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2. EINLEITUNG
2.1. ATOPISCHE ERKRANKUNGEN (79a)

Der Begriff ,Atopie* wurde erstmalig von Coca und Cooke 1923 als klinisches Bild einer
Uberempfindlichkeitsreaktion bzw. einer allergischen Reaktion vom Typ | beschrieben. Bei der
Uberempfindlichkeitsreaktion vom Typ | nach Coombs und Gell werden B-Zellen zur Bildung von
spezifischem IgE mit T-Zell-Hilfe angeregt (60a). Dieses antigenspezifische IgE bindet Uber Fc-
Rezeptoren an Mastzellen, wodurch diese sensibilisiert werden. Beim nachsten Antigenkontakt mit
der sensibilisierten Mastzelle wird das gebundene IgE kreuzvernetzt, und die Zelle degranuliert
unter Freisetzung von Mediatoren, welche die bekannten Symptome wie Asthma, Heuschnupfen

oder atopisches Ekzem hervorrufen.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Typ-I-Uberempfindlichkeitsreaktion (60a)

Bei der durch IgE vermittelten allergischen Reaktion lassen sich eine frihe und eine spate Phase
unterscheiden. Die Sofortreaktion beruht auf der Wirkung von Histamin und anderen, von den
Mastzellen ausgeschitteten, schnell metabolisierten Effektoren. Die Entziindungseffekte von
Histamin erklaren sich aus seinen pharmakologischen Eigenschaften, die Giber H1-Rezeptoren auf
Blutgefale, glatte Muskulatur und die Oberflache von Schleimhéuten einwirken. Die Spéatreaktion
wird durch eingewanderte inflammatorische Leukocyten hervorgerufen, die durch Chemokine und
andere von den Mastzellen wahrend oder nach der Sofortreaktion freigesetzte Mediatoren
angelockt werden. Immunologisch wird die verstarkte IgE-Bildung bei der Atopie durch ein
Uberwiegen der TH2-Immunantwort gesteuert, bei partieller Unterdriickung der TH1-Immunantwort
(60a).



Die Immunantwort gegen Viren und gewisse intrazellulare Bakterien ist durch die T-Zell-vermittelte
Zytotoxizitat und die Sekretion von IFN-gamma und TNF-alpha gekennzeichnet. Diese Zytokine
werden von Typ 1-T-Zellen produziert. Im Gegensatz dazu ist die Abwehr gegen extrazellular
gelegene Pathogene durch die Bildung der Zytokine IL4 charakterisiert, welche zur Synthese
neutralisierender Antikérper Anlal3 geben. T-Zellen mit einem solchen Zytokinprofil werden Typ 2-
T-Zellen genannt. Die Dichotomie in Typ 1- und Typ 2-T-Zellen ist wohl typisch fir CD4+-
Lymphozyten, kann aber auch in der Population der CD8+-T-Zellen nachgewiesen werden. Als Typ
1 werden deshalb TH1-CD4+- oder Tcl1l-CD8+-Lymphozyten bezeichnet, welche IFN-gamma, IL2
und TNF-beta sezernieren. In Analogie werden Typ 2 TH2-CD4+-oder Tc2-CD8+-Lymphozyten
definiert, die typischerweise die Zytokine IL4, IL5, IL6, IL10 und IL13 bilden. Als Hauptaufgabe von
TH1-Zellen gilt die Aktivierung von Makrophagen durch Hochregulation von CD40, CD80, CD86,
MHC-Klasse-lI-Molekilen und TNF-Rezeptoren, die Induktion der NO-Synthetase, die Bildung von
Sauerstoffradikalen und die Sekretion von Zytokinen einschlieRlich IL12. Die antigenspezifische
Hilfe der TH2-Zellen fihrt zur Aktivierung, Proliferation und Differenzierung der B-Zellen,
Mastzellen, basophilen und eosinophilen Granulozyten und integriert dadurch die Funktion der
einzelnen Effektorzellen zu einer gemeinsamen Immunantwort. So férdern IL4, IL6, IL10 und I1L13
die Sekretion von Immunglobulinen, und IL4 fihrt insbesondere zur Bildung von IgE, das
besonders lUber FcEpsilonRI und CD23 an Mastzellen und basophile und eosinophile Granulozyten
gebunden wird. IL4 und IL10 wirken auch hemmend auf die Polarisierung von naiven T-Zellen zu
Typ 1-Effektorzellen. Entgegen der Funktion von Typ 1-Zellen verhindern Typ 2-Zellen durch
Sekretion von IL4 die Aktivierung von Makrophagen und tber IL10 die Bildung von IFN-gamma in
T-Zellen und Makrophagen. Beide Zelltypen stammen aus einer gemeinsamen Vorlauferzelle ab.
Ob die Entwicklung dabei Uber eine IL2, IFN-gamma und IL4 sezernierende Typ 0-Zelle als
Zwischenstufe erfolgt, ist zur Zeit noch umstritten. IL12 hat keine direkte Wirkung auf die
Polarisierung naiver T-Zellen zu TH2-Zellen. Diese Differenzierung wird jedoch durch IL4
sezernierende Zellen reguliert, denn die Gegenwart von anti-IL4-Antikbrpern hemmt die
Differenzierung zu TH2-Zellen. IFN-gamma und IL12 férdern die Ausbildung von THI1-
Effektorzellen. Dabei nimmt IL12 auf die Differenzierung direkt Einflu wahrend IFN-gamma Uber
die Hemmung der TH2-Polarisierung wirkt, denn der Mangel an IL4 ist fir die TH1-Differenzierung
férderlich (79a).
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Abbildung 2: Die Differenzierung der Typ 1- und Typ 2-T-Zellen (79a)

Zu den klassischen atopischen Erkrankungen zéhlen das atopische Ekzem, das Asthma bronchiale
und die Rhinokonjunktivitis. Es besteht fir alle diese Manifestationsformen des Atopiesyndroms ein
typischer Altersgipfel. Die atopische Dermatitis wird in etwa 40% von einer saisonalen Rhinitis, in
weiteren 25% jeweils von einer perennialen Rhinitis oder einem Asthma bronchiale gefolgt.

Spezifische Antikérper gegen inhalative Allergene sind dabei haufig bereits vor der klinischen

Manifestation nachweisbar (79b).
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Abbildung 3: Haufigkeit der Manifestationsformen des Atopiesyndroms in verschiedenen

Lebensaltern (79b).



Epidemiologie

Es wird heute von einer Haufigkeitsverteilung der atopischen Dermatitis von etwa 14% unter
deutschen Schulkindern ausgegangen. Die Haufigkeit der allergischen Rhinitis bei Kindern jiinger
als 4 Jahre liegt unter 5%, sie steigt im Schulalter an und betragt im frihen Erwachsenenalter ca.
20% (58,18,74). Die Untersuchungsergebnisse zahlreicher Studien deuten darauf hin, daf3 das
Asthma bronchiale und andere atopische Erkrankungen in léndlichen Gebieten von
Entwicklungslandern, im Vergleich zu westlichen Industrielandern weniger haufig vorkommen (84).
Es konnte gezeigt werden, dafd in Papua-Neuguinea Asthma bei Kindern und Jugendlichen kaum
zu finden war. Erstaunlicherweise war jedoch die Haufigkeit von Infekten der oberen Atemwege
annahernd 4mal so grof3, wie in Grof3britannien (79b). Innerhalb Europas existiert ein deutlicher
Ost-West-Gradient. Eine besondere Situation innerhalb der Beschaftigung mit dem Phanomen
Allergie bot sich im Rahmen der deutschen Wiedervereinigung. Es zeigte sich, daf3 in
Westdeutschland die Pravalenz des Heuschnupfens (8,6% versus 2,7%, p<0,0001); des Asthma
bronchiale (9,3% versus 7,2%, p<0,05) und der bronchialen Hyperreagibilitat (8,3% versus 5,5%,
p<0,001) bei 9 bis 11 Jahre alten Schulkinderrn signifikant héher als in Ostdeutschland ist. Die
Haufigkeit der atopischen Sensibilisierung gemessen am Haut-Pricktest ist bei ostdeutschen
Kindern wesentlich niedriger als bei westdeutschen Kindern (18,2% versus 36,7%, p<0,001), (75).
In &hnlicher Weise wurde eine geringere Pravalenz der atopischen Sensibilisierung bei Kindern im
Alter von 10 bis 12 Jahren in Estland und Polen im Vergleich zu Schweden (13,6% versus 30,3%,
p<0,001) gefunden (79b). Die Erfassung allergischer Manifestationen unter 25- bis 69-Jahrigen in
Ost- und Westdeutschland ergab, dall auch unter den Erwachsenen deutliche Unterschiede
bestehen. Sowohl die Positivitat im Prick-Test, als auch die klinische Atopie traten in der Gruppe
der unter 45-Jahrigen haufiger in Westdeutschland auf (53). Es konnte aber auch gezeigt werden,
daf sich die Haufigkeiten atopischer Erkrankungen in den Jahren nach der Vereinigung im Osten
und im Westen Deutschlands kontinuierlich anglichen. Die Pravalenz von Heuschnupfen nahm von

2,3% auf 5,1% zu, die Pravalenz von atopischer Sensibilisierung stieg von 19,3% auf 26,7% (76).

Risikofaktoren
Familiare Pradisposition

Die positive Familienanamnese ist stark mit einem erhdhten Risiko fir atopische Erkrankungen, vor
allem fir das Asthma bronchiale, verbunden (11). In einer Studie unter 1480 7- bis 9-jahrigen
schwedischen Zwillingsparchen zeigte sich eine Manifestationsvarianz der atopischen
Erkrankungen Asthma, Heuschnupfen, Ekzem und Urtikaria im Hinblick auf den genetischen Effekt
von 33-76%.



Allergenexposition und Ernahrung

Es ist hinreichend belegt, dal im Kindesalter mit steigender Exposition gegenlber
Innenraumallergenen (z.B. Hausstaubmilbenkot, Katzenhaare) das Risiko, einer entsprechenden
Sensibilisierung, insbesondere bei genetisch préadisponierten Individuen steigt (59). Die
Verbannung von Allergenen aus dem Haushalt scheint wirksam, im Hinblick auf die mégliche
Pravention einer Sensibilisierung (78). Hinsichtlich der Erndhrung, scheint das Stillen einen
vorubergehenden, protektiven Effekt auf die Inzidenz der atopischen Dermatitis, der
Nahrungsmittelallergie und frihkindlicher obstruktiver Bronchitiden zu haben (79b). Der praventive
Effekt einer miitterlichen allergenfreien Diat wahrend der Schwangerschaft und das damit
verbundene geringere Risiko einer frihen Exposition mit Nahrungsmittelallergenen konnte bisher

nicht ausreichend belegt werden (27).
Luftschadstoffe

In Regionen mit hoher Schadstoffkonzentration in Ostdeutschland und Polen war die Pravalenz
des Asthma, der bronchialen Hyperreaktivitat, des Heuschnupfens und der atopischen Dermatitis
niedriger als in Gebieten in Westdeutschland und Schweden, die weniger mit Schadstoffen belastet
waren (34,35). Andererseits fand sich eine signifikante Assoziation zwischen dem Auftreten
atopischer Manifestationen und Nahe zu stark befahrenen StralRen (59). Inwieweit dies auf eine
vermehrte Rul3- und Dieselexposition oder eine verstarkte Feinstaubexposition zuriickzufiihren ist,
ist noch unklar (79b). Der Stellenwert des Faktors ,mutterliches Rauchen* wahrend und nach der
Schwangerschaft wurde in zahlreichen Studien untersucht. Kinder, die in den ersten drei
Lebensjahren, pre- und postnatal passivem Rauch ausgesetzt waren, hatten ein hdheres Risiko fir

eine Sensibilisierung gegentber Nahrungsmittelallergenen (40,41).
Sozialfaktoren und frihkindliche Infekte

Neben Sozialstatus und elterlichem Bildungsgrad wird die Familiengrof3e als EinfluRfaktor der
Allergieentstehung diskutiert (34,36,59). Mehrere Studien konnten einen Zusammenhang zwischen
Anzahl der Geschwister und Préavalenz von Heuschnupfen und atopischer Sensibilisierung
feststellen (8,25,40,41). Die Vermutung lag nahe, daf3 eine vermehrte frihkindliche Exposition
gegentber viralen und bakteriellen Infekten der Manifestation atopischer Erkrankungen vorbeugen
kénnte (9). Gerade im Hinblick auf die epidemiologischen Vergleichsstudien zwischen Ost- und
Westdeutschland erscheint diese Hypothese sehr interessant. Einerseits lagen die Impfraten in
Ostdeutschland wesentlich hdher als in Westdeutschland. Andererseits sorgte die Betreuung und
der damit enge Kontakt der Kinder in Kindertagesstatten (Kinderkrippe, Kindergarten) fir einen
hohen ,Durchseuchungsgrad“ (59). Den immunologischen Hintergrund fir die Hypothese, dafl
frihkindliche Virusinfektionen der Entstehung von atopischen Erkrankungen vorbeugen kdnnen,

erklart man vereinfacht wie folgt. Es kann das Vorliegen zweier T-Helferpopulationen angenommen



werden. TH2-Zellen férdern die IgE-Produktion. Im Gegensatz dazu unterdriicken TH1-Zellen und
ihre Zytokine, vor allem das IFN-gamma die Funktion der TH2-Zellen. Es konnte gezeigt werden,
daR das IFN-gamma, welches u.a. im Verlauf viraler Infektionen gebildet wird, ein starker Inhibitor
vieler TH2-Zellfunktionen und somit der IgE-Synthese ist. Viele virale Infekte sind lange Zeit als
Wegbereiter des kindlichen Asthma bronchiale angesehen worden. Zweifelsohne sind sie potente
Ausloser, wenn das Asthma erst einmal manifest ist (79b). Der Nachweis des Influenzavirus war
bei Patienten mit exazerbiertem Asthma héher (10-30%), als bei den gleichen Patienten wahrend
asymptomatischer Perioden (3%). Bronchiale Hyperreagibilitat wurde nach Influenza-Impfung
beobachtet (50). Auch andere Viren kdnnen in pradisponierten Atopikern eine inflammatorische
Antwort des Respirationstraktes induzieren (81). Im Tierversuch kam man zu &hnlichen
Ergebnissen. So wurde der Zusammenhang zwischen Infektionen mit dem ,respiratory syncytial
virus* und einer allergischen Sensibilisierung gegenuber Ovalbumin im Meerschweinchen
analysiert. Das ,respiratory syncytial virus“ bewirkte die Produktion von Ovalbumin-spezifischem
IgG1 mit Zunahme der Atemwegshyperreagibilitdt bzw. Atemwegsentziindung (13). In einer Studie
von Sauglingen mit nachgewiesener, klinisch manifester RSV-Bronchiolitis wurde im Alter von 3
Jahren ein signifikant haufigeres Auftreten von obstruktiven Bronchitiden und eine hohere
Sensibilisierungsrate auf alimentére und inhalative Allergene gezeigt. Es ist jedoch unklar, ob dies
auf einer Préadisposition fir Asthma, die mit einer frihen Sensibilisierung einhergeht, beruht und
eine groRere Empfanglichkeit von Asthmatikern fir virale Infekte widerspiegelt. Dieses ,Henne-Ei“-
Problem erschwert, einer bestimmten Variablen die Bedeutung eines Pradiktors oder eines

Risikofaktors zuzuschreiben (79b).



