen der LISA-Studie
wurde ein positiver Zusammenhang zwischen Somatostatin und GATA3, einem
Transkriptionsfaktor, der die Ty2-Antwort markiert und zwischen Somatostatin und SOCSI,
einem Transkriptionsfaktor, der Tyl-Zellen hemmt, gefunden (Herberth et al. 2006). Im
Einklang mit diesen Literaturdaten zeigte sich in den hier untersuchten Kindern ebenfalls eine
negative Korrelation zwischen Somatostatin und den inflammatorischen Zytokinen IL-8, IL-
10, IFN-y. Eine positive Korrelation bestand mit dem Ty2-Zytokin IL-4. Zusammengeflasst
sprechen diese Daten dafiir, dass Somatostatin das Ty1/Ty2-Gleichgewicht in Richtung T2
verschieben konnte und so ein Risikofaktor fiir eine allergische Sensibilisierung bzw.
atopische Erkrankung darstellen konnte.

VIP wirkt ebenfalls antiinflammatorisch. Es ist ein wichtiger endogener Faktor, der die Ty;2-
Differenzierung fordert und Tyl-Zellen hemmt. Dies geschieht in durch verschiedene
Mechanismen. So konnte gezeigt werden, dass es die Expression von B7-2 in unstimulierten
Makrophagen und dentritischen Zellen induziert (Delgado et al. 1999). Makrophagen, die in
vitro mit VIP behandelt wurden, induzierten in antigenstimulierten CD4+ Zellen die Tyu2-

Zytokineproduktion und hemmten Tyl Zytokine (Delgado, 2003). In einer weiteren Studie
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konnte gezeigt werden, dass es die Freisetzung von IFN-y, aber auch IL-4 aus peripheren
mononucleiren Zellen von Patienten mit atopischer Dermatitis senkt (Gordon et al. 1997). In
den hier untersuchten Kindern lieB sich allerdings kein Zusammenhang zwischen VIP- und

Zytokinkonzentration feststellen.

4.1.4 Neuropeptide und allergische Sensibilisierung

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Kinder mit den hdchsten
Konzentrationen von Somatostatin ein gesteigertes Risiko einer Sensibilisierung gegen
Nahrungsmittelallergene und einzelne inhalative Allergene haben. Ahnliche Ergebnisse
wurden auch bei VIP beobachtet.

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen wurde in dlteren Studien auf zellulirer Ebene (in vitro)
festgestellt, dass sowohl SOM als auch VIP inhibierend auf die TgE-Produktion von B-Zellen
(aber nur in Gegenwart von T-Zellen und Monozyten) atopischer und nicht atopischer
Spender wirken. Weiterhin zeigte Substanz P in diesen Studien keinen Einfluss auf die IgE-
Synthese (Kimata et al. 1992; Kimata, 1996). Dieselbe Forschergruppe konnte aber allerdings
in spiteren in vivo Untersuchungen an Patienten mit atopischer Dermatitis nachweisen, dass
erhohte Konzentrationen von SP und VIP mit erhéhten IgE-Spiegeln korrelierte (Kimata,
2003b). Innerhalb der LISA-Studie konnte gezeigt werden, dass SOM die Ty2-Entwicklung
beeinflusst und mit erhohten Ty2-Zytokinkonzentrationen assoziiert ist (Herberth et al. 2006).
Diese Daten, zusammen mit den hier gefundenen Ergebnissen legen nahe, dass SOM bzw.
VIP einen modulierenden Effekt auf die Immunreaktion haben kénnten und so zu einem

gesteigerten Risiko einer allergischen Sensibilisierung fithren.
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4.2 Einfluss von stressenden Lebensereignissen

Der Einfluss von Stress auf die Gesundheit wird viel diskutiert. In einigen Studien wurde auch
der Einfluss von Stress auf die Entwicklung von allergischen Erkrankungen einerseits und die
Auspriigung der Symptome andererseits untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass
einschneidende Ereignisse im Leben, wie ein Umzug, Verinderungen in der Familie,
Krankenhausaufenthalt oder Verkehrsunfille die Inzidenz von Asthmanfillen steigern. Dieser
Anstieg wurde unmittelbar nach dem Ereignis und nach einer etwa vierwdchigen Latenz
beobachtet (Sandberg et al. 2004). Langfristig gesehen konnten Erlebnisse wie Emigration
oder Scheidung der Eltern, mit einem gesteigertem Risiko fiir allergische Sensibilisierung,
Asthma und atopischer Dermatitis in Verbindung gebracht werden (Anderzen et al. 1997;
Bockelbrink et al. 2006). Kiirzlich konnte auBerdem gezeigt werden, dass Stress den Erfolg
einer sublingualen Desensibilisierung asthmatischer Kinder mindert (Ippoliti et al. 2006). Es
wurden allerdings nur wenige dieser Untersuchungen an jiingeren Kindern durchgefiihrt. Es
wurde aber ein Zusammenhang zwischen der Stressbelastung der Eltern und kindlichem
Wheezing beobachtet (Wright et al. 2002). Ebenfalls gibt es nur wenige Studien, die den
Einfluss von Stress auf die Zytokinproduktion untersuchten. Es konnte allerdings gezeigt
werden, dass Stress das Zytokingleichgewicht in Richtung Ty2-Typ verlagert, die IgE-
Produktion steigert und die Mastzelldegranulation triggert. Diese Reaktion war auch mit
erhohten Blutkonzentrationen von Substanz P und VIP assoziiert (Kimata, 2003Db).

Da beides, sowohl allergische Erkrankungen als auch Stress im Kindesalter gestiegen sind,
war es ein Ziel dieser Arbeit den Einfluss von stressenden Lebensereignissen und
Lebensumstinden auf Neuropeptidkonzentrationen und die Immunreaktivitit sechsjdhriger

Kinder zu untersuchen.

4.2.1 Umzug
Obwohl Umzug in unserer Gesellschaft ein hiufiges Phinomen ist, gibt es nur wenige
Studien, die sich mit dessen Einfluss auf die Entwicklung des Kindes beschiftigen. Da
allerdings in der bisherigen Literatur meist negative gesundheitliche Effekte mit einem
Umzug assoziiert wurden, ist er als Stressfaktor zu betrachten (Kelly und Lamb, 2003). Bei
einem Umzug dndern sich nicht nur Wohnung und Wohnumfeld, er ist moglicherweise auch
mit dem Verlust von Bezugspersonen wie Nachbarn und Spielkameraden verbunden.
Zusiitzlich konnten die Umstinde, die zu dem Umzug fiihrten das Kind stressen, etwa eine
Scheidung oder neue Partnerschaft der Eltern, die Geburt eines weiteren Geschwisterkindes
oder der Verlust der Arbeitsstelle. Auch haben Kinder bei einem Umzug normalerweise keine

Wahl. Diese Faktoren konnten zu Stress fithren, der auch die Immunreaktivitit der Kinder

beeinflusst.
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In einer prospektiven Studie wurden zwdlfjahrige, schwedische Kinder, die ihr Heimatland
verlassen mussten, vor und ein Jahr nach der Emigration untersucht. Vor dem Umzug waren
keine Unterschiede zwischen diesen Kindern und einer Kontrollgruppe aus Kindern, die in
Schweden blieben, festzustellen. In der zweiten Untersuchung war der Anteil von Kindern,
die eine Sensibilisierung zeigten, in der Emigrationsgruppe gegeniiber der Vergleichsgruppe
signifikant erhoht. AuBerdem berichteten die Eltern hiufiger iiber Symptome allergischer
Hauterkrankungen ihrer Kinder im vergangenen Jahr. Diese Modifikationen waren mit
Klimaverinderungen nicht zu erkliren. Als mdgliche Ursache wurde der mit dem Verlust des
sozialen Umfeldes und dem Einleben in der fremden Kultur verbundene Stress angefiihrt
(Anderzen et al. 1997).

In der vorliegenden Arbeit erfolgte der Umzug der meisten Kinder innerhalb von Leipzig.
Zwei Kinder zogen in die nihere Umgebung von Leipzig und zwei Kinder in einen anderen
Teil Deutschlands. Zwischen diesen Subgruppen zeigten sich keine Unterschiede. Beim
Vergleich der Kinder, die in den letzten 12 Monaten vor Blutabnahme umgezogen waren mit
den Kindern, die nicht umgezogen waren, lieBen sich erhohte Konzentrationen von VIP und
die Tendenz einer hiufigeren Sensibilisierung feststellen. Dies deutet darauf hin, dass bereits
ein Umzug innerhalb des Heimatlandes ein Stressfaktor darstellen konnte, der auch
Sensibilisierung der die Kinder beeinflusst. Moglicherweise sind hiervon insbesondere
jiingere Kinder betroffen, da diese enger mit ihrem soziokulturellen Umfeld verbunden sind.
Gleichzeitig zeigten diese Kinder erhdhte Konzentrationen inflammatorischer Marker (IL-6,
IL-8 und MCP-1). Da VIP antiinflammatorisch wirkt, iiberrascht dieses Ergebnis.
Moglicherweise ldsst sich die Zytokinerhthung aber auf die mit einem Umzug oftmals
verbundene Renovierungstitigkeit zuriickfithren. Die klinische Relevanz der beobachteten
Veriinderungen sollte an einer groferen Studienpopulation gepriift werden. Die LISA-
Gesamtkohorte wiirde hierzu die Moglichkeit bieten. Ein Vergleich mit Kindern, bei denen

der Umzug linger zuriick lag war nicht méglich, da die Fragestellung dies nicht erfasste.