2.1.1. Atopische Dermatitis

Die atopische Dermatitis ist eine chronisch bzw. chronisch-rezidivierend verlaufende, entziindliche
Hauterkrankung, die gekennzeichnet ist, durch starken Juckreiz, Erythem, Papel, Schuppung,

Lichenifikation, Akanthose, Parakeratose und lyphozytére Infiltration (4).
Pathogenese (79f)

Es finden sich neben der atopischen Disposition eine gestérte Immunregulation, vegetative
Dysregulation, Lipiddefekte, trockene Haut und erhdhte IgE-Bildung, sowie Allergien auf
Nahrungsmittel und Aeroallergene. Zudem spielen psychosomatische Faktoren eine
entscheidende Rolle. Die zahlreichen immunologischen Veranderungen lassen sich grob auf einen
Nenner bringen. Eine abnormale, teilweise defekte zellulare Immunantwort und eine
Uberschiel3end starke Immunantwort vom Soforttyp. Diese beiden scheinbar widerspriichlichen
Aktivitaten des Immunsystems konnten durch die zwei unterschiedlich wirksamen T-Helfer-
Lymphozyten (TH1 und TH2) erklart werden. TH1-Zellen vermitteln die klassische verzogerte,
zelluldre Immunantwort, produzieren IL2, TNF-alpha sowie IFN-gamma und wirken negativ
regulierend auf die TH2-Zellen. Letztere setzen bevorzugt die Interleukine 4, 5, 10 und 13 frei. IL4
und IL13 stimulieren die IgE-Synthese, wahrend IL5 die Entwicklung und Funktion der
Eosinophilen beeinflut und IL10 wiederum TH1-Zellen inhibiert. Ebenfalls von besonderer
pathogenetischem Interesse ist die Beobachtung, dal? auch epidermale Langerhans-Zellen den
hochaffinen IgE-Rezeptor FcEpsilonRI exprimieren und beim atopischen Ekzem auch vermehrt IgE
an ihrer Oberflache tragen. Damit kdnnten Langerhans-Zellen bei Hautkontakt mit typischen
Inhalationsallergenen auch eine ekzemattse Entziindungsreaktion auslésen. Mehrere klinische
Besonderheiten geben einen Hinweis auf die Verédnderungen des Immunsystems beim atopischen
Ekzem. Die Krankheit spricht auf Inmunmodulatoren wie Cyclosporin A an. Die Haut der Patienten
neigt zu Sekundarinfektionen (Viren, Bakterien, Pilze). Bei 90% der Patienten besteht eine
Besiedlung mit Staphylococcus aureus. Dabei konnen bakterielle Stoffwechselprodukte
(Endotoxin) als Superantigene fungieren und eine Ekzeberation bewirken, haufig sind zusétzlich

IgE-spezifische Antikoérper gegen Staphylococcus aureus nachweisbar (29).



2.1.2. Asthma bronchiale (79e)

Das Asthma bronchiale ist die haufigste chronische Erkrankung des Kindesalters. Das Asthma ist
eine chronisch entzundliche Erkrankung der Atemwege, begleitet von einer ausgedehnten, aber
variablen Atemwegsobstruktion. Klinische Leitsymptome des Asthma bronchiale sind ein
expiratorisches Giemen und Brummen, Atemnot, eine expiratorische Dyspnoe und/ oder Husten.
Die Symptome werden bedingt durch eine Einengung des Bronchialsystems, an der in
unterschiedlichem Ausmal} ein Spasmus der Bronchialmuskulatur, eine ddematése Schwellung
der Schleimhaut und eine Dyskrinie, d.h. eine vermehrte Produktion eines viskésen Schleims,
beteiligt sind. Dabei fihrt eine Zunahme von freiem intrazellularen Calcium (ber einen
transmembrandren Calcium-Einstrom oder eine Freisetzung aus den Speicher-Pools
(endoplasmatisches Retikulum, Zellmembran) zu einer Kontraktion der Bronchialmuskelzelle.
Berucksichtigt man die pathogenetischen Gesichtspunkte, so ist die Einteilung in extrinsisches und
intrinsisches Asthma am gebrauchlichsten. Obwohl im Kindesalter die extrinsisch-atopische
Genese des Asthmas am haufigsten ist, kommt es auf dem Boden der Atopie und der durch sie
bedingten Hyperreagibilitdst auch immer zu Bronchokonstriktionen, die durch nicht-atopische
Faktoren ausgeldst werden kdnnen. Trotz einer primaren Atopie besteht somit nahezu bei allen

Fallen eine Asthmamischform.
Epidemiologie

Eine relativ aktuelle Untersuchung aus Deutschland gibt eine Lebenszeitpravalenz fir Asthma
bronchiale von 7,3% fir Leipziger und 9,3% fur Minchner Kinder zwischen 9 und 11 Jahren an.
Das mannliche Geschlecht zeigt in den ersten 10 Jahren eine eindeutig starkere Pravalenz von
etwa 2:1. Nach der Pubertét zeigt ein Teil der Patienten eine Abnahme der Asthmasymptomatik,

und das Verhdltnis der Geschlechter liegt bei 1:1.
Atemwegsinfekte und obstruktive Bronchitiden

Welche Rolle Virusinfektionen, die zu einer obstruktiven Sauglingsbronchitis filhren kénnen (z.B.
Parainfluenza-, Adeno- und RS-Viren), bei der Entstehung des Asthma bronchiale spielen, ist
derzeit Gegenstand lebhafter Diskussionen. Einerseits kann eine Virusinfektion zu einer
Epithelschadigung fiihren, die eine bronchiale Hyperreagibilitdt auslosen bzw. verstarken kann.
Andere Befunde deuten daraufhin, da eine atopische Veranlagung zu einer Bereitschaft fur
Atemwegsinfekte mit ~-asthmogenen” Viren disponiert. Angeregt durch die
Untersuchungsergebnisse der epidemiologischen Vergleichsstudien zur Haufigkeitsverteilung
atopischer Erkrankungen in Ost- und Westdeutschland wird hypothetisch diskutiert, ob Kinder in
Leipzig, die in der Regel schon frih Kindertagesstatten besuchten und zahlreiche Atemwegsinfekte
durchmachten, durch die Pravalenz einer TH1-Reaktionsbereitschaft gegeniber einer TH2-
Reaktion als Folge rezidivierender Infekte, vor der Entwicklung eines Asthma bronchiale geschuitzt

wurden.
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Genetische Aspekte

Auf der Suche nach den verantwortlichen Genen konzentrieren sich groRangelegte
Familienstudien auf chromosomale Regionen, die Kandidatengene enthalten, welche durch ihren
EinfluR auf den IgE-Stoffwechsel fur den Atopiestatus von Bedeutung sein kénnten: z.B. HLA-10
System (6921.3), IgE-Rezeptor (11g13) und Interleukine (5g31). Bekannt sind Polymorphismen,
die den IL4-Rezeptor und die Kontrollenzyme der Cysteinyl-Leukotrien Produktion betreffen.
Abnormale Signale zwischen Epithel, das in Kontakt mit der Umwelt steht, und den darunter
befindlichen (Myo)-Fibroblasten sowie dendritischen Zellen, induzieren eine Reaktivierung
epithelialer, mesenchymaler Strukturen. Diese Prozesse sind an der Entwicklung der fetalen Lunge
beteiligt und liefern die Basis fur ein Asthma, das sowohl TH2-Polarisation als auch ein
Remodeling der Wénde des Respirationstraktes einschlie3t (32). Eine Assoziation mit erhdhten
IgE-Spiegeln und Asthma konnte fir genetische Varianten von FcEpsilonRIlbeta und HTm4
gefunden werden. Die eher telomerischen Varianten, D11S480, waren mit Asthma, jedoch nicht mit
erhdhten IgE-Spiegeln assoziiert (1). Auch fir das 12915-g24.1 Chromosom wurde eine
Assoziation mit erhdhten Gesamt-IgE-Spiegeln festgestellt (52). Im Zusammenhang mit einer
Region des 5g31 Chromosoms (IL Gencluster) konnte ein Pradisposition fur die atopische

Dematitis gefunden werden (22).

2.1.3. Rhinokonjunktivitis (79d)

Rhinokonjunktivitis ist eine allergische Entziindung der Nasenschleimhaut und/ oder der
Konjunktiven infolge Uberempfindlichkeit gegen Aeroallergene. In Abhangigkeit von den
auslosenden Allergenen als saisonale Rhinokonjunktivitis (Baum-, und Gréaserpollen) nur zu den
jeweiligen Pollenflugzeiten oder als perenniale Rhinokonjunktivitis ganzjahrig nach Allergenkontakt

(z.B. Hausstaubmilbenkot, Tierepithelien, Schimmelpilze).
Epidemiologie

Die allergische Rhinokonjunktivitis stellt die haufigste klinische Manifestation einer atopischen
Erkrankung dar, gefolgt von der atopischen Dermatitis, dem allergischen Asthma und der
Nahrungsmittelallergie. Die Neuerkrankungsrate ist zwischen dem 6. und 15. Lebensjahr am
hoéchsten, etwa 75% der Kindern entwickeln allergische Rhinitissymptome vor dem 25. Lebensjahr.
Prospektive Untersuchungen haben gezeigt, dalR etwa 40% der Rhinitispatienten (ber einen

Zeitraum von 10 Jahren Asthmasymptome entwickeln.
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2.2. VIRALE INFEKTIONEN

Bei der Auswahl der in der Studie zu untersuchenden Virusinfektionen waren vor allem solche
Infektionen von Interesse, die eine starke TH1-Antwort induzieren, Infektionen mit hoher Préavalenz
bereits im Kindesalter und lebenslanger Seropositivitdt. Die Studie konzentriert sich auf die
Untersuchung der Infektion mit dem Cytomegalie-Virus, dem Epstein-Barr-Virus und dem Varizella-
Zoster-Virus. Wahrend der erste Teil der Arbeit die Infektionen anhand von serologischer
Diagnostik (IgG-Synthese) untersucht, beschaftigt sich der zweite Teil der Arbeit mit den
Effektorzellen nach CMV-Infektion (TH1-Lymphozyten). Die Immunitat gegen CMV auf zellularer
Ebene konnte Uberprift werden, indem T-Lymphozyten von Kindern in vitro mit CMV-spezifischem
Antigen und CMV-Proteinen (IE1- und pp65-Proteinen) stimuliert wurden und ihre Reaktivitat in
Form der intrazellularen IFN-gamma-Produktion erfalt wurde. Das nicht-strukturale IE1 (pUL123)
Protein erscheint schon sehr frih (,immediate early protein“) in infizierten Zellen und stellt den
entscheidenden Faktor fir die Initierung des Replikationszyklus dar. Etwas spéter wird noch vor
der Viruspartikelformation das strukturale pp65 (UL83) Protein (,early protein“) von CMV-infizierten
Zellen gebildet. Es wird angenommen, dal3 das pp65 Protein und das IE1-Protein zu den beiden
wichtigsten Zielproteinen der zellularen Immunantwort zéhlen, die Uber 90% aller T-Zell-Epitope
abdecken. Die sogenannten ,late proteins” scheinen als Hiillproteine eine entscheidende Rolle bei
der humoralen Immunantwort zu spielen. Aufgrund des hohen Polymorphismus der menschlichen
MHC-Molekile schien es uns durchaus sinnvoll, die Mdglichkeit einer anti-CMV-T-Zell-Antwort
durch die Stimulation mit zwei unterschiedlichen Proteinen zu erhdhen. Die Infektion mit dem
Cytomegalie-Virus bot so die Mdoglichkeit neben der serologischen Diagnostik mittels ELISA-
Technik, die T-Zell-Reaktivitat mit Hilfe der DurchfluRzytometrie zu untersuchen. Somit konnten
sowohl Aussagen (ber einen aktuellen, als auch Uber einen langer zuriickliegenden Viruskontakt
getroffen werden. Anhand der Messung der IFN-gamma-Produktion konnte die THZ1-Antwort

bewertet werden.
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2.2.1. Cytomegalie-Virus CMV
Morphologie

Das Cytomegalievirus ist ein DNA-Virus der Herpesvirusgruppe. Wie alle Erreger dieser Gruppe ist
es aus einem ikosaederformigen Kapsid mit 162 Kapsomeren aufgebaut. Das Kapsid umschlief3t
das DNA-Genom (235 kb), welches mehr als 200 verschiedene Proteine kodiert. Das Kapsid wird
von einer Demarkationszone, dem Tegument umgeben. Das Tegument ist aus einer Reihe von
Phosphoproteinen aufgebaut. Hierzu z&hlen u.a. das UL82(pp71), das UL83(pp65) und das UL69,
Das Tegument wiederum wird von einer lockeren, au3eren Hille, dem Envelope eingeschlossen.
Allgemein wird zwischen zwei morphologischen Strukturen unterschieden, den Virus-spezifischen
Proteinen und dem Envelope. Ersteres wird als ,dense body-dichter Koérper* beschrieben und
erscheint als groBe amorphe Struktur, die weder ein Nucleo-Kapsid, noch DNA enthalt. Zweiteres
wird als ,non-infectious enveloped particle (NIEP)-nicht infektidser Hullpartikel* beschrieben und
besteht aus einem leeren Kapsid, umgeben von einer Lipidhille. Abbildung 4 zeigt die CMV-

Proteine, von denen die ein ,mapping" erfolgte (86).
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Abbildung 4: Darstellung der CMV-Proteine (86)
Kontrolle der Genexpression

Die Expression des CMV-Genoms wird von einer Syntheseabfolge verschiedener Proteine
gesteuert. Zunachst erfolgt die Synthese des ,immediate early protein“. Dieser Schritt erlaubt die
Transkription von messenger RNA der zweiten Gruppe von Proteinen ,early protein“. Dies
wiederum ermaglicht die Weiterfihrung der DNA-Replikation und fihrt zum Erscheinen der letzten
Gruppe von Proteinen late protein“. Wahrend die Gruppe von ,early protein“ vor allem an der
viralen DNA-Replikation beteiligt sind, wirken die Gruppe von ,late protein“ insbesondere bei der

Bildung von viralen Strukturproteinen mit (86).
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Epidemiologie

Wahrend in Deutschland ahnlich wie in anderen Industrielandern mit einer Seropositivitat von tber
60% gerechnet werden kann, sind in der dritten Welt Gber 90% der Bevélkerung seropositiv. Das
CMV-Virus kann nach Erstinfektion latent im K&rper persistieren und reaktiviert werden, wenn das
Abwehrsystem geschwécht ist. Die konnatale CMV-Infektion ist die haufigste konnatale Infektion.
Hauptrisiko ist die Priméarinfektion in der Schwangerschaft, die bei ca. 3% der seronegativen
Frauen auftritt. Dabei infizieren sich 1/3 der Feten. Studien der letzten Jahren fanden eine
Pravalenz der kongenitalen Infektion von 0,5-2% (6,85). Bei den infizierten Feten kommt es in ca.
10% der Falle zu einer konnatalen CMV-Erkrankung. Bei seropositiven Frauen kann es in ca. 10%
zu einer Reaktivierung der CMV-Infektion wéhrend der Schwangerschaft kommen. Dabei infiziert
sich der Fetus aber seltener (<10%) und die Neugeborenen sind meist asymptomatisch.
Spatschéaden kénnen aber in ca. 10% auftreten (28). Vom 2. bis zum 16. Lebensjahr steigt die
Haufigeit der Infektion von etwa 28% auf 45% (5,51). Die postnatale Infektion manifestiert sich
klinisch als CMV-Erkrankung vorzugsweise in Abwehrgeschwéchten. Sie zahlt zu den haufigsten

Komplikationen nach Nierentransplantation.
Infektionsweg

Die Ubertragung erfolgt diaplazentar und postnatal durch Schmierinfektion, Bluttransfusion,

Organtransplantation oder durch sexuellen Kontakt.
Klinische Manifestationen

Die Erkrankung kann sich an verschiedenen Organen abspielen. Die Erkrankung beim
Neugeborenen zeichnet sich aus durch Friihgeburten, Hepatitis mit prolongiertem lkterus,
Hepatosplenomegalie, hamolytischer Purpura, Schwerhdrigkeit, Chorioretinitis,
Wachstumsretardierung oder geistiger Behinderung. Bei immunkompetenten Erwachsenen verlauft
die Infektion in 90% der Falle symptomlos, eventuell kommt es zu einem mononukleose&hnlichen
Krankheitsbild mit Lymphadenopathie oder leichter Hepatitis. Bei immunsupprimierten Patienten
verlauft die Erkrankung schwerer. Die Patienten koénnen Symptome, wie Fieber,
mononukleosedhnliches Krankheitshild, Retinitis, Meningoenzephalitis, interstitielle Pneumonie

oder Ulzerationen im Gastrointestinalbereich aufweisen (28).
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Virusdiagnostik

Die Diagnostik der postnatalen Infektion erfolgt tGiber Virus-, Antigen- und CMV-DNA-Nachweis aus
Urin, Blut, bronchoalveolarer Lavage oder Biopsiematerial. Die Primarinfektion laft sich durch
Serokonversion (Neuerscheinen von IgG-Antikdrpern gegen CMV) und den Nachweis von IgM-
Antikorper gegen CMV detektieren. Persistierende Infektionen werden durch IgG-Antikdrper und
Reaktivierungen durch erneuten IgG-Antikdrper-Anstieg und eventuell erneuten Nachweis von IgM-
Antikérpern  diagnostiziert. Es gibt jedoch auch Reaktivierungen, insbesondere bei
Immunsupprimierten, die nicht mit serologischen Veranderungen einhergehen. Mittels moderner
Verfahren, wie der Histopathologie oder der Elektronenmikroskopie bzw. PCR-Methoden laft sich
das Virus sehr gut direkt nachweisen. Das Labor zeigt eine Leukopenie mit relativer Lymphozytose
und atypischen Lymphozyten (28).

2.2.2. Epstein-Barr-Virus EBV
Morphologie

Die Epstein-Barr-Virus Typen | und Typ Il sind DNA-Viren und gehdéren zur Herpesgruppe. Die
zentrale Nukleinsdure ist umhullt von einem ikosaederférmigen Kapsid, welches aus 160
triangularen Kapsomeren besteht. Diese Strukturen wiederum sind von einer irreguldren,
lipidhaltigen Hille, dem Envelope, umgeben. Das Envelope ist essentiell fiir die Infektidsitat des
Virus (86).

Das virale Genom und viral kodierende Proteine

Das virale Genom besteht aus einem doppelstrangigen DNA-Molekil von 172 kb Lange. Sequenz-
Analysen haben zwei Typen des Virus, Typ 1 und Typ 2 gefunden, die sich in den Domainen
unterscheiden, die fir das virale Kern-Antigen (EBNA) kodieren. Das virale Genom kodiert fiir etwa
100 Proteine, von denen bisher nur wenige identifiziert wurden. EIf viral-kodierende Proteine sind
mit latent infizierten Zellen und weitere drei Proteine mit Iytischer Infektion assoziiert. Zu den
latenten Proteine werden der ,EB viral nuclear antigen complex“ (EBNA), das ,latent membrane
protein“ (LMP* und das “terminal protein“ (TP) gez&dhlt. Zu den lytischen Proteinen gehéren die
.membrane antigens* (MA), die ,early antigens" (EA)und das ,viral capsid antigen“ (VCA). Von
EBNA sind insgesamt sechs Proteine bekannt EBNA 1-6). Das von uns untersuchte EBNA 1 ist

zustandig fur die Blastentransformation (86).
Epidemiologie

In Westeuropa sind 95% der Bevolkerung bis zum 30. Lebensjahr infiziert, der Erkrankungsgipfel
liegt im jugendlichen Alter. Im Vergleich dazu sind in Zentralafrika fast alle Kinder schon mit 3
Jahren infiziert. Die Pravalenz der Infektion steigt vom 1. bis zum 7. Lebensjahr von etwa 15% auf
etwa 70% an (3,5,12,31,43). Die Abbildung 5 zeigt den zeitlichen Verlauf der Seropositivitat fur
EBV (86).
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Abbildung 5: Zeitlicher Verlauf der Seropositivitat fur EBV (86)

Infektionsweg

Zielzellen des Virus sind die naso- und oropharygealen Epithelien sowie B-Lymphozyten, die als
.EBV-Rezeptor* das CD-21-Antigen tragen. Unzerstorte infizierte B-Lyphozyten k&nnen
Viruspersistenz verursachen. Die Infektion wird hauptséachlich tber den Speichel Ubertragen (z.B.

durch Kissen ,kissing disease").
Klinische Manifestation

Im Kleinkindalter verlauft die Infektion meist asymptomatisch. Im spateren Lebensalter tritt das
klinische Bild der infektiésen Mononukleose (Pfeiffer'sches Driisenfieber) mit fieberhafter Angina
tonsillaris/ Pharyngitis, Lymphknotenschwellungen und typischem Blutbild mit Virozyten auf. Zu

den EBV-assoziierten Malignomen gehéren das Nasopharynxkarzinom und das Burkitt-Lymphom

(28).
Virusdiagnostik

Die Virus-Diagnostik erfolgt durch serologischen Antikdérper-Nachweis. Die frische Infektion ist
gekennzeichnet durch das Erscheinen des Anti-VCA, virales Capsid-Antigen (IgG und IgM), des
Anti-EA-D, early antigen difuse und heterophiler IgM-Antikérper bei 80% der Erwachsenen und
50% der Kinder. Frihere Infektionen zeigen Anti-VCA, virales Capsid-Antigen (IgG) und Anti-EBNA
EBV, nukledres Antigen (IgG). Das Blutbild zeigt eine Leukozytose mit 40-90% mononukleérer
Zellen und Reizformen der Lymphozyten = Virozyten = aktivierte T-Lymphozyten (28).
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2.2.3. Varizella-Zoster-Virus VZV
Morphologie

Das VZV erscheint morphologisch als ein Herpesvirus. Das Genom besteht aus einer linearen

doppelstrangigen DNA mit einer Lange von etwa 125 Kilobasen Paaren kbp.
Epidemiologie

Die Varizellen sind eine Kinderkrankheit mit generalisiertem vesikularem Exanthem und hohem
Kontagionsindex (90%). Einen zeitlichen Verlauf der VZV-Pravalenz zeigt Abbildung 6 (86).
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Abbildung 6: Zeitlicher Verlauf der VZV-Pravalenz (86)
Infektionsweg
Die Varizellen sind eine hoch kontagiose aerogene Tropfcheninfektion.
Klinische Manifestation

Windpocken stellen die Erstinfektion mit VZV dar. Sie zeigen ein polymorphes Bild, verursacht
durch schubweisen Verlauf mit Roseolen-Papeln-Blaschen-Krusten. Man findet ungekammerte
Blaschen mit dunner Decke. Die Mundschleimhaut ist mitbefallen. Der Herpes zoster ist eine
Erkrankung des hdheren Lebensalters und wird ausgeltst durch Reaktivierung des Virus, das nach
der Primérinfektion in den Spinalganglien persistiert. 15% der Erwachsenen erkranken an einer
Gurtelrose. Die Effloreszenzen beschranken sich meist auf ein oder mehrere Dermatome, meist

Thorakalnerven. Vor, wahrend und nach der Blascheneruption treten starke Schmerzen auf (28).
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Virusdiagnostik

Die Diagnostik erfolgt durch Antigennachweis, Virusisolierung bzw. elektronenmikroskopischen

Virusnachweis oder serologischen Antikdrper-Nachweis, IgM-Antikdrper mit Serokonversion (28).
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2.3. Hypothese der vorliegenden Studie

Die Hypothese dieser Studie geht davon aus, dall in den ersten Lebensjahren auftretende
Virusinfektionen eine THZ1-Immunantwort induzieren, die in der Folgezeit zu einer reduzierten
Inzidenz atopischer Krankheitsmerkmale fiihrt. Ausgangspunkt der Untersuchung sind die
folgenden Annahmen. Kinder, die in den ersten Lebensjahren seropositiv gegeniber viralen
Infektionen waren, zeigen im spéateren Leben weniger haufig Symptome atopischer Erkrankungen
als seronegative Kinder. Kinder ohne Symptome atopischer Erkrankungen reagieren auf eine virale

Stimulation haufiger mit einer TH1-Immunantwort als Kinder mit atopischen Manifestationen.

Die vorliegende Arbeit analysiert einerseits den Zusammenhang zwischen Seropravalenz haufig
auftretender Virusinfektionen bei Kindern im Alter von 3 Monaten bis 16 Jahren und dem Auftreten
atopischer Erkrankungen. Auf der anderen Seite untersucht die Arbeit die T-Zell-Reaktivitat von
Kindern und Jugendlichen mit und ohne Symptome atopischer Erkrankungen nach einer viralen
Stimulation. Bei der Ermittlung von Seroprévalenzen haufig auftretender Virusinfektionen wurden
im ersten Teil der Arbeit Kinder mit 1 Jahr und mit 3 Jahren untersucht, da die ersten Lebensjahre
als wichtiger immunologischer Entwicklungszeitraum fur die T-Zell-Reifung angesehen werden.
Daten zur atopischen Manifestation lagen uns fiir den Zeitraum vom 3. Lebensmonat bis zum 7.
Lebensjahr vor (MAS-Studie). Die Seropravalenz der Kinder wurden mit den atopischen
Manifestationen der Kinder sowohl zum gleichen Zeitpunkt als auch zu einem spéteren Zeitpunkt
(7. Lebensjahr) verglichen. Den Vergleich zum Zeitpunkt der Infektion und zu einem spéteren
Zeitpunkt vorzunehmen, sollte dem Umstand Rechnung tragen, dafl} ein moglicher EinfluR der
Virusinfektion auf die atopische Manifestation erst innerhalb einer Wirkungszeit von mehreren
Jahren zum Tragen kommt. Zum anderen galt es zu beriicksichtigen, daf3 bereits manifeste
atopische Symptome bei Virusinfekten eher verstarkt auftreten kénnen. Bei der Auswahl der zu
untersuchenden Virusinfektionen interessierten vor allem Infektionen mit hoher Préavalenz unter
Kindern, Infektionen mit lebenslanger Immunitdt und Infektionen mit Induktion einer TH1-
Immunantwort. Im Einzelnen widmet sich die vorliegende Arbeit der Infektion mit dem Cytomegalie-
Virus, dem Epstein-Barr-Virus und dem Varizella-Zoster-Virus. Das Cytomegalie-Virus erméglichte
es zusatzlich, die T-Zell-Reaktivitdt der Kinder nach einer Infektion zu untersuchen. Wahrend im
ersten Teil der Arbeit der Schwerpunkt auf der serologischen Diagnostik mittels ELISA-Technik
liegt, beschéftigt sich der zweite Teil der Studie mit den Effektorzellen unter Verwendung der
DurchfluBzytometrie. Somit konnten sowohl Aussagen Uber einen aktuellen, als auch einen langer
zuriickliegenden Viruskontakt, getroffen werden. Im zweiten Teil wurden Kinder bzw. Jugendliche
im Alter von 1 Jahr bis 16 Jahren untersucht. Es wurden bewuf3t héhere Altersgruppen in die
Untersuchung einbezogen. Zum einen konnte so ein mdoglicher EinfluR viraler Infektion auf
atopische Manifestation auch im jugendlichen Alter analysiert werden, zum anderen war die
Erweiterung der Altersgrenzen nétig, um ausreichend Untersuchungsmaterial rekrutieren zu
kénnen. Als Nebeneffekt lieferte die Studie Aussagen Uber die Seropravalenz der untersuchten
Infektionen, sowie eine Aussage Uber die CMV-spezifische TH1-Zell-Reaktivitaten unter deutschen

Kindern und Jugendlichen.
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3. METHODEN UND MATERIAL
3.1. Humorale Immunantwort und Atopie
3.1.1. Patientenauswahl und Studiendesign

Fur den ersten Teil der Untersuchung Seren und Informationen der MAS- Multizentrische Allergie
Studie untersucht. Die MAS Studie ist eine prospektive Kohorten-Studie mit einer

Neugeborenenpopulation von 1314 Kindern.

Die Studie begann 1990 als Beobachtungsstudie mit dem Ziel, auf folgende Fragen eine Antwort

geben zu kdnnen:

Warum sind allergische Erkrankungen so weit verbreitet?

Welche Friihsymptome treten auf und wie ist der Verlauf von allergischen Erkrankungen?
Gibt es erkennbare Ansatzpunkte zur Allergiepravention?

Dazu wurden Eltern von tUber 6000 Neugeborenen, die zwischen dem 1.1. und 31.12.1990 in 6
Geburtskliniken der Stadte Berlin, Dusseldorf, Freiburg, Mainz und Miinchen zur Welt kamen,
systematisch nach dem Vorkommen von Allergien in der Familie befragt. AuRerdem wurden
Nabelschnur-IgE-Bestimmungen durchgefiihrt. 1314 von diesen Neugeborenen wurden in die
Studienkohorte aufgenommen. Etwa 40% dieser Kinder haben eine doppelte familidre
Atopiebelastung oder erhéhtes Nabelschnur-Igg (Ige>0,9kU/l) aufzuweisen. Die Befragung der
Eltern bzw. die Allergieuntersuchungen (AUs) der Kinder erfolgten zu festgelegten vom

Lebensalter der Kinder abhangigen Terminen und zwar:

AUl mit 1 Monat
AU2 mit 3 Monaten
AU3 mit 6 Monaten
AU4 mit 12 Monaten
AU5 mit 18 Monaten
AUG mit 24 Monaten
AU7 mit 36 Monaten.
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Im Verlauf der Untersuchungen wurde eine Vielzahl von Daten zur Familie, zum Wohnumfeld, zu
allergischen Symptomen, zu Krankheiten usw. gewonnen. Neben den Laborparametern aus der
Analyse von Serum (Sensibilisierung gegenuber haufigen Allergenen und zum Ige-Gesamt-Serum-
Spiegel) wurden mit Hilfe eines standardisierten Scorings diagnostische Daten zur atopischen
Manifestation der Kinder erhoben. Insgesamt ergaben sich im Zeitraum 1990-1993 je Kind 6827
verschiedene Informationen. Insgesamt lagen Daten zu den atopischen Manifestationen der Kinder

vom 3. Lebensmonat bis zum 7. Lebensjahr vor.

Einen Uberblick tiber diese Daten zeigt Abbildung 7.

Manifestationen: Untersuchungszeitpunkt:

Atopische Dermatitis AD 3, 6,12, 18 Monate, 2, 3, 4, 5, 6, 7 Jahre
Asthma Bronchiale OB 3, 6,12, 18 Monate, 2, 3, 4, 5, 6, 7 Jahre
Rhinokonjunktivitis RK 3, 6,12, 18 Monate, 2, 3, 4, 5, 6, 7 Jahre
Laborparameter:

Gesamt-IgE im Serum 1,2,3,5,6,7 Jahre

spezifisches IgE gegen Milcheiweil3 1,2,3,5,6,7Jahre

Hihnereiweif3 1,2,3,5,6,7 Jahre

Soja 1,2,3,5,6,7 Jahre

Weize 1,2,3,5,6, 7 Jahre

Dermatophagoides 1,2,3,5,6,7Jahre

Katze 1,2,3,5,6,7 Jahre

Hund 3,5, 6, 7 Jahre

Birke 1,2,3,5, 6,7 Jahre

Lieschgras 1,2,3,5,6,7 Jahre

Latex 5, 6, 7 Jahre

Abbildung 7: Allergische Symptomatik vom 3. Lebensmonat bis zum 7. Lebensjahr
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Alle erfalBten Daten wurden zu funf Bewertungskriterien der atopischen Symptomatik
zusammengefaldt. Die Einschatzung der klinischen Manifestation der Atopie gelang durch die
Kriterien: Atopische Dermatitis, Asthma bronchiale und Rhinokonjunktivitis. Eine Aussage Uber den
serologischen Hintergrund der Atopie lieferten die Laborparameter: Atopische Sensibilisierung bzw.
erhohtes spezifisches IgE und erhdhtes Gesamt-IgE. Das Kriterium ,Atopische Sensibilisierung”
lag vor, wenn die Kinder gegeniiber mindestens einem der getesteten Allergene sensibilisiert
waren (sens groRer gleich 0,35 kU/I). Bei der Bewertung der Gesamt-IgE-Spiegel orientierte sich
die Studie an den Perzentilen fir Gesamt IgE-Werte im Serum von Kindern, abgelesen aus MAS-
Studie (42,79c), die in Abbildung 8 dargestellt sind.