4.2.2 Bildschirmzeit
Exzessivem Fernseh- und Videospielkonsum im Kindesalter werden zahlreiche Folgen
zugeschrieben, wie z. B. Neigung zu Adipositas, Verhaltensstorungen und erhdhte
Gewaltbereitschaft (Songul et al. 2002). Insbesondere Beschiftigung mit Videospiclen mit
Musik filhrte zu zahlreichen stressassoziierten Verinderungen wie einer Steigerung der
kardiovaskuliren Aktivitit und der Cortisolausschiittung (Hebert et al. 2005). Kiirzlich gelang
es zu zeigen, dass Patienten mit atopischer Dermatitis unmittelbar nach zweistiindiger
Beschiftigung mit einem Videospiel hohere Spiegel an Substanz P, VIP und Nerve Growth

Factor aufwiesen als zu Beginn des Spiels. Dies war mit ebenfalls erhdhten Konzentrationen
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von IL-4, IL-10 und IL-13 und der gesteigerten Fahigkeit zur in vitro IgE-Synthese
verbunden. IFN-y und IL-12 waren dagegen erniedrigt. Daraus wurde geschlussfolgert, dass
das Spielen von Videospielen Stress verursacht, der das Tyl/Ty2 Gleichgewicht zugunsten
des Ty2-Typs verschiebt und die Symptome von Patienten mit atopischer Dermatitis
verschlimmern kénnte. Bei gesunden Patienten und bei Patienten mit allergischer Rhinitis

lieBen sich dagegen keine Unterschiede feststellen. (Kimata, 2003b).

Bei der Untersuchung der Kinder in der LISA Studie liel sich keine Abhingigkeit der
Neuropeptidkonzentration von der Zeit, die die Kinder gewohnlich vor einem Bildschirm
verbringen, nachweisen. Dies konnte daran liegen, dass eventuell auftretende Effekte nur
kurzfristig sind und daher nur unmittelbar nach dem Fernschen nachzuweisen wiiren. Eine
weitere Ursache kénnte sein, dass sechsjdhrige Kinder, die ihre Zeit vor einem Bildschirm
verbringen, meist fernsehen, wihrend Computerspiele erst bei &lteren Kindern an Bedeutung
gewinnen (Feierabend und Klinger, 2003). Fernsehen konnte fiir die Kinder vergleichsweise

weniger belastend sein als Videospiele.

4.2.3 Trennung der Eltern

Eine Trennung der Eltern ist fiir Kinder ein emotionales Trauma und kann bis ins
Erwachsenenalter zu Problemen fiihren. Zu dem Verlust eines Elternteils treten oftmals noch
weitere Veriinderungen, etwa auch der Verlust eines GroBelternpaares, eine Verminderung
des Einkommens oder der Umzug in eine kleinere Wohnung (Huurre et al. 2006; Schor,
2003).

Der Trennung selbst geht oftmals eine lingere Phase von Konflikten zwischen den Eltern
voraus. Auferdem wurde eine Erosion der Eltern — Kind — Beziehung bereits acht bis zwdlf
Jahre vor einer Scheidung nachgewiesen (Amato und Booth, 1996). Vorschulkinder reagieren
auf diese Situation entsprechend ihres egozentrischen Weltbildes mit Schuldgefiihlen,
Loyalititskonflickten und Verlassensangst (Bryner, Jr., 2001; Cohen, 2002).

In der vorliegenden Arbeit wurde nicht nach dem mit der Trennung der Eltern verbundenem,
subjektiv empfundenem Stress der Kinder gefragt. Aber es liegt nahe, dass diese Situation die
Kinder emotional belastet. Diese Belastung konnte sich auch auf das Immunsystems
auswirken. In der LISA-Studie selbst wurde bei Kindern, die in ihren ersten beiden
Lebensjahren eine Trennung der Eltern erleben mussten, eine erhohte Inzidenz fir ein
atopisches Ekzem im Alter von zwei und drei Jahren beobachtet (Bockelbrink et al. 2006). In
einer schwedischen Studie wurden Kinder mit atopischer Familienanamnese im I8.
Lebensmonat und mit drei Jahren auf Symptome allergischer Erkrankungen untersucht.

AuBerdem wurde die emotionale Verbundenheit der Familienmitglieder einem
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standardisiertem Test unterzogen. Kinder aus Familien mit gestorten zwischenmenschlichen
Bezichungen zeigten ein erhéhtes Risiko fiir die Entwicklung einer atopischen Erkrankung.
Dagegen war fiir Kinder aus intakten Familien die Rekonvaleszenzrate atopischer Symptome
zwischen 18. und 36. Lebensmonat erhéht (Gustafsson et al. 2002). In einer weiteren Studie
konnte ein Zusammenhang zwischen kindlichen Trennungsingsten und atopischen
Erkrankungen gezeigt werden (Slattery et al. 2002).

Die hier untersuchten Kinder, deren Eltern sich innerhalb von zwdlf Monaten vor der
Blutentnahme hatten wiesen deutlich erhdhte Konzentrationen von VIP auf. Ebenfalls erhdht
waren die Konzentrationen der Ty2-Zytokine IL-4 und IL-5. Dies weist auf eine Verlagerung
des Zytokingleichgewichts in Richtung Ty2 hin, was moglicherweise durch VIP beglinstigt
wurde. Tatsiichlich konnte in vitro gezeigt werden, dass mit VIP stimulierte Makrophagen
und Dentritische Zellen vermehrt Ty2-Zytokine (IL-4, IL-5) produzierten, wihrend
dieProduktion von Ty1-Zytokinen vermindert war (Delgado, 2003). AuBerdem unterstiitzt es
das Uberleben von T};2-Gedichtniszellen (Delgado et al. 2002).

Der Zusammenhang zwischen akutem Stress und dem Anstieg von VIP ist sowohl im
Tiermodell als auch im Menschen vielfach belegt. Schon vor lingerer Zeit konnte gezeigt
werden, dass beim Menschen der VIP-Spiegel mit der Konzentration der typischen
Stressmarker (Cortisol und Katecholamine) assoziiert war (Crozier et al. 1988). Ratten zeigten
bei Exposition mit Lirm eine mit der Lautstirke steigende Plasmakonzentration von VIP,
SOM und SP (Mu et al. 2006). Bei Menschen mit atopischer Dermatitis waren Stressoren wie
klingelnde Handys und die Beschiftigung mit Bildschirmgeriten mit gesteigerten VIP-
Konzentrationen verbunden (Kimata, 2003a; Kimata, 2003b).

Es wurde bereits vorn ausgefiihrt, dass ein dosisabhiingiger Zusammenhang zwischen der
Konzentration von VIP und dem Risiko einer allergischen Sensibilisierung bestand. Der
Anteil allergisch sensibilisierter Kinder war unter den Scheidungskindern mit deutlicher
Tendenz erhéht. Auch wenn dies aufgrund der geringen Fallzahl nur vereinzelt
Signifikantniveau erreichte, steht diese Tendenz im Einklang mit den oben genannten Studien,
die fir Kinder geschiedener Eltern, bzw. fiir Kinder aus Familien mit gestorten
innerfamiliiiren Beziechungen ein erhohtes Risiko einer atopischen Erkrankung feststellten.
Zusammengefasst unterstiitzen diese Ergebnisse, die mit einer Trennung der Eltern
verbundene Erhéhung der VIP-Konzentration, die Verschiebung des Zytokinprofils und das
gesteigerte  Risiko einer allergischen Sensibilisierung, die These, dass VIP ein
Verbindungsglied zwischen Stressor und klinischer Manifestation einer allergischen

Erkrankung einer stressexponierten Person darstellt.
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Andererseits waren bei Kindern, bei denen die Trennung der Eltern bereits ldnger zuriick lag,
das heiBt bis zum fiinften Lebensjahr, keine Unterschiede beziiglich der Neuropeptid- und
Zytokinkonzentrationen mehr festzustellen. Wie bereits erwihnt konnte allerdings innerhalb
der LISA-Studie gezeigt werden, dass Kinder, deren Eltern sich in den ersten beiden
Lebensjahren getrennt hatten, spiter hiufiger an einem atopischen Ekzem erkrankten als
Kinder aus ungestirten Familienverhiltnissen (Bockelbrink et al. 2006). Dies deutet darauf
hin, dass die mit der Scheidung der Eltern verbundene verdnderte Immunreaktion der
»Wegbereiter™ fiir eine spitere Entwicklung einer allergischen Erkrankung sein konnte.
4.2.4 Erkrankung eines Angehdrigen

Eine schwere Erkrankung ist eine emotionale und physische Stresssituation fiir die gesamte
Familie des Kranken, die mit Sorge und Angst verbunden ist. Die Kinder erleben die
Belastung ihrer Eltern mit. Neben der emotionalen Situation bleibt fiir sie durch die héusliche
Pflege oder den Besuch des Erkrankten weniger Zeit mit ihren Eltern. Der hierdurch
entstehende Stress konnte auch die Entwicklung atopischer Erkrankungen begiinstigen.
Uberraschenderweise zeigte sich aber ein protektiver Effekt dieses Stressors. Kinder, die in
ihrem sechsten Lebensjahr eine Erkrankung eines Familienmitgliedes erlebt hatten, wiesen
eine verminderte Konzentration von Substanz P und einen héheren Anteil IFN-y- und IL-2
produzierender CD3+CD8+ Zellen auf. Die Konzentration der Zytokine im Vollblutassay
zeigten dagegen keine Unterschiede. AuBlerdem war, zumindest auf Rohdatenebene, das
Risiko einer allergischen Sensibilisierung gegen inhalative Allergene vermindert. Es ist
bekannt, dass SP die Sekretion proinflammatorischer Zytokine wie IL-1, IL-6 und TNF-ct in
PBMC fordert (Cuesta et al. 2002)