Perzentilen 50. Perzentile  75. Perzentile  85. Perzentile  90. Perzentile  95. Perzentile
1. Lebensjahr 5 13 26 40 78

2. Lebensjahr 15 40 75 107 226

3. Lebensjahr 20 58 111 155 261

5. Lebensjahr 34 85 150 212 372

6. Lebensjahr 42 95 170 259 428

Abbildung 8: Bevolkerungsbezogene Ige-Werte in kU/

Die vorliegende Arbeit befal3t sich ausschlief3lich mit der Untersuchung von Virusinfektionen der
Herpesgruppe, der Infektion mit dem Cytomegalievirus (CMV), dem Epstein-Barr-Virus (EBV) und
dem Varizella-Zoster-Virus (VZV). Alle drei Infektionen besitzen eine hohe Pravalenz unter
Kindern, hinterlassen eine lebenslange Immunitat und filhren zur Induktion einer TH1-
Immunantwort. Der qualitative und quantitative Nachweis von Virus-spezifischem IgG fir CMV,
EBV, VZV und IgE fur CMV wurde bei 672 Kindern, 351 Jungen (52,2%) und 321 M&dchen
(47,8%) im Alter von 1 und 3 Jahren durchgefiihrt. Diese Altersgruppe war Ziel der Untersuchung,
da die ersten Lebensjahre als wichtiger immunologischer Entwicklungszeitraum fir die T-Zell-
Reifung angesehen werden. Die Bestimmung des CVM-spezifischen IgE erfolgte in
Zusammenarbeit mit Herrn Dr. B. Weber, Laboratoires Reunis Kutter, Lieners-Hastert Junglinster,
Luxemburg. Aussagen zum CMV-spezifischen IgE sollten zuséatzlich zu den Aussagen iber CMV-
spezisches IgG eine umfassende Einschéatzung des Infektions-Status der Kinder moglich machen,
da das CMV-spezifischen IgE gerade fur priméare Infektionen ein besserer Marker, als das CMV-

spezifische IgM zu sein scheint (54,73,80).
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Insgesamt standen 362 Seren 1-jahriger Kinder und 457 Seren 3-jahriger Kinder zur Verfigung.
Davon waren 147 Antikdrper-Bestimmungen im Verlauf, also Doppelbestimmungen von Kindern,
die sowohl im Alter von 1 Jahr als auch im Alter von 3 Jahren untersucht worden waren. Die
Abbildung 9 gibt einen Uberblick tiber die verschiedenen Gruppen von Informationen und ihre

Erhebungszeitraume.

Das Ziel der Studie bestand darin, zu prufen, ob seropositive Kinder mit 1 Jahr bzw. 3 Jahren im
spateren Leben (7 Jahre) weniger héaufig an atopischen Manifestationen erkranken als
seronegative Kinder, die virale Infektion also einen protektiven Effekt hinsichtlich der
Allergieentstehung besitzt. Um dies beurteilen zu kdnnen, wurden die Ergebnisse der Antikdrper-
Detektion mittels ELISA-Diagnostik mit den Daten der MAS-Studie zur allergischen Symptomatik

der untersuchten Kinder verglichen.

Die MAS-Studie lieferte Daten zur atopischen Manifestation der Kinder fir den Zeitraum vom 3.
Lebensmonat bis zum 7. Lebensjahr. Die Seropostivitat der Kinder gegentiber den untersuchten
Infektionen wurde mit den atopischen Manifestationen der Kinder sowohl zum Zeitpunkt der
Antikorper-Detektion (mit 1 Jahr bzw. 3 Jahren) als auch mit 7 Jahren vorgenommen. Diese
Vorgehensweise bericksichtigte zum einen den Umstand, dal ein mdglicher EinfluR von
Virusinfektionen auf die atopische Manifestation Zeit benétigt, um seine Wirkung zu entfalten. Zum
anderen war bekannt, dal3 bereits manifeste atopische Symptome bei Virusinfektion eher verstarkt
werden kénnen. Es deutet vieles darauf hin, dal3 der Zeitpunkt der Infektion eine entscheidende
Rolle hinsichtlich eines protektiven Effekts auf die Allergieentstehung spielt. Virale Infektionen bei
Patienten mit bereits manifester Allergie fiihren eher zur Verschlechterung der allergischen
Symptomatik. Diesen Umstand galt es zu beriicksichtigen. Ein mdéglicher protektiver Effekt viraler
Infektionen auf die Entstehung von atopischen Manifestationen sollte in einer erweiterten
statistischen Auswertung allein bei Kindern untersucht werden, die zum Zeitpunkt der Antikérper-
Bestimmung noch keine atopischen Manifestation aufwiesen, bei Kindern, die mit 1 Jahr bzw. 3
Jahren weder Symptome von atopischer Dermatitis, Asthma bronchiale noch Rhinokonjunktivtis

zeigten.
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Studiendesign (erstellt mit Hilfe der MAS-Studie, Prof. U. Wahn, Virchow-Klinikum Berlin)

672 untersuchte Kinder (1-Jahrige: 362, 3-Jahrige: 457, davon Verlaufe: 147)

Untersuchungszeitpunkt: Methoden zur Erfassung atopischer und viraler Parameter

AU2 -
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AU5 ---
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AU7 ---

AU8 ---

AU9 -

AU10 ---

AUl1 ---

3 Monate
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3 Jahre
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6 Jahre

7 Jahre
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Abbildung 9: Studiendesign der Untersuchung auf humoraler Ebene
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EBV IgG
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3.2.2. Methoden

ELISA-(enzyme-linked immunosorbent assay)-Technik

Die Bestimmungen des Virus-spezifischen IgG fur CMV, EBV und VZV erfolgten mit ELISA-

(enzyme-linked immunosorbent assay)-Technik.

Dabei wird eine Tragerplatte mit dem zum gesuchten Antikérper korrespondierenden Antikdrper
beschichtet. Sind diese Antidrper im Serum vorhanden, binden sie an das Antigen. Ein
enzymatisch markierter Sekundarantikdrper bindet im ndchsten Reaktionsschritt an die gesuchten
Antikorper. Durch das Enzym wird in der Farbreaktion Substrat umgewandelt. Anhand eines
mitgeflhrten Standards kann dann, nach Erstellung einer Eichkurve, die Farbreaktion direkt mit der

Antikorperreaktion korreliert werden (60b).

1. Beschichtungder
e Platte-mit Antigen

2 \Naéchen_ &

3. Zugabe des
Testantikbrpers

4. Waécheﬂ

5. Zugabe des Liganden

6. Waschen

i Zugabe von
Chromogen

8. Entwickeln der Platlle- OO

Abbildung 10: Der ELISA (enzyme linked immunoabsorbent assay)

Antibody-capture enzyme-linked immunosorbent assay-Technik

Die Bestimmungen des CMV-spezifischen IgE erfolgte mit antibody-capture enzyme-linked

immunosorbent assay.

Dabei erfolgt die Beschichtung der Trager mit unmarkiertem Anti-IgE-Antikdrper und
anschlieBendem Nachweis des gebundenen IgE mit markiertem Anti-IgE-Antikdrper, der gegen ein
anderes Epitop gerichtet ist. Im Gegensatz zur klassischen ELISA-(enzyme-linked immunosorbent
assay)-Technik, ist dieser Test hochspezifisch, da Antigene, die mit einem Antikorper

kreuzreagieren mit grof3er Wahrscheinlichkeit nicht auch noch an einen zweiten binden (80).
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3.1.3. Material
Cytomegalie-Virus CMV IgG

ETI-CYTOK-G (P2860) DiaSorin:

Methode zur quantitativen/ qualitativen immunenzymatischen Bestimmung von Anti-

Cytomegalovirus IgG-Antikdrpern (AD 169 Stamm) im Human-Serum oder -Plasma

Der Cut-Off dieses Tests lag bei 5 AU/ml.

Cytomegalie-Virus CMV IgE

Antibody-capture enzyme-linked immunosorbent assay

Hochspezifische Methode zur immunenzymatischen Bestimmung von Anti-Cytomegalovirus IgE-

Antikdrpern im Human-Serum.

Der Cut-Off dieses Tests lag bei 0,4 OD Ag.

Epstein-Barr-Virus EBV IgG

ETI-EBNA-G (P001607) DiaSorin

Methode zur quantitativen/ qualitativen immunenzymatischen Bestimmung von Anti-Kern-Antigen
IgG-Antikdrpern des Epstein-Barr-Virus (synthetisches Peptid EBNA-1) in Human-Serum oder —
Plasma. Bei diesem Test wurde die sich wiederholende Region Gly-Ala ausgeschlossen, da sie
bekannte Kreuzreaktionen mit dem Autoantigen verursacht. Das Protein EBNA-1 dient der
Replikation des runden Virus-Genoms. Der Cut-Off dieses Tests lag bei vom Hersteller
vorgegeben bei 20 AU/ml. Da der Test bei der Antikorper-Detektion im Serum der 1-Jahrigen auch
fur die matterlichen Antikorper sensitiv war und dadurch eine kindliche Infektion nicht mit Sicherheit
diagnostiziert werden konnte, wurde der Cut-Off auf 100 AU/ml erhdht. Dies entsprach dem Wert,

bei dem ein seropositives Kind mit 1 Jahr auch noch mit 3 Jahren seropositiv war.

Varizella-Zoster-Virus VZV IgG

VZV-IgG ELISA (DS5600) DiaSorin

DiaSorin Varizella-Zoster Virus IgG ELISA ist fur die Detektion und quantitative Bestimmung von
IgG-Antikdrpern in Humanserum gegen VZV Virus konzipiert und kann Hilfe bei der Diagnose einer
Primérinfektion oder einer Reaktivierung mit dem VZV liefern. Der Cut-Off des Tests lag bei 1,10
ISR Wert.
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3.2. T-Zell-Reaktivitat nach CMV-spezifischer Stimulation und Atopie
3.2.1. Patientenauswahl und Studiendesign

Der zweiten Teil der Arbeit beschéaftigt sich mit der zellularen Immunabwehr der Infektion mit dem
Cytomegalie-Virus, indem die T-Zell-Reaktivitdt von Kindern nach einer Infektion untersucht
wurden. Aus mehreren Berliner Krankenhausern wurden insgesamt 100 Kinder und Jugendliche im

Alter von 1 bis 16 Jahren mit und ohne atopische Krankheitsgeschichte rekrutiert.

Anamnestische Informationen Uber atopische Erkrankungen, atopische Familienanamnese wurden
in Form eines Fragebogen erfal3t. Auch zusatzliche Einflu3gréfRen der immunologischen Reaktion,
wie medikamentdse Therapien mit immunmodulierenden Substanzen (z.B. Kortikoide) oder akute
bzw. chronische Infektionen wurden im Fragebogen festgehalten. Als Atopiker galten alle die
Kinder und Jugendliche, die bis zum Zeitpunkt der Befragung und/ oder zum Zeitpunkt der
Befragung mindestens eine der drei klassischen atopische Erkrankung (atopische Dermatitis,
Asthma bronchiale, Rhinokonjunktivitis) aufwiesen. Die maoglichen chronischen
Infektionskrankheiten im Kindesalter (z.B. Morbus Chrohn, Colitis ulcerosa) wurden erfaf3t, wenn
sie bis zum Zeitpunkt der Befragung und/ oder zum Zeitpunkt der Befragung aufgetreten waren.
Nach medikamentdsen Therapien bzw. akuten Infektionen (z.B. grippaler Infekt) wurde fir den
Zeitraum der letzten 3 Wochen gefragt. Besondere Berlcksichtigung galt der Erfassung von
eventuellen immunsupprimierenden medikamentdésen Therapie (z.B. Kortison inhalativ), akuten
Infektionen (z.B. grippale Infekte) und entziindlichen Begleiterkrankungen (z.B. Morbus Crohn). Die
genannten Faktoren stellen potentielle ,confounding variables" dar, die T-Zell-Reaktivitaten
zusétzlich beeinflussen koénnen. Um die Abhangigkeit von Atopie und T-Zell-Reaktivitat
untersuchen zu kdnnen, war es daher unvermeidbar, nur Daten der Kinder in die Auswertung

einzubeziehen, die keine zusétzlichen EinfluRgréRen boten.

Insgesamt nahmen 100 Kinder im Alter von 1 bis 16 Jahren an der Studie teil. Dabei waren 5% der
Kinder junger als 3 Jahre, 4% junger als 7 Jahre und 91% 7 Jahre und &lter. Die
Geschlechtsverteilung belief sich auf 42% Madchen und 58% Jungen. Bei 24% der Kinder und
Jugendlichen zeigten sich in der Anamnese atopische Manifestationen, 76% der Kinder und

Jugendlichen hatten keinerlei atopische Symptome gezeigt.

Die mit Immulite bestimmte Seropositivitat fir CMV lag bei 40% der Untersuchten. Von diesen
Kindern und Jugendlichen wiesen 11% akute Infektionen und 18% entzindliche
Begleiterkrankungen auf. Eine immunsupprimierende Medikation erhielten 14% der Kinder. Die
Daten der Kinder mit einer mdglichen Einschrdnkung der immunologischen Reaktion auf
Virusbestandteile flossen nicht in die Berechnung statistischer Signifikanzen ein. Alle weiteren
Untersuchungen erfolgten mit 62 Kinder und Jugendlichen im Alter von 1 bis 12 Jahren ohne
erkennbare ,confounding variables”. Von diesen 62 Kindern und Jugendlichen waren 4,8% jinger
als 3 Jahre, 1,6% jlinger als 7 Jahre und 93,6% 7 Jahre und alter. Die Geschlechtsverteilung belief
sich auf 40,3% Madchen und 59,7% Jungen. Atopische Manifestationen zeigten 21% der

Untersuchten, 79% der Kinder und Jugendlichen wiesen keine atopischen Symptome auf.
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Hinsichtlich einer positiven Familienanamnese a3t sich festhalten, 43,3% der Mitter und 9,1% der
Véter gaben an, atopische Symptome aufzuweisen. Die mit Immulite bestimmte Seropositivitat fur
CMV lag bei 50%. Ziel des zweiten Teils der Studie war es, die intrazellulare Zytokinproduktion in
CD4 und CD8-T-Zellen nach kurzzeitiger ex-vivo Stimulation mit viralem Lysat-Antigen und
Peptidgemischen (pp65 und IE1) des CMV bei Kindern mit und ohne atopische Symptome mittels
DurchfluRzytometrie/ FacsCalibur, Becton Dickinson zu vergleichen. Im Gegensatz zum ersten Teil
der Arbeit vergleicht der zweite Teil Infektionsstatus und atopische Manifestation der Kinder zum
gleichen Zeitpunkt. Es konnten durch die Analyse der Effektorzellen sowohl Aussagen Uber einen
aktuellen, als auch einen langer zuriickliegenden Viruskontakt getroffen werden. Die Immunantwort
wurde nach Stimulation mit CMV-Antigen und CMV-Peptidgemischen (pp65, IE1) durch Detektion
intrazellularer Zytokine untersucht. Dabei wurden IFN-gamma-produzierenden CD4- (Antigen) und
CD8- (Peptid) T-Zellen quantifiziert. Es galt zu prifen, ob die T-Zellen von Kinder ohne atopische
Symptome eher mit einer Produktion von IFN-gamma auf die Stimulation reagieren wirden als T-
Zellen von Kinder mit atopischen Symptomen. Dies wirde darauf hinweisen, daf3 die Kinder ohne
atopische Symptome eher fahig sind, mit einer Typl-Immunantwort zu reagieren als Kinder mit
atopischen Symptomen. Die Reaktivitdt wurde anhand der IFN-gamma-Produktion nach
Stimulation bewertet. Dabei war sowohl die prozentuale Produktionsmenge als auch die visuelle
Abgrenzbarkeit einer IFN-gamma-produzierenden Zellpopulation im DurchfluRzytometer von
Bedeutung. Die Auswertung der Reaktivitat auf Antigen (CD4) und Peptid (CD8) erfolgte getrennt
als ,Reaktivitdt CD4" sowie verbunden als ,absolute Reaktivitat*. Dabei galt diejenige Probe als
.absolut reaktiv‘, die entweder auf CMV-Antigen (CD4) und/ oder auf eines der CMV-
Peptidgemische (CD8) mit einer IFN-gamma-Produktion reagiert hatte. Um eine scharfere
Trennung von ,stark reaktiven* und ,nicht reaktiven bzw. ,wenig reaktiven* Kindern und somit
eventuell deutliche Tendenzen bei der statistischen Analyse zu erhalten, wurden aus der Gruppe
der ,reaktiven Kinder* die ,stark reaktiven Kinder" (,Highresponder®) ermittelt und mit der Gruppe
der ,nicht reaktiven“ bzw. ,wenig reaktiven Kinder verglichen. Dabei galten Kinder mit IFN-gamma-
produzierenden Zellpopulationen groRRer gleich 0,30% als ,Highresponder‘.Neben zelluldren
Immunantworten beschéftigt sich der zweite Teil der Studie mit humoralen Parametern der
Cytomegalie-Virus-Infektion. Mit Hilfe eines Chemilumescent enzyme immunoassays wurde
qualitativ das CMV-spezifische 1gG bestimmt. So war es mdglich, die zellulare und humorale
Immunantwort der Kinder und Jugendlichen zu vergleichen. Als Nebeneffekt lieferte die Studie
Aussagen Uber die Seropravalenz der untersuchten Infektionen, sowie eine Aussage uber T-Zell-

Reaktivitdten unter deutschen Kindern und Jugendlichen.
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Chemilumescent enzyme immunoassay CMV IgG
3.2.2. Methoden