Inwieweit eine erniedrigte Konzentration von Substanz P relevant ist fiir die Entwicklung
einer allergischen Erkrankung ist unbekannt. Interessanterweise konnte anhand der LISA-
Studienpopulation gezeigt werden, dass Kinder, die bis zu ihrem zweiten Lebensjahr eine
Erkrankung eines Familienangehorigen erlebt hatten, seltener an einer atopischen Dermatitis
erkrankten. Auch hier war dieses Ergebnis unerwartet. Méoglicherweise, so wurde
argumentiert, berichteten Eltern mit engen interfamilidren Beziehungen hiufiger {iber die
Erkrankung eines Angehorigen als Eltern, die nur einen losen oder gar keinen Kontakt zu
ihren Verwandten haben (Bockelbrink et al. 2006). Daher diirfte die Frage nach einem
Erkrankungsfall in der Familie méglicherweise mehr tiber die Qualitéit der Familienbeziehung
aussagen, als iiber den Fakt einer Erkrankung an sich. Der hierdurch entstehende Bias konnte
diesen unerwarteten Effekt erkliiren. Diese Erkldrung bleibt allerdings spekulativ, da weder
nach der Qualitit der innerfamiliiren Beziehungen noch dem mit der Erkrankung

verbundenen Stressausmalf} gefragt wurde.
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4.2.5 Tod eines Angehiorigen

Der Tod eines Elternteils gehort zu den traumatischsten Ereignissen in der Kindheit, ist aber
in unserer Gesellschaft selten.

Fiir Kinder, die in ihrem sechsten Lebensjahr den Tod eines GroBelternteils, erlebt hatten,
lieBen sich lediglich tendenzielle Unterschiede beziiglich der Neuropeptidkonzentration
feststellen. Andere Familienmitglieder waren nicht verstorben. Allerdings wurde nicht
erhoben, wie eng die Beziehung des Kindes zu seinen GroBeltern war und inwieweit der
Todesfall fiir das jeweilige Kind belastend war. Einerseits konnte der Tod der geliebten Oma
fiir das Kind einen starken Stressor darstellen, der aber auch durch die Qualitiit der Eltern-
Kind-Bezichungen beeinflusst werden kann (Kwok et al. 2005). Andererseits konnte, bei
einer nur losen Beziehung zu den GroReltern, deren Tod das Kind nur wenig beriihren, zumal
Sechsjihrige den Tod oftmals noch als ein endliches Ereignis betrachten. Die Vorstellung,
dass mit dem Tod ein unwiederbringlicher Verlust der Person verbunden ist, reift meist erst
im Grundschulalter (Fleck-Bohaumilitzky, 2003). In einer moglicherweise folgenden
Untersuchung sollte daher nicht nur nach dem Verwandtschaftsverhiltnis, sondern auch nach
der tatsiichlichen Enge der Beziehung des Kindes zu dem Verstorbenen gefragt werden.

Bei dem Tod eines Verwandten im Untersuchungsjahr war im unstimulierten Ansatz des
Vollblutassays die Konzentration von IL-8 erhoht. Lag der Verlust eines Familienmitglieds
linger zuriick, zeigten sich erhéhte Konzentrationen von IL-4 und IL-5 im PHA-stimulierten
Ansatz. Diese Zytokinverinderungen deuten einen méglicherweise allergieférdernden Effekt
des Stresses durch den Tod eines Verwandten an. Das Risiko einer allergischen
Sensibilisierung lieB sich aber aufgrund der geringen Fallzahl nicht berechnen. Um mdgliche
Effekte einer Trauerreaktion auf das Immunsystem festzustellen, wire die Untersuchung einer
grioBeren Kohorte notwendig. Eine weitere Mdglichkeit wiire es, den Tod von Haustieren zu
untersuchen. Dies tritt hiufiger auf als der Tod eines Verwandten und Kinder haben zu ihren
Tieren gewohnlich eine enge Beziehung. Daher kann Tod eines Haustieres Trauerreaktionen
hervorrufen, die mit denen, die mit dem Verlust eines engen Familienmitglieds verbunden

sind, durchaus vergleichbar sind (Clements et al. 2003).

4.2.6 Einschulung
Der Ubergang von einer vorschulischen Einrichtung in das schulische Bildungssystem ist ein
Interessenschwerpunkt frithpidagogischer Forschung. Auf Grund der Unterschiedlichkeit der
institutionellen Organisation von Kindergarten und Schule ist fiir das einzelne Kind der
Schuleintritt ein bedeutender Entwicklungsabschnitt und ist in verschiedensten Bereichen
stressbelastet. Auf individueller Ebene miissen starke Emotionen wie Vorfreude, Neugier und

Stolz, aber auch Unsicherheit und Angst verarbeitet werden. Auch das Selbstbild des Kindes
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dndert sich. Es fiihlt sich ilter, selbststindiger, ,,groBer” und erschlieft sich neue Bereiche
selbststiindigen Handelns. In der Familie und der Gesellschaft ist die neue Rolle des
Schulkindes mit veriinderten Erwartungen und Sanktionen verbunden. Weiterhin steht dem
Verlust bestehender Beziehungen im Kindergarten die Aufnahme neuer Beziechungen in der
Schule gegeniiber und auch Bildungsinhalte und Methoden differieren zwischen Kindergarten
und Schule (Griebel und Niesel, 2002).

Trotz der Bedeutung dieses biographischen Ereignisses sind in der bisherigen Literatur keine
Studien bekannt, die mogliche Einfliisse des Stresses durch den Schuleintritt auf die
Immunsystemreaktivitit der Kinder untersuchten. Allerdings wurden Jurastudenten zu Beginn
ihres Studiums untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass eine in Bezug auf das Jurastudium
optimistische Haltung mit einer htheren Zahl von Ty-Zellen einherging und mit einer
gesteigerten Aktivitdt der Natiirlichen Killerzellen verbunden war (Segerstrom et al. 1998).
Die positive Einstellung der Studenten sank allerdings innerhalb der ersten acht Wochen nach
Studienbeginn. Dies und die Intensitit sozialer Bindungen am Studienort beeinflusste die Zahl
der CD4+ T-Zellen und die Reaktion auf Antigene (Segerstrom, 2001).

Die meisten Kinder dufiern sich im Hinblick auf den baldigen Schulanfang freudig,
zuversichtlich und erwartungsvoll (Griebel und Niesel, 2002). Die in dieser Arbeit
untersuchten Kinder, deren Schuleintritt im Untersuchungsjahr war und bei denen die
Blutentnahme vor Beginn des Schuljahres erfolgte (Vorschulkinder) zeigten deutlich erhéhte
Konzentrationen von Substanz P und erniedrigte Konzentrationen von Somatostatin.
Gleichzeitig waren die Zytokinkonzentrationen im Vollblut Tyl-lastig. Es lieBen sich im
Vergleich zu Kindern, die nicht eingeschult wurden (Kindergartenkinder) erhdhte
Konzentrationen von [FN-y, TNF-a, IL-6 und IL-10 in unterschiedlichen Ansétzen feststellen.
Dagegen waren im unstimulierten Ansatz die Spiegel der Ty2-Zytokine IL-4, IL-5 erniedrigt,
ebenso Eotaxin und RANTES. Dies spricht fiir einen protektiven Effekt des positiv erlebten
Vorschulstresses. Allerdings divergieren kindliche Vorstellungen von der Schule und
Schulalltag. Erst mit Schulbeginn fingt fiir das Kind die reale Auseinandersetzung mit der
neuen Rolle und dem damit verbundenen Stress an. Jetzt kénnte sich die Vorfreude auf die
Schule sogar negativ auswirken, denn enttduschte Erwartungen in Form von komplexen,
unkontrollierbaren oder lang anhaltendem Stress fithrten zu einer erhohten Anfilligkeit
gegeniiber Stressoren, der sich auch in sinkenden T-Zell-Zahlen wiederspiegelte (Cohen et al.
1999; Segerstrom, 2005). Entsprechend zeigten die Kinder, bei denen die Blutabnahme erst
nach Schulbeginn erfolgt war im Vergleich zu den Vorschulkindern eine erniedrigte
Konzentration von Substanz P und eine erhdhte Konzentration von Somatostatin. Im

Vollblutessay waren die Konzentrationen von IFN-y und IL-10 vermindert (PM und SP). Im
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unstimulierten Ansatz war RANTES erhoht. Dies spricht fiir eine vermehrte Ty2-Reaktivitit
nach Schulbeginn. Beim Vergleich mit den Kindergartenkindern lieBen sich keine
Veriinderungen der Neuropeptide feststellen. Allerdings zeigten die Schulkinder verminderte
Spiegel von IFN-y und IL-10 im unstimulierten Ansatz. Daraus folgt auch eine im Vergleich
zu den Kindergartenkindern verminderte Ty 1-Aktivitit.

Zusammenfassend zeigte sich also, ausgehend von den Kindergartenkindern, vor Schulbeginn
eine Verlagerung des Zytokingleichgewichts in Richtung Tyl. Nach Schulbeginn deutet sich
eine Verlagerung in Richtung Ty2 an. Diese Veridnderungen waren von entsprechenden
Konzentrationsunterschieden von Substanz P und Somatostatin begleitet. Moglicherweise
werden die beobachteten Zytokinverschiebungen durch Eu- bzw. Distress ausgelst und durch
Neuropeptide vermittelt. Diese Hypothese wird gestiitzt durch die Feststellung, dass
Neuropeptide nach Stresssignalen ausgeschiittet werden kénnen und modulierende Effekte auf
die Tyl/Ty2-Balance haben (Herberth et al. 2006; Kimata, 2003b). Es lassen sich allerdings
keine Aussagen beziiglich langfristiger Effekte der beobachteten Zytokinverdnderungen
treffen. Moglicherweise wird mit steigender Adaptation an das Schulumfeld wieder ein
Zytokinniveau erreicht, der dem der Kindergartenkinder entspricht. Die klinische Relevanz
der beobachteten Zytokinverinderungen wire in weiteren Untersuchungen zu priifen. Dies
war in dieser Arbeit nicht maglich, da die Fragestellung keinen zeitlichen Bezug aufgetretener
Erkrankungen zum Schulanfang ermdglichte.