Mit dem Chemilumescent Enzyme Immunoassay CMV IgG konnten qualitativ Anti-CMV-IgG im
Serum der Kinder bestimmt werden. Zur Anwendung kam der Immulite Automatic Analyzer von
DPC. Dabei lag das Mischverhdltnis bei 400 pl Solution und 20 pl Plasma. Die Standards waren

definiert durch:

Diluent negativ
Negativ negativ
5AU negativ
10 AU negativ
50 AU negativ
100 AU negativ

DurchfluRzytometrie
Methode

Nach Stimulation von T-Zellen wurden IFN-gamma produzierende Zellen mit Antikérpern angefarbt
und mit Hilfe der DurchfluBzytometrie untersucht. Die DurchfluRzytometrie ist ein optisches
MeRverfahren, das Streulicht- und Fluoreszenzsignale einzelner in einem Flissigkeitsstrom
fokussierter Partikel analysiert. Zur durchfluBzytometrischen Untersuchung sind Zellen jeder
Herkunft geeignet, sofern sie als Suspension von Einzelzellen vorliegen. Die Zellen werden ,im
Gansemarsch” zu einem Analysepunkt geleitet, an dem sie von einem fokussierten Lichtstrahl
einer Lichtquelle beleuchtet werden, Abbildung 11. Als Lichtquelle dienen luftgekihlte Argonlaser
mit einer 488-nm-Emissionslinie. Das optische Detektionssystem und die Elektronik quantifizieren
die Fluoreszenz- und Streulichtemissionen jeder einzelnen Zelle. Unter Fluoreszenz wird die rasch
abklingende Lichtemission von Molekilen nach Absorption energiereicher Strahlung verstanden.
Fluoreszensignale entstehen durch die Anregung von Fluoreszenzfarbstoffen, welche mittels
fluorochromkonjugierter Antikérper auf die Zellen aufgebracht oder in die Zellen eingebracht
(intrazellulare Farbung) werden. Daneben besteht die Mdoglichkeit, die Zellmembran direkt
anzufarben. Bei der Mehrfarbenfluoreszenzanalyse werden Floureszenzfarbstoffe gewahlt (z.B.
PerCP-Peridin-Chlorophyll-a Proteinkomplexe, PE-Phycoerythrine, APC-Allophycocyanin, FITC-
Flouresceinisothyocianat), die sich zwar in der Fluoreszenzfarbe unterscheiden, deren
Fluoreszenzfarbe jedoch mit derselben Wellenlange anregbar ist. Trifft ein Lichtstrahl auf eine
Zelle, streut sie aufgrund ihrer physikalischen Eigenschaften, wie Gré3e, Form, Oberflache und

Granularitat, Licht mit unterschiedlicher Qualitat und Quantitéat. Die Lichtstreuung ist am gré3ten im
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Kleinwinkelbereich (0-10°) des einfallenden Lichtstrahls (Vorwartssteulicht, Forward Angle Light
Scatter FSC), ein geringerer Teil des Lichts streut seitwarts (90°) dazu (Seitwértsstreulicht, Side
Scatter SSC). Dabei gibt die Intensitat des FSC einen Anhalt fur die ZellgroRe, das SSC einen
Anhalt fur die Granularitat. Mittels beider Lichtstreuparameter lassen sich die wichtigsten

Leukozytengruppen unterscheiden.

Die Darstellung der MelRergebnisse erfolgte in einem Zweiparameter-Punkthistogramm (dot plot).
Die korrelierte Zweiparameterdarstellung zeigt die Relation zwei verschiedener Eigenschaften
einer Zelle zueinander an. Als Beispiele seien angefuhrt die Korrelation von FSC mit SSC,
Abbildung 12b. Der Schnittpunkt zweier MeRwerte einer Zelle ist das Ergebnis der Korrelation,
Abbildung 12a.

Bei der Datenauswertung der Immunfluoreszenzmessungen werden die in den
Parametrekombinationen  vermuteten = Lymphozyten eingegrenzt. Der englischsprache
Fachausdruch fur dieses Fenster wird ,gate* genannt. Bei der weiteren Analyse finden nur solche

Ergebnisse Berlicksichtigung, die innerhalb dieses eingegrenzten Bereiches liegen.

Ein Nachteil dieser Darstellungsweise ist die schwierige visuelle Abschatzung der Quantitat der
Populationen in den einzelnen Punktwolken. Zur Vermittlung einer visuellen Dimension stehen
daher zuséatzliche numerische Daten, wie Anzahl der Ereignisse in verschiedenen
Auswertefenstern und deren prozentuale Aufteilung (relative Prozentanteile), Mittelwert, Median

und Modus der Signalintensitat zur Verfigung (66).
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Abbildung 11: a) 1=Laser, 2=Strahlenerweiterung, 3=Fokusierlinse, 4=MelRkammer,
5=Sammellinse, 6=Teilerspiegel, 7=Lichtfilter, 8=Photomultiplier, 9=Photodiode,
10=Vorverstarker, 11=Impulsanalysatoren, 12=Analog-Digital-Konverter, 13=Datenverarbeitung
b) Detailansicht der MeRBkammer 1=Laserstrahl, 2=MeRkivette,

4=Zellsuspension, 5=hydrodynamische Fokussierung
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Abbildung 12: a) Theoretisches und b) Praktisches Lichtstreuungsdiagramm (66)
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Stimulation

Zunéachst wurden 100 pl Vollblut (Lithiumheparinat) mit jeweils 2 pl CMV- Antigen ABI (Verdiinnung
1:20 mit PBS, Endkonzentration 5 pug/ul), 10 ul CMV-Peptidgemisch pp56 A, 500 pg/ml DMSO
(Verdinnung 1:10 mit PBS, Endkonzentration 5 pg/pul und 10 pl CMV-Peptidgemisch IE1, 500
pg/ml DMSO (Verdinnung 1:10 mit PBS Stock, Endkonzentration 5 pg/pl) versetzt. Um die
generelle Sekretionsfahigkeit fur Zytokine zu testen, wurde ein Gemisch aus 2 pl PMA
(Verdiinnung 1:10 mit PBS, Endkonzentration 2,5 pl/ml) und 2,5 pl lonomycin (Verdiinnung 1:1000
mit PBS, Endkonzentration 2 ul/ml) eingesetzt. Nach 1-stiindiger Stimulation im Brutschrank bei
20°C erfolgte die Zugabe von 2 ul Brefeldin A (Verdiinnung 1:10 mit PBS, Endkonzentration 10
pg/ml). Nach 16-stiindiger Stimulation im Brutschrank bei 20°C erfolgte die Lyse mit 1 ml
Lysereagenz (Verdinnung 1:10 mit Aqua dest). Anschlieend wurde 10 Minuten dunkel bei
Raumtemperatur gelagert, mit 3 ml Natrium Acid Puffer gewaschen, 8 Minuten bei 1500
Umdrehungen, 4°C, a 9, r 172 zentrifugiert, dekantiert und gevortext. Nach Zugabe von jeweils 1
ml Permeabilisierungslosung wurde wiederum 10 Minuten dunkel bei Raumtemperatur gelagert,
mit 3 ml Natrium Acid Puffer gewaschen, 8 Minuten bei 1500 Umdrehungen, 4°C, a 9, r 172
zentrifugiert, dekantiert und gevortext. Zusatzlich wurden Negativkontrollen und Isotypkontrollen

durchgefihrt.
Farbung

Im Anschlu3 erfolgte die Farbung der Zellen. Die mit CMV-Antigen stimulierten Zellen sowie die
unstimulierten Negativkontollen wurden mit 35 pl einer Antikdrpermischung von IFN-gamma, CD4,
CD69 und CD3 geféarbt. Die mit CMV-Peptidgemischen pp65 bzw. IE1 stimulierten Zellen sowie die
Positivkontrollen wurden mit 35 pl einer Antikbrpermischung von IFN-gamma, CD8, CD69 und CD3
gefarbt. Die unstimulierten Isotypkontrollen wurden sowohl mit 28 ul einer Antikérpermischung von
IFN-gamma, CD4, CD69 und CD3 als auch mit 28 pul einer Antikbrpermischung von IFN-gamma,
CD8, CD69 und CD3 gefarbt. Die Antikdrpermischungen setzten sich im einzelnen wie folgt
zusammen. Das Gemisch fir die Farbung der stimulierten Zelle und der Negativkontrollen bestand
in Farbung 1 CD69 FITC 10 pl, Farbung 2 CD3 PE 10 pl, Farbung 3 CD4 bzw. CD8 PercP 10 pl
und Farbung 4 IFN-gamma APC 5 pl. Das Gemisch fir die Farbung der Isotypkontrollen bestand in
Farbung 1 1IgG1 FITC 5 pl, Farbung 2 CD3 PE 10 pl, Farbung 3 CD4 bzw. CD8 PercP 10 ul und
Farbung 4 1gG2a APC 3 pl. AnschlieBend wurde 30 Minuten dunkel auf Eis gelagert, mit 3 ml
Natrium Acid Puffer gewaschen, 8 Minuten bei 1500 Umdrehungen, 4°C, a 9, r 172 zentrifugiert,
dekantiert und gevortext. Bei groRRen vorhersehbaren Zeitverlusten zwischen Féarbung und

Messung der Zellen wurde mit 200 pl PFA 1% refixiert.
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Messung

Die Messung der Proben erfolgte mit Hilfe des DurchfluRzytometers FacsCalibur von Becton

Dickinson.

Uberschiissige Zellsuspension wurde nach Praparation fiir weitere Versuche vor der Stimulation

bei —70°C eingefroren.

1 ml Vollblut/ Lithiumheparinat wurde mit 10ml Lysereagenz (Verdinnung 1:10 mit Aqua dest.
lysiert, gevortext und 12 Minuten dunkel bei Raumtemperatur gelagert. Anschlieend wurde mit
jeweils 30 ml Natrium Acid Puffer gewaschen, 10 Minuten bei 1500 Umdrehungen, 4°C, a 9, r 172
zentrigugiert, dekantiert und gevortext und erneut zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand

abgenommen und das gewonnene Pellet bei —70°C eingefroren.

Die Abbildungen 13 bis 22 zeigen beispielhaft, welche Daten (ber die IFN-gamma-Produktion der
stimulierten CD4- bzw CD8-T-Zellen gewonnen wurden. Eine visuelle Abschatzung der Quantitat
IFN-gamma-produzierender Zellen ist als Punktwolke im oberen rechten Quadranten (,UR Gated")
des Diagramms maoglich. Zur Vermittlung einer visuellen Dimension stehen zuséatzliche numerische
Daten, wie Anzahl der Ereignisse in verschiedenen Auswertefenstern (,Gated events") und deren
prozentuale Aufteilung (% Gated") zur Verfiigung. Wahrend in den Abbildungen 13 bis 15 die
Daten eines CMV-seronegativen Kindes ohne IFN-gamma-Produktion dargestellt sind, zeigen die
Abbildungen 16 bis 18 die Daten eine CMV-seropositiven Kindes mit entsprechender IFN-gamma-

Produktion nach Stimulation mit viralem Antigen bzw. Peptidgemisch.

Wahrend die Abbildungen 13 und 16 jeweils die IFN-gamma-Produktion nach Stimulation mit CMV-
Antigen widerspiegeln, zeigen die Abbildungen 14 bzw. 17 die IFN-gamma-Produktion nach
Stimulation mit CMV-Peptidgemisch pp65 und die Abbildungen 15 bzw. 18 die IFN-gamma-
Produktion nach Stimulation mit CMV-Peptidgemisch IE1.

Ein Beispiel fur unstimulierte Zellen als Negativkontrolle zeigt die Abbildung 19. In Abbildung 20
findet sich ein Beispiel fur die Positivkontrollen mit PMA. Beispiele der Isotypkontrollen fir CD4-
und CD8- positive Zellen sind in den Abbildungen 21 (CD4) bzw. 22 (CD8) dargestellt.
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Stimulation mit CMV-Antigen bzw. Peptidgemisch ohne IFN-gamma-Produktion

Abbildungen 13 bis 15
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Abbildung 13: Stimulation mit CMV-Antigen, nichtreaktiv
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Abbildung 14: Stimulation mit CMV-Peptidgemisch pp65, nichtreaktiv
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Abbildung 15: Stimulation mit CMV- Peptidgemisch IE1, nichtreaktiv
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Stimulation mit CMV- Antigen bzw. Peptidgemisch mit IFN-gamma-Produktion

Abbildungen 16 bis 18
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Abbildung 16: Stimulation mit CMV-Antigen, reaktiv
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Abbildung 17:  Stimulation mit CMV-Peptidgemisch
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Abbildung 18: Stimulation mit CMV-Peptidgemisch IE1, reaktiv
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Beispiele fur unstimulierte Zellen, Positivkontrolle mit PMA und Isotypkontrollen CD4/ CD8

Abbildungen 19 bis 22
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Abbildung 19: unstimulierte Zellen
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Abbildung 20: Stimulation mit PMA als Positivkontrolle
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Abbildung 21: Isotypkontrolle CD4
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Abbildung 22: Isotypkontrolle CD8
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3.2.3. Material

Gerate

1. Immulite Automated Analyzer 13209
2. FacsCalibur

Zentrifugen

3. CR422

4. Centrifuge5415C

Brutschrank

5. Heraeus instruments/BB6220CU, 51007641

6. Pipetten

7. Pipettenspitzen

8. Polystyrene  Round Bottom  Tube
Falcon352052

9. Polystyrene Conical Tube BlueMax 50 ml
Falcon352070

10. ReaktiongefalRe,MicroTestTubes Safe-lock 0,5 ml

0030121.023

11. ReaktiongefélRe,MicroTestTubes Safe-lock 1,5 ml

0030120.086

Reagenzien

Hersteller
DPC Biermann, BadNauheim, BRD

BectonDickinson, San Jose, USA

Jouan, Saint Mazaire, Frankreich

Eppendorf, Hamburg, BRD

KendroLaboratoryProducts, Hanau,
BRD

Eppendorf, Hamburg, BRD
Sarstedt, Nimbrecht, BRD

BectonDickinson, Franklin Lakes, USA

BectonDickinson, Franklin Lakes, USA

Eppendorf, Hamburg, BRD

Eppendorf, Hamburg, BRD

Chemilumescent enzyme immunoassay CMV IgG, Immunlite

12. CMVAReagentWedge FlaconRéactif, LCVA0007

13. CMVBReagentEdge FlaconRéactif, LCVB0007

14. CMVIgGTestUnits, LCV10006

15. IgG/IgMSampleDiluent, LIGZ20004

DPC, Los Angeles, USA
DPC, Los Angeles, USA
DPC, Los Angeles, USA

DPC, Los Angeles, USA
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DurchfluRzytometrie

Stimulation

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

CMV  spezifisches ABI
Cytomegalovirus HCMV AD 169, 10-144-000

Antigen Human

pp65 Peptidgemisch A, P06725

IE1 Peptidgemisch,50mg/ml Major immediate
early protein, P13202(72DU)
lonomycin CalciumSalt 1mg in 2ml Ethanol

geldst, 10634

Phorbol12-Myristate13-Acetate/PMA 5mg in 1ml
DMSO geldst, P8139

Brefeldin A 1mg gel6st in 1ml DMSO, B7651
Lysereagenz FacsLysingSolution100ml, 349202

Permeabilisierungslésung, NatriumAcid-Puffer in
PBS

Albumin, Bovine 50 mg, A6003
NatriumAcid reinst 50 mg, 30175

Paraformaldehyd  reinst DAC,BPC,USP/PFA

Verdunnt mit PBS auf 1%, 104005
Verdiinnungsmedien

DimethylsulfoxideSilylatationGrade/DMSO 50 ml,
20684

Ethanol 96% reinst,DAB, 100971
EcotrainerAquaB.Braun,1000ml, 9184P12C

PBS 500ml, 14190094

TEBU Frankfurt am Main, BRD

NMI Reutlingen, BRD

NMI Reutlingen, BRD

Sigma, St. Louis, USA

Sigma, St. Louis, USA

Sigma, St. Louis, USA

BectonDickinson, San Jose, USA

BectonDickinson, San Jose, USA
Serva, Heidelberg, BRD

Merck, Darmstadt, BRD

Pierce, Rockford, lllinois, USA

Merck, Darmstadt, BRD
Braun, Melsungen, BRD

Gibocobrl

Scotland

lifetechnologies  Paiseley,
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Farbung

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

CD69(Leu-23)FITC 100Tests, 20 ul/Test, 347823
CD3PE 100Tests2ml, 20ul/Test, PN IM1282
CD4(Leu-3a)PerCP 100Tests, 20 pw/Test, 347324
CD8(Leu-2a)PerCP 100Tests, 20 pl/Test, 347314
IFNgammaAPC 100Tests, 10 ul/Test, 10805
MouselgG1FITC 100Tests, 349041

MouselgG2aAPC 1ml, 0,1 mg/ml, 340473

BectonDickinson, San Jose, USA
Immunotech, Marseille, Frankreich
BectonDickinson, San Jose, USA
BectonDickinson, San Jose, USA
ImmuneSource, St. Katharinen, BRD
BectonDickinson, San Jose, USA

BectonDickinson, San Jose, USA
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3.3. Statistische Signifkanz

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Statistikprogrammes SPSS Version 8.0. Neben
den Haufigkeitsverteilungen berechneten wir die signifikanten Unterschiede in den

Untersuchungsgruppen mittels Chi-Quadrat-Test und Yates-Korrektur.
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4. ERGEBNISSE
4.1. Humorale Immunantwort und Atopie
4.1.1. Haufigkeitsverteilungen

Zeitlicher Verlauf der atopischen Manifestationen (Fallzahlen sind mit (n) angegeben)

Unter Verwendung der Daten von 672 Kindern der MAS- Multizentrischen Allergie Studie, konnten
Aussagen zum zeitlichen Verlauf der klassischen atopischen Erkrankungen, atopische Dermatitis,
Asthma bronchiale, Rhinokonjunktivitis, sowie zum zeitlichen Verlauf der atopischen Parameter,
erhohter Gesamt-IgE-Spiegel und atopische Sensibilisierung, vom 3 Lebensmonat bis zum 7.
Lebensjahr getroffen werden. Der zeitliche Verlauf der Haufigkeiten aller untersuchten atopischen
Erkrankungen ist in den Abbildungen 23 und 24 wiedergegeben.

Abbildung 23: Pravalenz von atopischer Dermatitis, Asthma bronchiale und
Rhinokonjunktivitis bei Kindern vom 3. Lebensmonat bis zum 7. Lebensjahr

Kinder mit atopischen
Manifestationen in Prozent

—&— Atopische Dermatitis
—— Asthma bronchiale

Rhinokonjunktivitis

I I I I I I I I
T T T T T T T T T

3 Monate 12 Monate 2 Jahre 4 Jahre 6 Jahre

Alter der Kinder

42



Abbildung 24: Pravalenz von erhohtem Gesamt-IgE im Serum
(85.Perzentile) und atopischer Sensibilisierung bei Kindern im Alter
vom 1. bis 7. Lebensjahr

Kinder mit atopischen
Manifestationen in Prozent

Pr====c=sc=c=css=ss=scss=ss=ssss=s=q —e— Erhohtes Gesant-IgE im Serum
0 ‘ ‘ ‘ ‘ (85.Perzentile)

1 Jahr 2 3 5 6 7 —— Atopische Sensibilisierung
Jahre Jahre Jahre Jahre Jahre

Alter der Kinder

Der Vergleich der atopischen Symptome mit dem Virus-Antikorperstatus (IgG) der Kinder zum 1.
bzw. 3. Lebensjahr, also der Vergleich bei Koinzidenz von Atopie und Infektion ergab keine
signifikanten Unterschiede. Seropositive Kinder wiesen nicht signifikant weniger atopischen
Symptome auf, als seronegative Kinder. Im Anschluf® galt es, den Antikdrperstatus der Kinder zum
1. und 3. Lebensjahr mit der atopischen Symptomatik zu einem spéteren Zeitpunkt, zum 7.
Lebensjahr zu vergleichen, um den mdglichen Einflu von Infektionen auf eine Allergieentstehung
zu analysieren. Fur die Definition der ,Atopie” war daher allein das Auftreten von atopischen
Symptomen zum 7. Lebensjahr von Bedeutung. Es handelt sich um die Erfassung einer
Periodenpravalenz. Dabei wurden atopische Symptome der Kinder in den letzten zwolf Monaten
ermittelt. Eine derartige Definition ,Atopie zum 7. Lebensjahr* war notwendig, um ,missing data“
Raten zu vermeiden. Einerseits konnten dadurch einige atopische Kinder, als ,falsch negativ*
eingestuft werden. Andererseits konnten Kinder, ohne atopische Symptomatik sicherer als Atopiker

ausgeschlossen werden.

Der Vergleich des Antikdrperstatus mit 1 Jahr bzw. 3 Jahren mit den atopischen Symptomen zu
einem spéteren Zeitpunkt im Leben der Kinder berticksichtigt den Umstand, dal3 ein mdglicher
Einflul von Virusinfektionen auf die atopische Manifestation Zeit benétigt, um seine Wirkung zu
entfalten. Zum anderen ist bekannt, dal’ bereits manifeste atopische Symptome bei Virusinfektion
eher verstarkt werden konnen. Beispielsweise kénnen grippale Infekte die Haut des
Neurodermitikers exazerbieren lassen, die pulmonale Situation des Asthmatikers kann sich durch
Infekte der oberen Atemwege verschlechtern. Eine virale Infektion trifft auf das bereits
Ldysregulierte* Immunsystem (TH2-Immunantwort dominiert) des Atopikers. Ursache und Wirkung
kénnen nicht mehr getrennt voneinander analysiert werden. Es galt zu untersuchen, was

geschieht, wenn das Virus infiziert, bevor eine manifeste Allergie diagnostiziert wurde.
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Um dieses Problem zu bertcksichtigen, unterteilt die Studie die untersuchten Kinder in zwei gro3e
Gruppen. Die Gruppe der Kinder, die zum Zeitpunkt der Antikérper-Bestimmung (1. und 3.
Lebensjahr) noch keine atopischen Symptome aufwiesen und die Gruppe der Kinder, die zum
Zeitpunkt der Antikdrper-Bestimmung (1. und 3. Lebensjahr) bereits unter atopischen Symptomen
litten (Atopische Dermatitis, Asthma bronchiale, Rhinokonjunktivitis oder atopische
Sensibilisierung). In der statistischen Auswertung konzentriert sich die Arbeit einerseits auf
Signifikanz-Unterschieden zwischen seronegativen und seropositiven Kindern, ungeachtet ihrer
atopischen Symptome zum Zeitpunkt der Antikérper-Detektion, hinsichtlich ihrer atopischen
Symptome zum 7. Lebensjahr. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 27, 28, 31, 32, 35 und 36
widergegeben. Andererseits wurden Signifikanzen fur die Gruppe der Kinder, die zum Zeitpunkt
der Antikdrper-Bestimmung keine atopischen Symptome aufwiesen, berechnet. Die Ergebnisse
werden in den Abbildungen 29, 30, 33, 34, 37 und 38 gezeigt. Es wurden somit zuséatzlich die
atopischen Symptome (zum 7. Lebensjahr) von denjenigen seronegativen und seropositiven
Kindern (zum 1. und 3. Lebensjahr) verglichen, die zum Zeitpunkt der Antikérper-Detektion (zum 1.
und 3. Lebensjahr) noch keine atopische Symptomatik entwickelt hatten. Eine Atopie lag fir uns
dann vor, wenn mindestens eine der atopischen Manifesationen, atopische Dermatitis, Asthma
bronchiale, Rhinokonjunktivitis und atopische Sensibilisierung, bei den Kindern diagnostiziert
worden war. Abbildung 25 zeigt die Zahl der Kinder, die mit 1 Jahr bzw. 3 Jahren noch keine
atopische Symptomatik (weder atopische Dermatitis, Asthma bronchiale noch atopische
Sensibilisierung) entwickelt hatten. Von den mit 1 Jahr untersuchten 362 Kinder lagen von 297 1-
Jahrigen Daten und von den mit 3 Jahren untersuchten 457 Kinder lagen von 407 3-Jahrigen
Daten zur atopischen Symptomatik (atopische Dermatitis, Asthma bronchiale, atopische
Sensibilisierung) vor. Mit 1 Jahr wiesen 84,9% (n=252/297) und mit 3 Jahren 78,9% (n=321/407)
keine atopischen Manifestationen auf. Der Parameter ,erhdhter Gesamt-IgE-Spiegel“ wurde bei der
Definition von ,Atopie mit 1 Jahr bzw. 3 Jahren“ vernachlassigt. Erhohte Gesamt-IgE-Spiegel
(85.Perzentile) traten im Verhdltnis zu den restlichen atopischen Parametern wesentlich haufiger
auf, auch ohne entsprechende klinische Symptomatik. Um die Atopie-Kriterien zu préazisieren,
beschrankte sich die Definition von ,Atopie mit 1 Jahr bzw. 3 Jahren* auf die atopischen
Manifestationen, atopischer Dermatitis, Asthma bronchiale, Rhinokonjunktivitis und atopische
Sensibilisierung. Damit wurden einerseits einige ,falsch negative Atopiker” riskiert, es verringerte

sich jedoch die Wahrscheinlichkeit, ,falsch positive Atopiker”, in die Auswertung einzubeziehen.
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Abbildung 25: Kinder ohne atopische Manifestationen (weder
atopische Dermatitis, Asthma bronchiale, Rhinokonjunktivitis noch
atopische Sensibilisierung) zum 1. und 3. Lebensjahr
Fallzahlen (n) sind in der Grafik angegeben
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Geschlecht und Alter

Wir untersuchten insgesamt 672 Kinder, davon 351 Jungen (52,2%) und 321 Madchen (47,8%) im
Alter von 1 Jahr und 3 Jahren. Es standen uns Seren von 362 Kindern im Alter von 1 Jahr und 457
Kindern im Alter von 3 Jahren zur Verfligung.
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Seropositivitat

Von den getesteten Seren 1-jahriger Kinder waren fir CMV 33,4% seropositiv (121 von 362), fir
EBV 1,3% seropositiv (9 von 361) und fur VZV 3,1% seropositiv (11 von 360). Unter den 3-
Jahrigen waren fur CMV 73,0% seropositiv (330 von 452), fur EBV 18,8% seropositiv (85 von 452)
und fur VZV 26,0% seropositiv (119 von 457). Siehe Abbildung 26.

Der verwendeten ELISA Kit flr EBV stellte sich als hoch sensitiv heraus, so dafl? auch mdtterliche
Antikorper bei den 1-Jahrigen detektiert wurden. Den vom Hersteller empfohlenen Cut-Off muf3ten

wir nachtréglich von 20 auf 100 AU/ml veréndern.

Abbildung 26: Seropositivitat gegeniber einer Infektion mit CMV,
EBV und VZV bei Kindern zum 1. und 3. Lebensjahr (ELISA-
Messung) Fallzahlen (n) sind in der Grafik angegeben
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Familienanamnese

Hinsichtlich der Verteilung einer positiven Familienanamnese kénnen wir festhalten, 45,8% aller
Eltern wiesen ebenfalls atopische Symptome auf, 54,2% waren dementsprechend keine Atopiker.
Es bestand ein deutlicher Zusammenhang zwischen atopischer Erkrankung beim Kind und
positiver Familienanamnese. Kinder atopischer Eltern wiesen signifikant haufiger atopische
Manifestationen auf, als Kinder von Eltern ohne Atopiemerkmale.
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4.1.2.

ELISA-(enzyme-linked immunosorbent assay)-Virus-spezifisches IgG

Unterschiede in den atopischen Manifestationen mit 7 Jahren zwischen seronegativen und

seropositiven Kindern mit 1 Jahr bzw. 3 Jahren

Cytomegal

ie-Virus Infektion CMV

Die CMV-Seropositivitdt mit 1 Jahr hatte keinen signifikanten Einflu3 auf die Pravalenz atopischer

Manifestationen mit 7 Jahren (Abbildung 27). Die mit 3 Jahren CMV-seropositiven Kinder zeigten

mit 7 Jahren signifikant haufiger Symptome einer atopische Dermatitis als Kinder, die mit 3 Jahren

seronegativ waren. FUr die Ubrigen Manifestationen konnten keine statistisch signifikanten

Unterschiede gezeigt werden, (Abbildung 28).
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Abbildung 27: Atopische Symptome mit 7 Jahren bei CMV-seronegativen und

seropositiven Kindern mit 1 Jahr
p-Values und Fallzahlen (n) sind in der Grafik angegeben
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Abbildung 28: Atopische Symptome mit 7 Jahren bei CMV-seronegativen und
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seropositiven Kindern mit 3 Jahren
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Unterschiede in den atopischen Manifestationen mit 7 Jahren zwischen seronegativen und

seropositiven Kindern ohne atopische Symptome mit 1 Jahr bzw. 3 Jahren
Cytomegalie-Virus Infektion CMV

Die mit 1 Jahr klinisch noch unauffalligen CMV-seropositiven Kinder zeigten mit 7 Jahren
signifikant seltener ein erhéhtes Gesamt-IgE (85. Perzentile) als Kinder, die mit 1 Jahr seronegativ
waren. Fir die Ubrigen Manifestationen konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede
gezeigt werden (Abbildung 29). Die mit 3 Jahren klinisch noch unauffalligen CMV-seropositiven
Kinder zeigten mit 7 Jahren signifikant hdufiger Symptome einer atopischen Dermatitis als Kinder,
die mit 3 Jahren seronegativ waren. Fur die Ubrigen Manifestationen konnten keine statistisch

signifikanten Unterschiede gezeigt werden (Abbildung 30).

Abbildung 29: Atopische Symptome mit 7 Jahtren bei CMV-seronegativen und
seropositiven Kindern mit 1 Jahr, die mit 1 Jahr noch keine atopischen
Symptome aufwiesen 3 Atopische
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Abbildung 30: Atopische Symptome mit 7 Jahren bei CMV-seronegativen und
seropositiven Kindern mit 3 Jahren, die mit 3 Jahren noch keine atopischen
Symptome aufwiesen @ Atopische
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Unterschiede in den atopischen Manifestationen mit 7 Jahren zwischen seronegativen und
seropositiven Kindern mit 1 Jahr bzw. 3 Jahren

Epstein-Barr-Virus Infektion EBV

Die mit 1 Jahr EBV-seropositiven Kinder zeigten mit 7 Jahren signifikant haufiger Symptome eines
Asthma bronchiale als Kinder, die mit 1 Jahr seronegativ waren. Fir die Gbrigen Manifestationen
konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede gezeigt werden (Abbildung 31). Es bestanden
keine signifikanten Unterschiede in der Prdvalenz atopischer Manifestationen mit 7 Jahren

zwischen mit 3 Jahren EBV-seropositiven und seronegativen Kindern (Abbildung 32).

Abbildung 31: Atopische Symptome mit 7 Jahren bei EBV-seronegativen und
seropositiven Kindern mit 1 Jahr
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Abbildung 32: Atopische Symptome mit 7 Jahren bei EBV-seronegativen und
seropositiven Kindern mit 3 Jahren
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Unterschiede in den atopischen Manifestationen mit 7 Jahren zwischen seronegativen und

seropositiven Kindern ohne atopische Symptome mit 1 Jahr bzw. 3 Jahren

Epstein-Barr-Virus Infektion EBV

Es bestanden keine signifikanten Unterschiede in der Pravalenz atopischer Manifestationen mit 7

Jahren zwischen mit 1 Jahr klinisch noch unauffalligen EBV-seropositiven und seronegativen

Kindern (Abbildung 33). Es bestanden auch keine signifikanten Unterschiede in der Pravalenz

atopischer Manifestationen mit 7 Jahren zwischen mit 3 Jahren klinisch noch unauffalligen EBV-

seropositiven und seronegativen Kindern (Abbildung 34).