Gegenstand weiterer Untersuchungen konnte ferner sein, inwieweit die individuelle
Erwartungshaltung der Kinder an die Schule und der erlebte Schulstress die Immunreaktivitit
vor bzw. nach Schulbeginn beeinflusst. Diese Untersuchung war in der vorliegenden Arbeit
nicht moglich, da zum einen nicht nach subjektiv empfundenem Stress gefragt wurde und
zum anderen die Blutabnahme nur zu einem Zeitpunkt erfolgte. Moglicherweise bestehen
auch Unterschiede zwischen Kindern, die vor der Schule im Kindergarten waren und Kindern,
die ausschlieBlich im hiuslichen Umfeld betreut wurden. Erstere haben mit dem Eintritt in
den Kindergarten bereits eine dhnliche Umbruchssituation erlebt. Moglicherweise ist daher
der Schulbeginn fiir Kinder, die nicht im Kindergarten waren, stirker stressbehaftet. Auch
dies konnte in weiteren Untersuchungen gepriift werden. Es war in der vorliegenden Arbeit
nicht méglich, da alle Kinder der untersuchten Kohorte eine vorschulische Einrichtung

besucht hatten.



66 4. Diskussion

4.3 Einfluss von sozialen Faktoren

4.3.1 Anzahl der Geschwister
In den meisten diesbeziiglichen Studien wurde beschrieben, dass das Risiko einer allergischen
Sensibilisierung und Erkrankung mit steigender Geschwisterzahl sinkt. Dieser Effekt weist fiir
Heuschnupfen und die allergische Sensibilisierung eine gréflere Konsistenz auf als fiir
atopisches Ekzem oder Asthma (Karmaus und Botezan, 2002). Fiir letzteres wurde sogar eine
bei mehr als zwei Geschwistern gesteigerte Hiufigkeit gezeigt (Svanes et al. 2002). Kiirzlich
wurde auch fiir Personen, die in der ersten Hilfte des 20. Jahrhunderts geboren wurden, ein
inverser Zusammenhang zwischen Geschwisteranzahl und der Manifestation allergischer
Erkrankungen nachgewiesen. Das heilit, dass dieser Effekt unabhingig von neuen
Umweltfaktoren zu sein scheint (Kinra et al. 2006). Die gingigste Erkldrung fiir diese
Schutzwirkung der Geschwister ist die stirkere mikrobielle Stimulation des Immunsystems
durch den engen Kontakt mit anderen Kindern. Daneben kénnten aber auch intrauterine und
endokrine Faktoren eine Rolle spielen. So haben Kinder mit dlteren Geschwistern bereits zur
Geburt niedrigere IgE-Spiegel im Nabelschnurblut (Karmaus et al. 2001a). Eine Ursache
kinnte die sinkende Belastung der Mutter mit Organochlorpestiziden wie DDT und
polychlorierten Biphenylen mit Schwangerschaft und Stillen eines jeden weiteren Kindes sein
(Schade und Heinzow, 1998). Diese Verbindungen werden als Risikofaktor fiir erhdhte IgE-
Konzentrationen und Asthma angesehen (Karmaus et al. 2001b). In einer kiirzlich in
Diinemark durchgefiihrten Studie wurden mehr als 31 000 schwangere Frauen beziiglich Alter
und Anzahl ihrer Geschwister und ihrer Erkrankung an allergischer Rhinitis und Asthma
befragt. Hierbei zeigte sich, dass eine gesteigerte Geschwisterzahl das Risiko fiir allergische
Rhinitis senkt, nicht aber fiir Asthma. Auch das Risiko fiir allergische Rhinitis mit Asthma
war verringert, konnte aber allein mit dem geringeren Risiko fiir eine allergische Rhinitis
erklirt werden. Weiterhin wurde festgestellt, dass das Risiko fiir die Erkrankung an Asthma
erhoht war, wenn zwischen der Indexperson und ihrem iltern Geschwisterkind ein Intervall
von mehr als zwel Jahren lag, verglichen mit den Kindern, die in kiirzerem Zeitabstand
geboren wurden. Dagegen zeigte sich kein Zusammenhang zwischen der Erkrankung an
allergischer Rhinitis und dem Abstand zu Geschwistern, weder ilteren noch jlingeren. Diese
Daten weisen darauf hin, dass, bezogen auf die Anzahl der Geschwister, unterschiedliche
dtiologische Mechanismen fiir die Entwicklung von Asthma bzw. allergischer Rhinitis
bestehen konnten. Ferner legt die Feststellung, dass das Risiko fiir allergische Rhinitis zwar
mit der Anzahl der jiingeren Geschwister, nicht aber mit dem Intervall zwischen den Kinder
assoziiert war, die Vermutung nahe, dass postnatale Einfliisse nicht nur im friihen Kindesalter

eine Rolle spielen konnten (Westergaard et al. 2005).
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Bei der Untersuchung der LISA-Kinder zeigte sich, dass die Ty-Zellen von Kindern mit mehr
als einem Geschwisterkind verstirkt IFN-y und TNF-a produzierten. AuBerdem hatten diese
Kinder niedrigere Konzentrationen von IL-8 im unstimulierten und LPS-stimulierten Ansatz
des Vollblutassays. Dies weiBt cinerseits auf einen groBeren Anteil von Ty-1-Zellen hin.
Andererseits zeigt dies aber auch entziindliche Reaktionen auf. Betrachtet man nun die Kinder
mit ilteren Geschwistern, so zeigt sich, dass diese keinerlei verinderte Parameter im
Vollblutassay zeigten, wihrend der Anteil IFN-y bzw. TNF-a Ty-Zellen je nach
Subpopulation um bis zu sechs Prozentpunkie grofer war. Jiingere Geschwister bewirkten
ebenfalls einen Anstieg der IFN-y und TNF-a produzierenden Ty-Zellen, aber in geringerem
AusmaB. Dagegen war IL-8 als entziindlicher Parameter im unstimulierten Ansatz des
Vollblutassays erhdht. Diese Ergebnisse zeigen einerseits, dass der Kontakt mit Geschwistern
das Zytokingleichgewicht in Richtung Tyl-Typ verschiebt und entsprechen somit der
aktuellen Literatur. Andererseits bewirken jiingere bzw. iltere Geschwister unterschiedliche
Effekte auf die entziindlichen Parameter. Dies konnte sich darin begriinden, dass insbesondere
kleine Kinder hiufig unter Infektionen leiden und diese dann an ihre ilteren Geschwister

iibertragen. Kinder mit jiingeren Geschwistern hiitten somit ein erhdhtes Infektionsrisiko.

4.3.2 Besuch einer Kindereinrichtung
Werden Kinder auBer Haus betreut, sei es in einer Kindereinrichtung, bei einer Tagesmutter
oder bei Freunden oder Verwandten, die selbst Kinder haben, ist dies fiir gewohnlich mit dem
Kontakt zu anderen Kindern verbunden. Dies diirfte, ebenso wie der Kontakt zu ilteren
Geschwistern, das Risiko der Ubertragung von Infekten erhdhen, was bereits einigen Studien
untersucht wurde (Marbury et al. 1997). Dieses Risiko steigt noch fiir Kinder mit einer

atopischen Familienanamnese (Koopman et al. 2001).

Bei der Untersuchung der Kinder im zweiten Lebensjahr konnte gezeigt werden, dass vor
allem ein frither Eintritt in eine Kinderkrippe das Immunsystem stimuliert. (In Leipzig wurde
kaum ein Kind von einer Tagesmutter betreut, wihrend ein groBer Teil der Kinder in einer
Kinderkrippe untergebracht war. Aus diesem Grund wurde nur die Zytokinsynthese der
Kinderkrippenkinder untersucht.) Dazu wurden die Kinder anhand der Daten, die mit
Fragebtgen am Ende des ersten Jahres, mit eineinhalb Jahren und mit zwei Jahren erhoben
wurden in drei Gruppen eingeteilt: Beginn der Krippenbetreuung zwischen 7. und 12,
zwischen 13. und 18. und zwischen 19. und 24. Lebensmonat. In die Berechnung wurden alle
Kinder einbezogen, die von diesem Zeitpunkt an bis zum Ende des zweiten Lebensjahrs eine
Krippe besuchten. AuBerdem wurden alle Kinder, die im letzten halben Jahr in einer

Kindereinrichtung betreut wurden, unabhingig vom Beginn dieses Besuchs untersucht, um
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den unmittelbaren Einfluss, den die Betreuung auller Haus auf die Zytokinsynthese ausiibt zu
messen.

Dabei zeigten Kinder, die nicht zu Hause betreut wurden, tendenziell hohere Anteile
zytokinproduzierender Ty-Zellen, was auf eine Stimulation des Immunsystems hinweist.
Insbesondere waren die Anteile IFN-y produzierender CD3"CD4" Zellen signifikant erhoht.
Auch die IFN-y Synthese der anderen Ty-Zellsubpopulationen war gesteigert, erreichte aber
nicht Signifikanzniveau. Nach Aufteilung der Kinder nach ihrem Eintrittsalter in die Krippe
erwies sich, dass insbesondere ein frither Besuch einen stirkeren stimulierenden Effekt hat.
Der Beginn der Kinderkrippenbetreuung erst im 19. Lebensmonat fithrte zu keiner
Verinderung der Zytokinproduktion. Mdglicherweise, so war die Schlussfolgerung, befindet
sich das kindliche Immunsystem bis etwa zur Mitte des zweiten Lebensjahres in einer
vulnerablen Phase, so dass duflere Einflusse sich in besonders starkem Mafe auf das
Immunsystem auswirken (Spiegel, 2003).

Bei der Untersuchung der Kinder im sechsten Lebensjahr, konnten diese Unterschiede in der
Zytokinproduktion der Ty-Zellen nicht mehr gezeigt werden. Dies mag daran liegen, dass sich
der Aktionsradius der Kinder mittlerweile erheblich erweitert hat, so dass andere Effekte
iiberwiegen und den Einfluss des Kinderkippenbesuchs iiberdecken. Allerdings hatten Kinder,
die bis zum zweiten Lebensjahr eine Kinderkrippe besuchten, ein etwa halbiertes Risiko einer
allergischen Sensibilisierung, insbesondere gegen inhalative Allergene. Dies spricht fiir eine

auch langfristige, protektive Wirkung des Kinderkrippenbesuchs.

Da im sechsten Lebensjahr alle Kinder der Kohorte eine Kindereinrichtung, Kindergarten
oder Vorschule, besuchten war es nicht moglich, eventuelle Effekte dieses Besuchs auf das

Immunsystem zu untersuchen.

4.3.3 Einkommen und Arbeitslosigkeit

In Gesellschaften wie der unseren ist ein relativer Armutsbegriff sinnvoll, da das
durchschnittliche Wohlstandniveau deutlich iiber dem physischen Existenzminimum liegt.
Deshalb wird in dieser Arbeit die zwischen den EU-Mitgliedsstaaten vereinbarte Definition
einer ,,Armutsrisikoquote” verwendet. Hierbei gelten Personen als arm, die in Haushalten
leben, deren bedarfsgewichtetes Nettodquivalenzeinkommen weniger als 60% des
Landesdurchschnitts (Median) betrigt. In Deutschland war 2003 die so errechnete
Armutsrisikogrenze € 938,00, neuere Daten liegen nicht vor (BMAS, 2005).

Im Einklang mit der Hygienéhypothese zeigte sich, dass Kinder, die aus Haushalten

stammten, deren Einkommen unterhalb dieser Grenze lag, einen hoheren Anteil IFN-y und
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TNF-ot produzierender Ty-Zellen hatten. Der Anteil IFN-y-produzierender CD3+CD8+ Zellen
war ebenfalls erhoht. Dies spricht fiir eine vermehrte Ty 1-Reaktivitiit dieser Kinder.
AuBerdem war die Konzentration der Entziindungsmaker (IL-6, IL-8, IL-10, TNF-ot und
MCP-1) in den unstimulierten Ansiitzen des Vollblutessays erhoht. Offenbar gehen mit den
mit niedrigem Einkommen assoziierten Lebensumstinden Faktoren einher, die
proinflammatorisch® wirken. Dies konnten beengte Wohnverhiltnisse und der damit
verbundene enge Kontakt zu anderen Personen, oder auch die Exposition mit
Schimmelpilzen, vor allem aber mit Zigarettenrauch sein. Angehorige sozial benachteiligter
Bevolkerungsgruppen rauchen nicht nur hiufiger (Burr et al. 1997), Tabakkonsum ist auch,
wie aus bisher noch nicht verdffentlichten Daten der LISA-Studie hervorgeht, mit einem
Anstieg der oben genannten Zytokine verbunden.

Als eine Ursache fiir Kinderarmut gilt die Arbeitslosigkeit der Eltern. Der Verlust der Arbeit
ist fiir Erwachsene ein starker Stressor, der moglicherweise auch deren Kinder belastet.
Hinsichtlich der Neuropeptide konnten allerdings keine Unterschiede zwischen Kindern
arbeitender und arbeitsloser Eltern gefunden werden. Allerdings fanden sich Differenzen
immunologischer Merkmale, die mit einer eher atopischen Reaktionslage des Immunsystems
vereinbar sind. So wurden bei Kindern, deren Eltern kiirzlich ihre Arbeit verloren hatten,
verminderte Konzentrationen von IFN-y im LPS-stimulierten Ansatz des Vollblutessays aber
auch erhohte Konzentrationen von IL-5 im unstimulierten Ansatz gemessen. Dieser Stressor
ist also nur in geringem Ausmal mit Variationen hinsichtlich der Immunreaktivitat assoziiert.
Dies bestiitigten auch Schiifer et al, die fiir dieses life event keinen Effekt auf die Privalenz

oder Inzidenz des atopischen Ekzems feststellen konnten(Bockelbrink et al. 2006).
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Auf der Suche nach den Ursachen allergischer Erkrankungen wird neben Lebensbedingungen,
Verhaltensweisen und Umweltfaktoren zunehmend auch der Einfluss psychischer Faktoren
auf das Immunsystem diskutiert. Verschiedene Forschergruppen konnten zeigen, dass
psychisch belastende Ereignisse und Stress mit den Manifestationen bzw. Exarbationen
atopischer Erkrankungen im Zusammenhang stehen. Daher wurden im Rahmen der LISA-
Studie, einer prospektiven Studie zur Aufklirung moglicher Risikofaktoren fiir die Entstehung
allergischer Erkrankungen, 321 sechsjihrige Kinder aus der Leipziger Kohorte auf mogliche
Zusammenhinge zwischen stressenden Ereignissen im Leben der Kinder (z. B. Scheidung der
Eltern, Schuleintritt), Neuropeptiden (Substanz P, Somatostatin und VIP) als Stressmarkern
und humoralen Immunparameten (Zytokine, IgE) als Marker fiir die Immunreaktivitit
untersucht. Diese Neuropeptide wurden gewiihlt, da gezeigt werden konnte, dass sie an der
Ty1/Ty2-Regulation beteiligt sind.

Es konnte gezeigt werden, dass das Risiko einer allergischen Sensibilisierung gegen
Nahrungsmittelallergene und einzelner inhalativer Allergene in einem dosisabhiingigen
Zusammenhang mit der Konzentration von VIP und Somatostatin stand.

Bei Kindern, deren Eltern sich innerhalb des letzten Jahres getrennt hatten, fiel eine deutlich
erhohte Konzentration von VIP auf. Gleichzeitig war die Konzentration der Ty2-Zytokine IL-
4 und IL-5 erhoht sowie die Fihigkeit zur ex vivo Synthese von IL-2 der CD3+ und
CD3+CD4+ Zellen vermindert. Das Risiko einer allergischen Sensibilisierung dieser Kinder
war ebenfalls deutlich erhdht.

Als ein weiteres stressendes Ereignis fiir Kinder wurdeder Umzug der Familie untersucht.
Kinder, die dies innerhalb der letzten zwolf Monate erlebt hatten, wiesen ebenfalls erhéhte
VIP-Konzentrationen auf. Ferner lieBen sich erhéhte Konzentrationen von MCP-1, IL-6 und
IL-8 sowie ein tendenziell erhéhtes Risiko einer allergischen Sensibilisierung feststellen.

Die Einschulung ist fiir sechsjdhrige Kinder wohl das bedeutendste Ereignis, welches von den

meisten Kindern stark positiv erlebt wird. Es zeigte sich, dass, Kindergartenkinder und
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Schulkinder beziiglich ihrer Neuropeptidkonzentration nur geringfiigig differierten (Letztere
hatten verminderte Konzentrationen .von IFN-y und IL-10). Dagegen wiesen Kinder, bei
denen die Blutentnahme vor Schulbeginn erfolgt war, eine deutliche erniedrigte
Konzentration von Somatostatin und eine erhthte Konzentration von Substanz P auf. Auch
das Zytokinmuster dieser Kinder spricht fiir einen protektiven Effekt der Phase vor
Schulbeginn (erhdhte Spiegel der Tyl-Zytokine IFN-y, TNF-ct und IL-10 sowie verminderte
Konzentrationen der Ty2-Zytokine IL-4, IL-5, IL-8 und der Chemokine Eotaxin und
RANTES).

Uberraschenderweise zeigten auch die Erkrankung bzw. der Tod eines Angehérigen eher
schiitzende Effekte auf die Immunreaktivitit der Kinder. Dies wurde mit einer
méglicherweise durch die retrospektive Erhebung der Daten entstandene Bias erkliirt.

Kinder aus Familien, deren bedarfsgewichtetes Haushaltseinkommen unterhalb der
Armutsgrenze lag, wiesen erhohte Anteile IFN-y- bzw. TNF-o- produzierender CD3+ Zellen,
also ein Tyl-Profil, auf. Gleichzeitig war die Konzentration 1L-6, IL-8, IL-10, TNF-c. und
MCP-1 erhéht, was sich méglicherweise auf eine erhdhte Belastung mit Zigarettenrauch
zuriickfiihren lisst. Arbeitslosigkeit ist Risikofaktor fiir Armut und fiir Erwachsene ein starker
Stressor. Obwohl zwischen Kindern arbeitender und arbeitsloser Eltern keine Unterschiede
hinsichtlich der Neuropeptide gefunden werden konnten, fanden sich Differenzen hinsichtlich
immunologischer Merkmale, die mit einer eher atopischen Reaktionslage des Immunsystems
vereinbar sind (verminderte Spiegel von IFN-y und erhdhte Konzentrationen von MCP-1 bei
Kindern mit arbeitslosen Eltern).