Abbildung 33: Atopische Symptome mit 7 Jahren bei EBV-seronegativen und
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Abbildung 34: Atopische Symptome mit 7 Jahren bei EBV-seronegativen und
seropositiven Kindern mit 3 Jahren, die mit 3 Jahren noch keine atopischen

Symptome aufwiesen

p-Values und Fallzahlen (n) sind in der Grafik angegeben

n=58

n=44

Atopische Symptome
(%)

n=21

N

n=17

n= n=
n=2

e |

EBV-seronegativ

EBV-seropositiv

n=17

EBV-Seropositivitét bei noch klinisch unaufféalligen Kindern mit

3 Jahren

@ Atopische
Dermatitis
(p>0,36)

W Asthma
bronchiale
(p>0,39)

O Rhinokonjunktivitis
(p>0,59)

O Erhohtes Gesamt-
IgE (85.Perzentile)
(p>0,18)

W Atopische
Sensibilisierung
(p>0,91)

50



Unterschiede in den atopischen Manifestationen mit 7 Jahren zwischen seronegativen und
seropositiven Kindern mit 1 Jahr bzw. 3 Jahren

Varizella-Zoster-Virus Infektion VZV

Es bestanden keine signifikanten Unterschiede in der Pravalenz atopischer Manifestationen mit 7
Jahren zwischen mit 1 Jahr VZV-seropositiven und seronegativen Kindern (Abbildung 35). Es
bestanden auch keine signifikanten Unterschiede in der Pravalenz atopischer Manifestationen mit

7 Jahren zwischen mit 3 Jahren EBV-seropositiven und seronegativen Kindern (Abbildung 36).

Abbildung 35: Atopische Symptome mit 7 Jahren bei VZV-seronegativen und

seropositiven Kindern mit 1 Jahr
p-Values und Fallzahlen (n) sind in der Grafik angegeben
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Abbildung 36: Atopische Symptome mit 7 Jahren bei VZV-seronegativen und

seropositiven Kindern mit 3 Jahren
p-Values und Fallzahlen (n) sind in der Grafik angegeben
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Unterschiede in den atopischen Manifestationen mit 7 Jahren zwischen seronegativen und

seropositiven Kindern ohne atopische Symptome mit 1 Jahr bzw. 3 Jahren
Varizella-Zoster-Virus Infektion VZV

Es bestanden keine signifikanten Unterschiede in der Pravalenz atopischer Manifestationen mit 7
Jahren zwischen mit 1 Jahr klinisch noch unauffalligen VZV-seropositiven und seronegativen
Kindern (Abbildung 37). Es bestanden auch keine signifikanten Unterschiede in der Pravalenz
atopischer Manifestationen mit 7 Jahren zwischen mit 3 Jahren klinisch noch unauffalligen VZV-

seropositiven und seronegativen Kindern (Abbildung 34).

Abbildung 37: Atopische Symptome mit 7 Jahren bei VZV-seronegativen und
seropositiven Kindern mit 1 Jahr, die mit 1 Jahr noch keine atopischen
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Kinder, die mit 1 Jahr bzw. 3 Jahren seropositiv gegeniiber den drei untersuchten Infektionen
CMV, EBV und VZV waren, zeigten in der Tendenz mit 7 Jahren ebenso haufig Symptome
atopischer Erkrankungen, wie ihre seronegativen Altersgenossen. Dennoch konnten fir die
Infektion mit CMV und EBV einzelne signifikante Unterschiede in der Pravalenz der atopischen
Manifestationen zwischen seropositiven und seronegativen Kindern gezeigt werden. Kinder, die mit
3 Jahren CMV-seropositiv waren, zeigten mit 7 Jahren signifikant haufiger Symptome einer
atopischen Dermatitis (p<0,003**). Diese Tendenz fand sich auch in der Untersuchung der klinisch
noch unauffalligen 3-Jahrigen. Kinder, die mit 3 Jahren CMV-seropositiv waren und zu diesem
Zeitpunkt noch keine atopischen Symptome aufwiesen, zeigten mit 7 Jahren signifikant h&ufiger
Symptome einer atopischen Dermatitis als ihre seronegativen Altersgenossen (p<0,04*). Hingegen
zeigten Kinder, die mit 1 Jahr CMV-seropositiv waren und zu diesem Zeitpunkt noch keine
atopischen Symptome aufwiesen, mit 7 Jahren signifikant seltener ein erhéhtes Gesmt-IgE (85.
Perzentile) als Kinder, die mit 1 Jahr seronegativ waren (p<0,03*). Die Untersuchung der EBV-
Infektion ergab, daf3 Kinder, die mit 1 Jahr seropositiv gegeniiber einer EBV-Infektion waren, mit 7
Jahren signifikant haufiger Symptome eines Asthma bronchiale zeigten (p<0,005**). Jedoch war
die Zahl der Seropositiven mit 1 Jahr relativ klein. Die Pravalenz atopischer Erkrankungen zeigte
hinsichtlich der Infektion mit VZV zwischen seropositiven und seronegativen Kindern keine

signifikanten Unterschiede.

Die Verteilung zusatzlicher EinfluRgrofien der atopischen Symptomatik, wie Geschlecht und
positive Familienanamnese zwischen den Gruppen der Seropositiven und Seronegativen wurde
statistisch Uberprift. Fur die Gruppe mit signifikantem Unterschied, der Gruppe der 1-Jahrigen mit
erhdhtem Gesamt-IgE ergab sich, dal Kinder atopischer Eltern weniger héufig CMV-seropositiv
waren. Gefundene Signifikanzen sind auch von anderen ,Bias" beeinflut und daher nicht allein auf
den Einflul? viraler Infektion zurtickzufihren. Die errechneten signifikanten Unterschiede fir die
CMV-Infektion innerhalb der Gruppe der 3-Jéhrigen konnte durch die geringe Fallzahl in den
Untersuchungsgruppen bei einer erweiterten Signifikanzberechnung (Yates-Korrektur) nicht
bestatigt werden. Die Geschlechtsverteilung war in beiden Gruppen gleich. Die Ergebnisse der
Untersuchung der humoralen Immunantwort zeigten fur die Infektion mit CMV und EBV statistisch
signifikante Unterschiede in der Pravalenz einiger atopischer Manifestationen zwischen
seropositiven und seronegativen Kindern. Diese Unterschiede konnten jedoch durch die
Ungleichverteilung zuséatzlicher Einflu3faktoren (,confounding variables*) und die geringe Fallzahl
in den Untersuchungsgruppen bei einer erweiterten Signifikanzberechnung (Yates-Korrektur) nicht
bestatigt werden. Auch wenn sich bei der graphischen Darstellung der Daten leichte Tendenzen
abzeichnen missen wir abschlieRend festhalten, daf3 die Daten keine signifikanten Unterschiede in
der Haufigkeit atopischer Erkrankungen zwischen seropositiven und seronegativen Kindern zeigen
konnten. Kinder, die zum 1. bzw. 3. Lebensjahr seropositiv gegeniiber den untersuchten
Infektionen waren, zeigten mit 7 Jahren in der Tendenz ebenso héaufig Symptome atopischer
Erkrankungen wie seronegative Kinder. Die Arbeitsergebnisse konnten die Studienhypothese nicht

stutzen.
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4.1.3. Antibody-capture enzyme-linked immunosorbent assay-spezifisches CMV-IgE

Bisher liegen uns Daten von 456 Kindern im Alter von 3 Jahren vor. Unter diesen Kindern konnten
insgesamt nur 2 Kinder als positiv gewertet werden. Eine statistische Auswertung der Unterschiede
im Auftreten atopischer Symptome zwischen seropositiven und seronegativen Kindern, ist auf

Grund der geringen Pravalenz von CMV-spezifischen IgE-Antikérpern im Moment nicht sinnvoll.
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4.2. T-Zell-Reaktivitat und Atopie

Fur die immunologische Abwehr von Virusinfektionen sind die T-Zellen von entscheidender
Bedeutung. Die Infektion mit dem Cytomegalie-Virus bewirkt im Organismus vorallem die Induktion
einer TH1-Antwort. Dabei sezernieren die T-Zellen u.a. IL2, IFN-gamma, TNF-beta sowie GM-CSF
und fihren Uber Makrophagen-Aktivierung hauptséachlich Zu ausgepragten
Entziindungsvorgangen, die auch das Abtéten von intrazellularen Erregern ermdglichen.
AuRerdem werden CD8+-zytotoxische T-Lymphozyten generiert, die MHC-Klasse-I-positive CMV-
infiltrierte Zellen abtéten kénnen. Der zweite Teil der Arbeit untersucht, ob periphere Blut-T-
Lymphozyten von Kindern ohne atopische Symptome (nichtatopische Kinder) auf Stimulation mit
CMV-Antigen bzw. Peptid haufiger bzw. starker mit einer TH1-Antwort reagieren, als stimulierte T-
Lymphozyten von Kindern mit atopischen Symptomen (atopische Kinder). Die TH1-Reaktivitat
wurde anhand einer IFN-gamma-Produktion nach Stimulation bewertet. Dabei war sowohl die
prozentuale Produktionsmenge als auch die visuelle Abgrenzbarkeit einer IFN-gamma-
produzierenden Zellpopulation von Bedeutung. Die Auswertung der T-Zell-Reaktivitat auf Antigen
(CD4) und Peptid (CD8) erfolgte getrennt sowie verbunden als ,absolute T-Zell-Reativitat“. Dabei
galt diejenige Probe als ,absolut reaktiv, die entweder auf CMV-Antigen (CD4) und/ oder auf eines
der CMV-Peptidgemische (CD8) mit einer IFN-gamma-Produktion reagiert hatte. Um eine
scharfere Trennung von ,stark reaktiven“ und ,nicht reaktiven“ bzw. ,wenig reaktiven“ Kindern und
somit eventuell deutliche Tendenzen bei der statistischen Analyse zu erhalten, wurden aus der
Gruppe der ,reaktiven Kinder" die ,stark reaktiven Kinder" (,Highresponder) ermittelt und mit der
Gruppe der ,nicht reaktiven bzw. ,wenig reaktiven“ Kinder verglichen. Dabei galten Kinder mit IFN-

gamma-produzierenden Zellpopulationen gréRRer gleich 0,30% als ,Highresponder*.

4.2.1. Haufigkeitsverteilungen

Geschlecht und Alter

Von den 62 untersuchten Kindern und Jugendlichen im Alter von 1 Jahr bis 12 Jahren waren 4,8%
junger als 3 Jahre, 1,6% junger als 7 Jahre und 93,6% 7 Jahre und Aalter. Die
Geschlechtsverteilung belief sich auf 40,3% Madchen und 59,7% Jungen. Die Kinder und
Jugendlichen zeigten in 21% der Falle atopische Symptome (atopische Deramtitis, Asthma
bronchiale oder Rhinokonjunktivitis). Hinsichtlich einer positiven Familienanamnese laf3t sich

festhalten, 43,3% der Mutter und 9,1% der Vater wiesen atopische Symptome auf.

55



Seropositivitat und T-Zell-Reaktivitat

Im Immulite ergab sich unter den 62 untersuchten Kindern und Jugendlichen im Alter von 1 Jahr
bis 12 Jahren eine CMV-Seropositivitdt von 50%. Die Reaktivitdt nach Stimulation mit CMV-
spezifischem Antigen lag bei 37,1%, ,Highresponder® waren 8,1%. Die T-Zell-Reaktivitdt nach
Stimulation mit CMV-spezifischem Peptidgemisch lag insgesamt bei 37,1%, ,Highresponder*
waren 30,6%. 25,8% reagierten auf den ,pp65 Peptidmix“, ,Higresponder* waren 21,0%. 30,6%
reagierten auf ,IE1 Peptidmix“, 25,8% waren ,Highresponder”. Die ,absolute Reaktivitat" (,Antigen
und/ oder Peptidmix"“) lag bei 38,7%, ,Highresponder” waren 32,3%, Abbildung 39.

Abbildung 39: T-Zell-Reaktivitaten nach CMV-Stimulation bei Kindern
und Jugendlichen gemessen an der IFN-gamma-Produktion
Fallzahlen (n) sind in der Grafik angegeben
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Die Ergebnisse Uber CMV-Seropositivitdt und T-Zell-Reaktivitdt, gewonnen durch Immulite und
Facs-Analyse waren interessanterweise nicht Gibereinstimmend. Von den 31, der im Immulite CMV-
seropositiv getesteten Kinder reagierten 71% (22 Kinder) auf Stimulation mit CMV-Antigen, 67,7%
(21 Kinder) auf Stimulation mit CMV-spezifischem ,pp65 und/ oder IE1 Peptidmix“. Im Einzelnen
reagierten 45,2% der 31 seropositiven Kinder (14 Kinder) auf ,pp65 Peptidmix“ und 58,1% (18
Kinder) auf ,IE1 Peptidmix“. Auf eine Stimulation mit ,Antigen und/ oder Peptidmix“ (pp65 oder IE1)
reagierten 71% der Kinder (22 Kinder). Es lait sich festhalten, dal die Kinder auf Antigen oder
LPeptidmix“ etwa genauso haufig reagierten. Betrachtet man die Reaktivitat auf ,Peptidmix” im
Detail, so wird deutlich, die Kinder etwas haufiger auf ,IE1-Peptidmix“ reagierten. Dieses Ergebnis
lanRt sich unter anderem durch die Varianz der HLA-Typen unter den untersuchten Kindern
erklaren. Zusammenfassend heil3t dies, dafld nur 22 von 31 (71%) CMV-seropositiven Kindern eine
T-Zell-Reaktivitat zeigten, wahrend bei erwachsenen, gesunden CMV-seropositiven Blutspendern
100% auch T-Zell-reaktiv sind. Dies kénnte auf eine geringere Frequenz CMV-reaktiver Memory-

Zellen bei zumindest einem Teil der Kinder aufgrund seltener CMV-Reaktivierungen hindeuten.
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4.2.2. T-Zell-Reaktivitat nach CMV-Stimulation

Unterschiede in der T-Zell-Reaktivitdt nach CMV-Stimulation zwischen Kindern und

Jugendlichen mit und ohne atopische Symptome

(Reaktivitat gemessen an der IFN-gamma-Produktion)

CD4+-T-Lymphozyten von Kindern und Jugendlichen ohne atopische Symptome reagierten

weniger haufig mit einer IFN-gamma-Produktion nach Stimulation mit CMV-Antigen, als von

Kindern und Jugendlichen mit atopischen Symptomen (p<0,04*). Die IFN-gamma-Produktion der

CD8+-T-Lymphozyten nach Stimulation mit CMV-Peptidgemischen unterschied sich bei Kindern

und Jugendlichen mit und ohne atopische Symptome nicht signifikant, Abbildung 40.

Abbildung 40: T-Zell-Reaktivitdat nach CMV-Stimulation bei Kindern und
Jugendlichen mit und ohne atopische Symptome, gemessen an der

IFN-gamma-Produktion

p-Values und Fallzahlen (n) sind in der Grafik angegeben
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Die errechnete Signifikanz konnte durch die geringe Fallzahl in den Untersuchungsgruppen bei

einer erweiterten statistischen Berechnung (Yates-Korrektur) nicht bestatigt werden.

Die Verteilung von positiver Familienanamnese und Geschlecht war in den Gruppen gleich.
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Unterschiede

in der T-Zell-Reaktivitat nach CMV-Stimulation zwischen Kindern und

Jugendlichen mit und ohne atopische Symptome

(Reaktivitat bei ,Highrespondern“gemessen an der IFN-gamma-Produktion)

Die

IFN-gamma-Produktion der

T-Lymphozyten von

~Highresondern*

(=0,3% reaktive T-

Lymphozyten) nach CMV-Stimulation unterschied sich bei Kindern und Jugendlichen mit und ohne

atopische Symptome nicht signifikant, Abbildung 41.

Reaktive Kinder und

Jugendliche (%)

Abbildung 41: T-Zell-Reaktivitdt nach CMV-Stimulation bei
"Highrespondern" (gréRer gleich 0,3%reaktive T-Zellen) mit und ohne
atopische Symptome, gemessen an der IFN-gamma-Produktion

p-Values und Fallzahlen (n) sind in der Grafik angegeben
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Es bestanden keine signifikanten Unterschiede in der T-Zell-Reaktivitdt nach Stimulation mit CMV-

spezifischem Antigen und/ oder ,Peptidgemisch”, sowohl pp65 als auch IE1, zwischen Kindern mit

und ohne atopische Symptome. Die Verteilung von positiver Familienanamnese und Geschlecht

war in den Gruppen gleich.

Die Ergebnisse der Untersuchung von T-Zell-Reaktivitaten nach viraler Stimulation bei Kindern und

Jugendlichen konnten die Arbeitshypothese der Studie nicht stitzten.
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5. DISKUSSION

Die Ergebnisse der Studie konnten die Hypothese des protektiven Effektes viraler Infektionen im 1.
und 3. Lebensjahr auf die Entstehung von Allergien nicht bestétigen. Die Untersuchung der
Serologie ergab, daR sich die Haufigkeit atopischer Manifestationen zwischen hinsichtlich der drei
untersuchten Virusinfektionen seropositiven und seronegativen Kindern statistisch gleich verteilt ist.
Auch auf zellularer Ebene (CD4+- und CD8+-T-Lymphozyten) zeigte sich, dall Kinder ohne
atopische Symptome ebenso haufig bzw. stark (,Highresponder“) mit einer TH1-Immunantwort in

Form einer IFN-gamma-Produktion reagierten wie Kinder mit atopischen Symptomen.