Da in friiheren Untersuchungen der LISA-Kohorte gezeigt werden konnte, dass ein
Kinderkrippenbesuch vor Beginn des dritten Lebensjahres zu Ausprigung eines Tyl-
Zytokinprofils beitriigt, wurde untersucht, ob dies auch im sechsten Lebensjahr noch zu
Differenzen immunologischer Parameter fithrt. Obwohl sich hinsichtlich der Zytokinprofile
keine Unterschiede nachweisen lieRen, zeigten Kinder, die eine Kinderkrippe besucht hatten,
ein um die Hilfte vermindertes Risiko einer allergischen Sensibilisierung gegen inhalative
Allergene und fiir das Vorhandensein von spez. IgE. Dies wiirde dafiir sprechen, dass ein
Kinderkrippenbesuch in der friihen Kindheit das Immunsystem nachhaltig pragt.
Zusammenfassend wurde eine dosisabhingige Korrelation zwischen den Konzentrationen der
Neuropeptide VIP und Somatostatin und dem Risiko einer allergischen Sensibilisierung
gefunden. Ein  Zusammenhang  zwischen  Stressor, einer  Verinderung  der
Neuropeptidkonzentrationen und immunologischer Parameter fand sich bei einer Trennung
der Eltern, Umzug, Erkrankung eines Angehorigen und Einschulung, wobei die Trennung der

Eltern die stirksten Effekte zeigte.
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Tabellen

Tabelle 27: Anteil zytokinproduzierender Zellen in Abhiingigkeit von der allergischen Sensibilisierung
(Median, in Klammern 25. und 75. Perzentil, Angaben in [ %], Signifikante Werte (p<0,05)sind fett gedruckt.)

_____ Gesamt-lgE>180kU/l Spezifisches IgE
""" _positiv. negativ p-Wert positiv.  negativ p-Wert
¥ (1 1‘4;11%,%5; {10,9;1250‘,164)\ 0.78% (10.7';12:35,%12)j (1 1,3;12%:2:?) 8,351
IFN-y ~ CD3:GD4+ . G2 [ Y i 3]
e (17,9;23%,343; (18,4;21;2,148) 0,884 (16,4;23%?) (18,8;21352‘?51) G=a7
S (11,5;1256%‘; (11,5;1262;,11?; ey (11.1;1251'77? (11.7;1261"157; 0,694
INEcr | DGO ei  e7ies 0282 @oites  (oaien 0270
S (9,3;1221'%7) (10,2;12%23 0,367 (9‘3;1135%{; (10,7;12%%1) 9,281
i 67168  (oanss 008 85: 183 0z 188 0781
: Ll ) (11,0:12[1% (15‘4;2228‘.:2)2) 0,035 (12,5;2271,;)\ (15.4;222:3:45; 0,009
0o | oy ety OB errn  erzg 08
o oarse sty O pain  estg 04
L4 ommoote | oo 3T oglts 07| sdn  ozite 0%
e (0,0:%,165) (o,o;%,ss?i 0,042 (o,o;%ig (o,o;%.z;) Haes
g (0.8; 11',?3 (0.8; 11“162) 0,730 (0,8;11‘j76) (0.8; 11',068) 0101
13| eomope | LS U8 0888 (1,37 (asg 0553
003008 | 10a15  aie 07| alin oaty OO

| Nahrungsmittelallergene | Inhalative Allergene
positiv negativ. p-Wert positiv negativ. p-Wert
3 | qiobon  (0sobe %8| o7z (naze O30
IFN-y  CD3:CD4~ (3,5;?51) (3‘3;57'%3 0,707 (3‘2;5;'02‘; (3‘9;57*52’) 0,213
s (19'4;2373‘,42% (1?,8:2536:5_“‘10? 0.184 (16,4;2322;.351} (18,8;2345217)’ 0,272
Cad (" 3.8;1272‘,‘;‘5)’ (11 ,4;12531‘,968) 02171 (44 1 ;1251’,71? (11,6; 1262'.117) 0,630
TNFo  OosicDae | o (250 (9,5;11%,5:?3; 0824| (5o 158 (10,3;11%,61? DR
chasohc (11,0; 12%23 ( 0,0;12%,?:5 s (9.8;12%%? ( 0,7;125(5?71) 0.445
e (8.5;11%.341) (9,6;11%%2) 0406 6;11.4‘3%? ( 0,2;11%:23? 0,892
Lz D34CD4+ (1 5.0;?2%%7)‘ (14.5;2217'3; 0.617 (7,6:2119'%? (1 5,2;2217'13 0,543
ftbey essn  @erte %% enrs  erre 08
b‘:}?" (0.5;%?!% (0,4;01’.711) 9,041 (0,4;01’.72? (0.5;01’,711) 0,383
IL-4  CD3:CD4s 09:50 (71 0058 R o 7 e 0815
A eith 000 °Y8| ©ote ooz O3
L 0se  osie %2 ©sin  sis 0189
13 CD34CDa+ dae oy SAR0 noa L 0394
S os.in  ©sre %90 0ais  ppim 0085




Anhang

82

Tabelle 28: Zytokinkonzentration in Abhiingigkeit von der allergischen Sensibilisierung (Median; in
Klammern 25. und 75. Perzentil, Angaben in pg/ml, Signifikante Werte (p<0,05)sind fett gedruckt.)
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Tabelle 29: Intrazellulire Zytokinproduktion in Abhiingigkeit von der Sensibilisierung gegen einzelne
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e oot | 035 orae % peze  omle 0%
 CD3+CD8y (0.03;%23 (o.os;o?% 0,689 (0,2;01'%93 (0,02;0{,}627? AaL

0% | gesan sl %7 20 (site 03

_.ZCD;3+C=D4+ . (0,9;15%3; (1,2:12'%? 0.771 (1,4:13‘.%? (1.2:12'??? Qi
oomovs | 003 oais 92| o7t oae 0%
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: Dorsch i Weizenmehl

. positiv negativ p-Wert positiv negativ p-Wert

ek (14‘5;1292’,[:}5? c10,9;12%.955; 0,339 (13,9;12%27) (10.9;12%23 151

IFN-y  CD3+CD4+ (3‘4;55?’85; (3'8:57'_34? 0.765 (4‘3:5;{12? (3.3;5;,:17) 0,986

ot (23.9;?527'.8:3 (18,3;232?3(; 0,295 (24,5;331éiT) (13,0;2;2',11? 0,112

RS (12:2:239) (tisiolyy  06% (109 21.2) (11,5;1;'%?)' 0,959

ThFe | cosche (7,2;11295%3; (9,6;1138'j15? 0821 (8,4;11%?17). (9,6:%2 0e0

Ghate (11,1;12%%7; (10‘1;12%,%*?) 0,765 (12,1;129517) (10‘1;121)’21?5 0,294

| (9,0;12%,9;7) osi 168 08 (9,4;11%,71? (9‘6:11%%2) 0,957

IL-2 :itp§+co4+ (13‘3;22%% (14,6;2217‘?9‘; A (15,1;22%,:;? (14,4;221éi)7) 0,630

% i st erve 0% peYe  prze 0%

e 02 osn 98| oats ety 00

IL-4  CD3+CD4+ o4 11"1_,?) " 8;12"20‘; 0,519 (0.8;12',25(; i 12'!2(;; 0,766

e (0,01 ;%218) (0,04;%?’71) 9,228 (o.oz;%.Os?) (0,04;%.3;) e

o oste  osie %% o7z osiig 02

IL-13  CD3+CD4+ (0.8;12"29? “'2:12'%? 0,463 (0‘8:15“207; (1!2;12'.8;; 0,826

CD3+CD8+ it 1%255) (0,3;2’?} 0,637 (0,2;02',75 (0‘3:01‘2{)} 0,744
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Tabelle 30: Intrazelluliire Zytokinproduktion in Abhiéingigkeit von der allergischen Sensibilisierung gegen

einzelne inhalative Allergene (Median, in Klammern 25. u. 75. Perzentil, Angaben in [%])

i Dermatophagoides pt. Katze
positiv negativ p-Wert positiv negativ p-Wert
bos a 0,9;12‘3;1) (11 ,0;12%,15? 07701 (109; 1241',7;; (11.0; 1250"15? Gipes
AT (3,2:;7'?25)’ (3.8;57'!.5212; Ritze (2,5;?:3'?91) (3.9;57&% aoT
CD3+CDa- (15‘5;232,551) (18‘6;%‘;,21[; 0,609 (18,0;2352,521) (18,3;21’2.21{; 0,983
e (i ezl 087 Goiten  (iszy 017
INFie C'?_S.”CD;“ (7‘1;113;,32% (10,1;%?5 0,480 (5,7;1114'% (9‘9;1135'3‘,?65) 0,018
| opsicDes (9‘5;1241’2? (10,1 ;12‘8?; 0893 (93 12?242(; (1 0,4;12%,73 0,647
ooar 7,1;1153?;12) (10,0;11%29) 0803 (5,6;1128’,725; (9,9;11%,13 0.246
IL-2 ‘CDS"CD"':*: (10,5;2;16%?) (15.0;2217',59% 0,560 (8‘1;1277‘,701) (14‘7,221&7;30) 0108
CD3+CD8+ (310:4{’82% (2‘6;'2%2) 0,281 (1,8:?.372) (2’8;47% 0,835
Ghae ?d?sz; (0,4:01"711) Qs (0,4;%23; (0,5;01"?1‘; 0,342
et osish  o7ie 0% 0850 o7z 06
(0,1 ;0613 (0,01 ;%%E; 03271 (0,01 ;%',256) (0.04;%‘37? 0,426
i (0,8;11',185) (0.3;1{,16{; Bl (0,7;11’,?3 (0,8:11'.162) 0,341
I e 0058 n2sn  0%®|  oasn e 040
' CD3+CD8+ (0’3:0{‘975; (o‘a;a’iﬁ 0,112 (0‘3;“1',75? (0‘3:01"752 0,828

- Hund . Roggenpollen

_ positiv negativ.  p-Wert positiv negativ p-Wert
Ch (7,6;1252',781) (11,0;1248312) 0.536 (10,6;1241'%1) (11,0;1256.144; oz
A RS S SRS GiaE  @ara 04
chhes (15,5;234:%,521) (18,3‘,2345,24()) 0,898 (18‘2;23%%5) (18,3;2?2,215); 0,492
e (8,0;11%,%? (11,5;12%,11? 0,438 (11,7;1253'23 (11,5;1261’.176) f.7ed
TNF-o  CD3:CD4 (7,0;1114’,11? (9,7;11%,65‘5; 0.+3% (9,5;1127',288) (9,7;11%?51) B8
coaicos. (9.5;1241’.83§ (10,1;1208,760) g9 (10.1;1242,15(:)) (10,2;12%,728) 9,857
o (4.5; 193"155} (10,0;11113',452; 0,046 (6,0;115;:522) (9,3;11‘:3',%1) M
2 oo | o B8 ardne 0% oazie (azze 0%
ot (0,9:%.525) (2,9;47'%? 0.05% {2,2;%,15? (2,9;‘;,%1) B0z
ooy : (0,4;(}%? (0,5;%’,711 9,526 (0,5;2'.711 (0,4;2’,711) G
i 9”3*054;’" (0,8;11’,1793 (0,7;12',?{;; 0,561 (0,?;12'.2;; (0,8;12':%4; ——
i oo 0?402? (0,04;%,3;'2) Gehe (0,03;%22; (0,03;%.37? R
e 0713 ©sls %0 ©srs osly O
13 cD3iCDAe (0’8;13'%6) (1’2;12'%% 0,960 (170;12"75 (1‘2:12'?88) 0,857
© cooopee (0,2;2’,531) (0,3;(1',75; ki (0,2;{}%5; (0,3;01'g3 01
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_ Lieschgras ~ Cladosporium herbarum
positiv negativ p-Wert positiv negativ p-Wert
CO3+ (1 0‘2;1241'%5; (11 ,2;12%,145; 08031 44 31145131) (11 ,0;12%,16‘; Qoo
IFN-y  CD3:CDAr (3‘0;47*?2"; (3‘9_’57"33 0,391 (2’2;24';3; (3,8:57:‘3;3 0,046
co3:C8+ (15.4;%2.12? (18.6;??32%7) 0,869 (15.0;22%%9; (18,3;%322? B:16d
ohe (10,1 ;1252',7:3 (11 ,5;1261“187; Q785 (6‘9;11:11‘?52) (11 _5;12%‘11? des
™ oomoon | o150 05D 018 oo 1Y ey 00
- Co3,cos: (3.9;1234'?21 (1 0‘7;12‘%?21) 0:940 (6‘7:1111‘:2?7)' (10.1 :12%,881) %004
e (5.4;11:;,613; (9.,9: 11%,?5 01951 (44 174‘,432) (9‘8:11%%5? g109
IL-2 (11‘7;2207;%? (15,1;2215,61% 0,210 (8,1;12%%4)\ (14,7;22155,?3 g0
| CD3+CD8+ s 1;56‘79"; (2‘9;";‘705; 07| 1’0;23"13(; (2.8'.4%':.%{; 0,057
_ Horad (0,5;01’,75 (0,4:01',711) 0i5%2 (0,3;01',31?3 (0,5;01',73 8153
IL-4  CD3:+CDa+ (0‘5;11’3‘; (0‘8;12'%‘; 0,750 (0‘2:01'35) (0'76;12'!2;; 0,148
Mo 00408 wotion %] o 03 moson 09
D3+ (0,8;11“155) (0,8;11"16? D774 (0,8:1{,251) (0,8;11',161) Rt
IL-13  CD3+CD4s (1‘0;12;‘75‘"; (1'2:12-‘885; 0,753 (1’5:2"705) “2:‘2"385; 0,884
CD3:CD8: (0.3;%,80% (0’3;0{25) 0,108 (0‘3:01“935; {0‘3;01‘,75[; 0,842

| Birke L e BeifuB

positiv. negativ p-Wert positiv. negativ p-Wert
B3 | (107219 (10208 88| (13218) (10:208  08%
IFN-y  GD3+CD4+ - 7?‘2‘; (&8;57"345; 0,850 (2‘3:%!182) (3‘8;5?"347; 0,306
CD3+CD8+ - 0;23"3'129; - 6;%‘2?;7) 0,776 28650 g 4;2342;20) 0,808
it (11 ,6;12%%% (11 .5;1261‘,1; 0.860 (7.5;1283'29) {1 ,5;12?%? 9,763
TNF-o.  CD3+«CD4+ (9,3;11:?.%1) (9,7;1133'%? B30 (5.8:112,:?'2? (9.7: 118?'1265) 0,861
waee (9,0;123.101) (10.4: 210%5851) sl 1N :12%,85 (10,1 ;12%'?372) f.tes
o (5,5;11%353; (9‘8;11%:’35‘;; 0,943 (6‘0;13%,827; (9‘8;11‘233% 0430
t ?bs*.cm* (12‘6;22(2/',,291) (15,0;??%? BBEF (¢1.0-.2311gz) (14,9;2;175%7) WHre
CD3+CD8+ (2‘7;56"3?7) (2'7;‘;"7:)7; 0727| ;59"5;?)’ (2'7;47"767) 0,325
I osig  oatm 1% oeln  ostn 00
L4  0D3GD4 (1,0;12;7:3()) (0‘7;11"29‘; 0,233 (0‘7:12;'25? (0,8;11':29‘; 0,985
003008 | 0'hs  woon | onoe  oebn O
. 0sin  ele  06% 0718 ste 08
IL-13  CD3+CD4+ (12;23’.5;8) (1‘2:12'?) 0,290 (1'0;12'2"; (112;12'%9; 0,402
| omsicos (0,2;01‘,65% (0,3:01'.751) 0,963 (1‘0;12"%7)‘ (0.3:01% 0,008
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Tabelle 31: Zytokine im Vollblut in Abhiingigkeit von der Sensibilisierung gegen einzelne Nahrungsmittel-
allergene; angegeben sind Median, in Klammern 25. und 75. Perzentil, Angaben in [pg/ml]

Eiklar | | “Erdn.uss : _

positiv negativ p-Wert positiv negativ p-Wert

L (0.0?%?0% (0.0;5 é?e:; 0,401 (0,0;55?27; (o,o;sé?;) 0,569

e (36,3?83%?7? (27‘3:4?505; 0,292 (50,8:?95;,14% (27,3??6?7(; 0,026

i PM. (0,0;2 é?a% (o‘o;g.’azg Bis (o,c;2 é.tg (o,o;gﬁg 0,657

| b (56:65 paies 0108 05185 sz 0038

Hellie, (258.7%135%? (319,4;3235',10? 0,075 (2?0,6?5301'?42) (319.4;??3'91) 0,492
Eotaxin

(269,5;2327"1:‘)’ (275‘4;3235',15? di2a1 (319.3?32&3?09) (272.8?2?&,55 0,764

o (5281,0?31532'7'?31) (5325.7:/‘3222:;(.)32) 0,302 (5774,5?2?8%?53; (52?8,9?;223% 0,990

i (5104,0?33252% ' (6104,9;??333',392) 0,280 (811121.71‘;%% (59?2;??3?5?02) 0,030

Pht (0,0; ?2'?11 (0,0; 1?3’?75; 88 (0.0;1 11%?; (0.0: 17:'4.213 0.671

IFN-y i (21,3;?:?.:; (29,1;15;é§7[3) 0,080 (15.5; ?gé?é; (29,1;1582'?02) 0,667

A (471.31;2837",2;3) (912‘512250%% 0,444 (1361,2?23;&?5?) (905,61;23173’.367) 0,211

L e (3.1:1;.'6&; (5.0; 36‘190) Dids2 @4 33,'759?) (5.0; ?é?sf) 0.831

s (Bum,a?gg?f;) (7555,5?3?36?2? 0,527 (4888,4?228551}9) (7556.5?2258;; 0,339

e 17,1;?2?1'?3 (25.3?98é?77; 0,925 (25,5;111;5763; (28.0:198;.341) 0,755

i (2347.0?252{?6.31?; (3045‘1?2(2}24?) 0,722 (275152;15!.52‘;5?) (3044.4?2328'}:,361) 0,916

ol (1‘5;1é€.59£§ (1,5;3,11'5? 0.826 (1.5:2.'253{; (1‘5:31.'3 0,510

e 6299 asion 040 B2 108 sisg 0461

e (34.0.3?2'.371) (29,??26“2% 0,871 (20.3;4%?; (30.1?1;%?[3 0,903

L (1‘5:45.2;; 4.6; ?6(,55:) U998 (0.75; ?é.ng 46 166?32) 0,564

. o (zoas.s?lgc}fg (2388,2;3%?5 0,973 (1546,4;2222:3.731) (2394,5?13%3‘?12; 0,255

_ L 68.9; ??fza) (63,2;1838,“58% 0.386 (72,41;2(???% (63.2; ?266,58? 0,569
MCP-1

1008,23 740,96 4aq 884,46 74503 oo

LPS

(573,9; 1405,9)

(507,7; 1007,7)

(219,5; 1253,0)

(514,0; 1010,8)
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Sojabohne MilcheiweiB
g positiv negativ p-Wert positiv _ negativ p-Wert
0,00 5,94 7,60 5,76
L PM (0,0;6,7) (000; 06 0287 (2,7;10,4) ©0;9.4) 0130
74,82 44,46 50,24 44,65
S (48.7; 94,1) 274714 115 (27,0; 98,4) 76,71, 0500
2,08(0,0; 2,3) 0,25(0,00:2,34) 0,731 2,15(0,0; 2,5) 0,25(0,0;2,34) 0,314
. PM
IL-5
i 4,68 3,64 4,47 3,64
b (3,6; 8,3) (2263 0210 (2.8:8,7) @162 0178
375,36 399,10 356,42 401,30
il (295,5; 453,0) (a17,4:522,4) 01295 (295,5; 423,6) (319,4;5200) 0180
Eotaxin
381,40 369,15 293,44 369,80
(318,1; 456,7) (27334768 0972 (243.9; 450,1) (2809, 478,8) 0079
6140,96 7215,48 6710,05 7198,94
by (5517.4:75732)  (5278.9:92233) 0907 |  (5668,6;0801.9)  (5278.9;91359) 0,731
RANTES ;
i - 12299,20 799760 6653,45 8070,14
pua| (7316:4;133138) (6021; 11163) 0,123 (5454; 12185)  (6142,1; 11204,9) RL830
il 10,86 7,24 1,00 7,38
_____ o (0,0; 18.,9) (0.00; 13,7 0708 (0,0;11,4) (0,0;137) 121
i 44,90 51,1 40,27 51,50
IFN-y Lps (20,2; 125,5) (29,1; 102,5) 0,643 (24,7, 74,5) (29,1;109,0) a4
1916,70 1629,45 1414,93 1634,53
pHA|  (12334;3396,6) (006.4;2758,2) 0467 (653,2; 1925,5) (o125 2877.6) 27
i 3,58 7,06 4,24 7,22
i o (3,4:9,3) 5,0:11,0) 0:131 (2,8:7,2) 50;11.0 0007
L 7698,52 861432 o 140 8036,24 850844 5,4
Ups (6534,5; 8845,9)  (7558,5;9584,3) (6851,6;9206,1)  (7556,5;9590,3)
41,18 48,56 41,42 49,45
i oM (17.4;112,7) (28,2; 93,0) 0,560 (13,2; 112,9) (29,3: 92,7) 0,247
4212,60 3910,36 3796,80 391036
\ps | (3056,5;4986.1) oat:5331) 0838 |  0su6ipi239) (3044452043 0872
1,50 1,50 1,50 1,50
PM (1.5:2,7) (1531 0914 (0,0; 1,6) (1581 0019
6,82 6,38 5,36 6,54
bl (2.4:9.8) (45938 0645 (2.4:8.9) (@604 0098
_ 52,08 42,79 39,45 43,47
BOA (19,5; 54,5) (30,0; 56,0y 01792 (31,9; 50,1) (29,9; 56,5 0372
: 4,08 6,56 3,92 6,75
B (0,0; 6,0) (4.6; 10,4) 0,049 (0,75; 5,9) @7 10,5 <9.001
TNF-o
i 2605,41 3101,42 2546,14 3101,42
ps | (1189.5,29582)  (2388,2;37958) 0,093|  (19127:3380,8)  (2408,7;3793,1) 0083
L 83,58 87,70 75,75 87,36
. PM (70.4;91,9) (63,4; 128,8) 0,707 (53,1;129,7) (64,6: 128.8) 0,348
MCP-1
' 862,38 74624 4 geo 733,68 74895 e

(241,6; 1178,3)

(510,8; 1013,9)

(462,4; 1016,3)

(509,6; 1018,7)
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: " Dorsch il Weizenmehl
positiv ' negativ p-Wert positiv negativ p-Wert
0,00 5,94 0,00 5,94
: e (0,0:3,9) 00:06 0198 (0,0:6,7) 00,96 0176
L-4
: 34,81 45,34 71,39 44,49
Bt (33.6: 65,8) (275,722 0819 (35,4; 94,1) (e7.4:71,3 0178
1,04 0,25 2,08 0,25
' Ey (0,0: 2,23) (00,23 0522 (0,0;2,3) (00:23 0934
IL-5
. 4,07 3,74 4,59 3,64
PLA (2,8; 6,5) (2,2;6,4) 0,790 (3,6; 8,3) (2,2;6,3) 0,188
i 394,83 399,10 378,57 399,10
(362.8: 432,8) @11.4:5199) 0963 (295,5; 453,0) (315.4: 524.9) 0297
Eotaxin ) 268,52
397,19 369,15 386,31 ,
i (366,5; 449.9) (2733, 474,9) 0495 (318,1; 459,3) @73.3- 4768 0757
- 6726,20 7198,94 5113,51 7232,02
PM (5398,6; 8909,3) (5325,7; 9135,9) 0'886 (6517,4; 7573.,2) (5278,9; 9223,3) 0‘434
RANTES
| 15120,63 799772 (408 12451 56 797926 4 055
pa | (101965:15513,5) (60285 111629) " (7316,4; 14831,7)  (6020,7; 1190,0) °°
| 2,60 7,24 5,43 7,24
i (0,0; 8.0) (00137 0283 (0,0:18.9) (0.0;13,7) 0.983
119,70 50,92 42,86 51,20
IFN-y ipe (36.7; 198.6) (28,5; 102,0) 0,389 (20,2: 125,5) (29,1; 102,5) 0,578
2258,67 1625,25 1922,48 1627,37
pua|  (1885.1:3759.8) ©05,6:2823.4) 0 190|  (1233.4; 3396,6) (906.4: 27532y 0413
527 7,02 3,76 7,06
PM (4,4; 26,1) (4,9; 11,0) 0'652 (3,4, 9,3) (5,0; 11,0) 0‘069
TS gl
: 8382,11 857143 ggq 7808,43 8621,06 415
{pe (7612,7;8845,9)  (7556.5,9572,2) (6534.5:8845,9)  (7556,5;9584,3)
71,59 48,17 . 4473 48,31
L (28.6: 287.6) (28.0;00,7) 0952 (17,3: 112.4) (282;92.4) 0832
IL-8
. 5264,60 3908,31 421593 3908,31
e (3923.9:6123.9)  (3044.4:5204.3) 0398 | (30565 50646) (30406 53240) 0907
143 1,50 1,50 1,50
(0,0; 5,5) {1,858} 0'785 (1,5, 2,7) {1,5,'3,1) 0'5?5
9,72 6,36 6,98 6,37
(7.6 12.0) (45,94 0.081 (2,4;9.8) (4594 0808
- 57,02 42,98 45,45 42,98
Iy (30,0; 85,0) (29,0:557) 0:930 (19,5, 54,5) (30,0: 56.0) 0:709
3,73 6,52 2,79 6,56
| e (0.8; 25,3) 46103 0410 {0,0; 6,0) (6104 0016
e : 3084,43 2778,71 3101,42
_ 2901,19 084, ; ;
ipe (2605.4:32505)  (2325.7:3798,1) 0763|  (11895,3308,1)  (2388.2;3795.8) 0136
112,30 86,58 84,03 87,36
it (52,9; 500,4) (63.4; 1288 0707 (70.4; 150,2) (63.4: 1288 0996
MCP-1
1035,65 74096 g gag 940,54 74508 778

(1018,7; 1211,2

(507,7; 1007,7)

(241.6; 1178,3)

(510,8; 1007,7)
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Tabelle 32: Zytokine im Vollblutassay in Abhiingigkeit von der Sensibilisierung gegen inhalative
Allergene; angegeben sind Median, in Klammern 25. und 75. Perzentil, Angaben in [pg/ml]

_ Dermaio;ihagoides pt.

p-Wert

positiv. negativ p-Wert positiv negativ
5,38 5,94 2,40 5,94
Ll (0.0:9,2) (00:96 020 (0,0; 8,7) (0,0;9.4) 0392
‘ 59,26 43,08 65,54 44,49
i (35,5: 100,4) (26,9:69,4) 2003 (39,4: 98.4) 27.1:71,1) %04
_= 0,25 0,25 2,08 0,25
L (0,0;2,4) (0.0;23 0768 (0.0;3,6) (0.0;2,3 0852
o 4,80 3,48 6,27 3,58
L (3.1;85) (19;59) 0% (4,0;8,5) (21;62) 000
381,78 400,20 383,93 399,10
L (319.4:5004)  (3134:522.4) O473|  (3234;5243)  (3114:5199) OO
Eotaxin o
381,75 367,90 391,81 366,52
oun | (2766:456,7)  (273.3:476.8) 0909|  oo56:468,0)  (273,3:474.9) 0468
. 6309,04 726540 | 50, 6972,0 719894 oo
pm | @7112;80639) (53848;92233) O (6005,4: 91815) (5278,9;9135,9)
RANTES
782131 803432 (o 9708,55 796092 4o
oo | (5771,2:10845,9) (6128,4;112168) %% | (6264,0,140728) (s028.4; 11162,9)
5,70 7.38 7,44 7,24
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Anhang 92
Hund Roggenpollen
| positiv negativ p-Wert positiv _negativ p-Wert
0,00 5,94 6,66 5,76
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Anhang 93
| Lieschgras | Cladosporium herbarum
_positiv __ negativ p-Wert positiv negativ  p-Wert
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Anhang 94
e Birke L ~ BeifuB ‘
positiv negativ p-Wert positiv negativ p-Wert
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