5.1. Humorale Immunantwort und Atopie

Die Untersuchung auf humoraler Ebene zeigte, dal3 atopische Manifestationen zum 7. Lebensjahr
bei Kindern, die mit 1 Jahr bzw. 3 Jahren gegeniber der Infektion mit CMV, EBV oder VZV
seropositiv. waren, ebenso haufig auftraten wie bei ihren seronegativen Altersgenossen. Die
gezeigten Unterschiede in der Pravalenz atopischer Erkrankungen zwischen seropositiven und
seronegativen Kindern waren insgesamt statistisch nicht signifikant. Obwohl die Anzahl der
untersuchten Kinder mit 672 relativ grof3 war, entstanden im Rahmen der statistischen Analyse
haufig Auswertungsgruppen mit weniger als 5 Kindern. Dieser Umstand erschwerte die
Signifikanzberechnung erheblich und fuhrte dazu, daR3 allein durch die geringe Fallzahl signifikante
Unterschiede nicht berechnet werden konnten. Die kleinen Fallzahlen in den Gruppen entstanden
u.a. durch die geringe Pravalenz von Seropositivitat. Dies galt insbesondere firr die Infektion mit
EBV und VZV im ersten Lebensjahr.

Bei der Detektion von EBV-IgG Antikérpern wurden vom Kit zusétzlich mutterliche Antikdrper
gemessen. Der vom Hersteller empfohlenen Cut-Off wurde von 20 auf 100 AU/ml angehoben. Dies
entsprach genau dem Grenzwert der Antikdrperkonzentration, bei der ein mit 1 Jahr seropositives
Kind, mit 3 Jahren seronegativ war. Die Pravalenz der EBV-Infektion entsprach nach Korrektur mit
1,3% mit 1 Jahr und 18,8% mit 3 Jahren den epidemiologisch ermittelten Werten der gleichaltrigen
Durchschnittsbevdlkerung (10-25% der 1- bis 3-Jahrigen) (86).

Die Pravalenz der CMV-Infektion lag mit 33,4% mit 1 Jahr und 73% mit 3 Jahren im Vergleich zur
gleichaltrigen Normalbevdlkerung (28- bis 45% unter 2- bis 16-Jahrigen) (51) relativ hoch. Die
serologischen Ergebnisse im Rahmen der Untersuchung auf zellularere Ebene ergaben unter den
1- bis 12-Jahrigen, einer Population, die sich von den Kindern der MAS-Studie unterschied, eine
Pravalenz von 50%. Dies entspricht in etwa der Pravalenz der CMV-Infektion unter gleichaltriger
Durchschnittsbevolkerung. Die Pravalenz unter erwachsener Normalbevolkerung liegt bei Gber
60%. Ein Grund fir die hohe Pravalenz der CMV-Infektion unter den jingeren Kindern der MAS-
Studie kdnnte die Zusammenstellung der Population sein. Bei den in der MAS-Studie untersuchten
Kindern handelt es sich um eine Risikogruppe. Die Wahrscheinlichkeit einer Infektion lag fur die
rekrutierten Kinder durch haufigeren Krankenhauskontakt hoher als fir Kinder der

Durchschnittsbevdlkerung.
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Die Pravalenz der VZV-Infektion (1 Jahr: 3,1%, 3 Jahre: 26%) lag in der epidemiologischen Norm
(10-25% unter 1- bis 3-Jahrigen) (86).

Der Zusammenhang zwischen Infektion und atopischen Symptomen wurde auf zweierlei Weise
bewertet. Die Berechnung statistisch signifikanter Unterschiede in der Haufigkeit atopischer
Symptome mit 7 Jahren zwischen seropositiven und seronegativen Kindern mit 1 Jahr bzw. 3
Jahren erfolgte sowohl mit als auch ohne Berlcksichtigung der atopischen Symptome der Kinder

mit 1 Jahr bzw. 3 Jahren.

Diese Form der Auswertung steht ganz im Sinne der Hypothese, dald Infektionen nur dann vor
Allergie im spateren Leben schitzen kénnen, wenn zum Zeitpunkt der Infektion noch keine
atopischen Symptome aufgetreten waren. Bei Kindern, die bereits allergische Symptome
aufweisen, wéare demnach eine TH1-TH2-Dysbalance schon manifest und eine virale TH1-

Induktion kénnte ihre potentiell protektive Wirkung kaum noch entfalten.

Die Studie nimmt die Auswertung anhand zweier Untersuchungsgruppen vor. Die eine Gruppe von
Kindern zeigt zum Zeitpunkt der Antikdrper-Detektion schon atopische Symptome. Die andere
Gruppe von Kindern zeigt zum Zeitpunkt der Antikdrper-Detektion noch keine atopischen

Symptome.

Somit konnte nicht nur festgestellt werden, ob ein protektiver Effekt viraler Infektion auf die
Allergieentstehung existiert, sondern auch, ob der Zeitpunkt der Infektion fiir die Allergieentstehung

bedeutsam ist.

Die insgesamt geringe Anzahl seropositiver Kinder vor allem hinsichtlich der Infektion mit EBV und
VZV koénnte eine mdgliche Ursache dafir sein, dal® signifikante Unterschiede insbesondere fir die
CMV-Infektion zu finden waren, hier konnte mit einer hdheren Anzahl seropostiver Kinder

gearbeitet werden.

Die Daten ergaben, daf3 Kinder, die mit 1 Jahr CMV-seropositiv waren und zu diesem Zeitpunkt
noch keine atopischen Manifestationen zeigten, mit 7 Jahren seltener einem erhéhten Gesamt-IgE-
Spiegel aufwiesen. Diese Ergebnisse konnten jedoch einer genaueren Uberpriifung nicht
standhalten. Neben der viralen Infektion wurden weitere mogliche EinfluRgréRen der
Allergieentstehung Uberprift, wie positive Familienanamese (Kinder atopischer Eltern erkranken
haufiger an atopischen Erkrankungen als Kinder nonatopischer Eltern) und Geschlecht (Jungen
erkranken im friihen Kindesalter haufiger an Asthma bronchiale als Madchen). Bei der Uberpriifung
der Verteilung dieser EinfluRgréRen innerhalb der Gruppen, stellte sich eine ungleiche Verteilung
der positiven Familienanamnese fest. Fir die untersuchte Gruppe der 1-jahrigen Kinder ohne
atopische Symptome ergab sich, daf3 Kinder atopischer Eltern weniger haufig CMV-seropositiv
waren, als 1-jahrige Kinder, deren Eltern keine Atopiker waren. Die zuvor ermittelten signifikanten
Unterschiede in der atopischen Manifestation der Kinder mit 7 Jahren kénnen somit nicht allein auf

die unterschiedliche Seropositivitat der Kinder zurtickgefiihrt werden.
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Auch die Signifikanzen fur die CMV-Infektion innerhalb der Gruppe der 3-jahrigen Kinder ohne
atopische Symptome konnten durch die geringe Fallzahl in den Untersuchungsgruppen bei einer
erweiterten Signifikanzberechnung (Yates-Korrektur) nicht bestéatigt werden. Dies gilt auch fir die
ermittelten Signifikanzen hinsichtlich der EBV-Infektion bei 1-jahrigen und der CMV-Infektion bei 3-
jahrigen Kindern, die unabhangig von ihren atopischen Symptomen mit 1 Jahr bzw. 3 Jahren

untersucht wurden.

Die Préavalenz atopischer Erkrankungen unter den Kindern entsprach den epidemiologischen und
klinischen Erfahrungen (58, 75). Die atopische Dermatitis lag mit 3 Monaten bei 3,2% und stieg bis
zum 7. Lebensjahren auf 11% an. Die Pravalenz des Asthma bronchiale nahm von 2,7% mit 3
Monaten auf 5,9% mit 7 Jahren zu. Die Pravalenz der Rhinokonjunktivitis stieg von 3% mit 3

Monaten auf 10,5% mit 7 Jahren kontinuierlich an.

Die Abhangigkeit von viraler Infektion und erhéhtem Gesamt-IgE-Spiegel wurde fir verschiedene
Perzentilen (50. Perzentile bis 95. Perzentile) untersucht. Bei der Auswertung ergaben sich

lediglich signifikante Unterschiede fur die 85. Perzentile.

Nachfolgende Angaben beziehen sich daher immer auf die 85. Perzentile. Die Pravalenz von
erhéhtem Gesamt-IgE lag mit 1 Jahr bei 15,9% und stieg bis zum 7 Jahr auf 19% an. Sensibilisiert
waren mit 1 Jahr 9,6% und mit 7 Jahren bereits 36,1% der untersuchten Kinder. Wie sinnvoll die
Analyse von Gesamt-IgE und spezifischem IgE als Allergie-Pradiktor ist, 1Rt sich diskutieren.
Wahrend eine starke Assoziation zwischen spezifischem IgE (Nahrungsmittel-, Wohnraum-,
~Outdoor“-Allergene) und atopischer Sensibilisierung besteht (69), konnte kein pradiktiver Effekt

von erhdhtem Nabelschnur IgE gefunden werden (17).

Die Ergebnisse der Studie kénnen die Hypothese eines protektiven Effekts einer viralen Infektion

der Herpesgruppe auf die Allergieentstehung nicht stiitzen.
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5.2. T-Zell-Reaktivitat und Atopie

Auch die Untersuchung auf zellularer Ebene zeigte keine Unterstitzung der Arbeitshypothese.
Kinder ohne atopische Symptome reagierten in der Tendenz ebenso haufig mit einer TH1-
Immunantwort auf virale Stimulation mit CMV wie Kinder ohne atopische Erkrankungen. Dies galt
sowohl fur die Stimulation mit CMV- Antigen (CD4-Antwort) als auch mit CMV-,Peptidgemisch”
(CD8-Antwort).

Um zusatzliche EinfluRgréRen der T-Zell-Reaktivitdt zu bertcksichtigen, wurden Daten Uber
immunsupprimierende  Medikation, akute bzw. chronische Infektionskrankheiten und
familienanamnestische Gesichtspunkte erfal3t. Imnmunsupprimierende Medikamente wie Kortikoide,
nahmen 14,3% der Kinder ein, 11,2% wiesen einem akuten Infekt, 18,9% chronisch entzindliche

Erkrankungen, wie Morbus Crohn u.a., auf.

Die zusatzlichen Einflul3faktoren wurden bei der statistischen Analyse bertcksichtigt. Sowohl akute
als auch chronische Infektionen kénnen die T-Zell-Reaktivitat nach Stimulation mit CMV- Antigen
bzw. Peptidmix beeinflussen. Daher wurden Kinder, die zuséatzliche EinfluRgréRen, wie Infektionen
oder immunsupprimiernde Medikationen aufwiesen, nicht in die Auswertung miteinbezogen. Von
den insgesamt 100 untersuchten Kindern zeigten insgesamt 62 Kinder keine zusatzlichen

EinfluRgréRRen. Diese 62 Kinder wurden in die statistische Analyse miteinbezogen.

Die Gechlechtsverteilung der untersuchten Kinder und Jugendlichen im Alter zwischen 1 Jahr und
12 Jahren lag bei 40,3% Méadchen und 59,7% Jungen. Die mit Immulite bestimmte Seropositivitat
gegenuber der CMV Infektion lag mit 50% im bevodlkerungbezogenen Durchschnitt (51). Die
Pravalenz von atopischen Erkrankungen lag bei 21%. Als Atopiker galten alle die Kinder und
Jugendliche, die bis zum Zeitpunkt der Befragung und/ oder zum Zeitpunkt der Befragung
mindestens eine der drei klassischen atopische Erkrankung (atopische Dermatitis, Asthma
bronchiale, Rhinokonjunktivitis) aufwiesen. Hinsichtlich einer positiven Familienanamnse laf3t sich

festhalten, 43,3% der Mutter und 9,1% der Véater zeigten atopische Symptome.

Die Erfassung der atopischen Erkrankungen erwies sich im zweiten Teil der Studie als

problematisch.

Bei der Datenrekrutierung waren wir auf Angaben verschiedener Arzte und verschiedener
Einrichtungen angewiesen. Dies hatte zur Folge, dal3 bei der Einschatzung des atopischen Status
der Kinder, im Vergleich zur standardisierten Erfassung atopischer Manifestationen (Scoring-
System) der MAS-Studie, im zweiten Teil der Arbeit mitunter voneinander differierende
Bewertungskriterien der Atopie vorlagen. Der fir die Studie entwickelte Fragebogen konnte jedoch

bedingt einheitliche Bewertungskriterien sicherstellen.
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Die Reaktivitéat, gemessen an der IFN-gamma-Produktion nach Stimulation mit CMV-Antigen und
~Peptidmix” verteilte sich wie folgt: 37,1% der Kinder reagierte auf CMV-Antigen und ebenfalls
37,1% auf CMV-,Peptidmix“, 30,6% reagierten auf ,IE1-Peptidmix" und 25,8% reagierten auf ,pp65
Peptidmix“. Insgesamt reagierten 38,7% der Kinder auf ,Antigen und/ oder Peptidmix“. Die T-Zell-
Reaktivitat lag somit etwas unter den im Immulite ermittelten CMV-Seropositivitdt von 50%. Dies
bedeutet, daf nicht alle im Immulite CMV-seropostiv getesteten Kinder nach Stimulation mit einer
IFN-gamma-Produktion reagierten. Insgesamt reagierten die Kinder etwas haufiger nach
Stimulation mit ,IE1 Peptidmix“ als nach Stimulation mit ,pp65 Peptidmix"“. Dieser Unterschied war
jedoch geringfigig (4,8%). Zusammenfassend heif3t dies, da3 nur ein Teil (71%) der CMV-
seropositiven Kindern eine T-Zell-Reaktivitat zeigten, wahrend bei erwachsenen, gesunden CMV-
seropositiven Blutspendern 100% auch T-Zell-reaktiv sind. Dies konnte auf eine geringere
Frequenz CMV-reaktiver Memory-Zellen bei zumindest einem Teil der Kinder aufgrund seltener
CMV-Reaktivierungen hindeuten. Die Verteilung von positiver Familienanamnese und Geschlecht

war in den Gruppen etwa gleich.

Der Zusammenhang zwischen Infektion und Atopie wurde beleuchtet, indem der atopische Status

der Kinder mit der T-Zell-Reaktivitéat verglichen wurde.

Es zeigten sich keine statistischen Unterschiede hinsichtlich der TH1-Antwort nach viraler
Stimulation mit CMV zwischen Kindern und Jugendlichen mit und ohne atopische Symptome. Es
ergab sich nur fir die Stimulation mit CMV-Antigen eine statistische Signifikanz. Diese konnte
jedoch durch die geringe Fallzahl in den Untersuchungsgruppen einer statistischen Uberpriifung

(Yates-Korrektur) nicht standhalten.

63



5.3. Hypothese der vorliegenden Studie

Sowohl die Untersuchung auf humoraler Ebene als auch der T-Zell-Reaktivitat lieferten keine
Uberzeugenden Hinweise auf einen protektiven Einflu3 viraler Infektionen der Herpesgruppe in den

ersten Lebensjahren hinsichtlich einer spateren Allergieentstehung.

Ein Grund fur die Schwierigkeiten bei der Signifikanzberechnung kdnnte darin bestehen, dal3 fur
den Untersuchungszeitraum nach 1 Jahr bzw. 3 Jahren die T-Zell-Reifung bereits eine TH1-TH2-
Dysbalance produziert hat. Es wére interessant, friihere Zeitpunkte als das 1. Lebensjahr als
sJmmunologischen Pragungszeitraum® zu untersuchen, auch wenn dies eine noch geringere
Pravalenz von Infektionen zur Folge hatte. Es bleibt abzuwarten, ob in den folgenden Jahren die

MAS-Daten der Kinder jenseits des 7. Lebensjahres, neue Erkenntnisse bringen.

Sinnvoll scheint auch die Untersuchung weiterer Infektionen. Allein die Einbeziehung einer Vielzahl
von Infektionen kénnte einen umfassenden Einblick in den Zusammenhang zwischen Infektion und

der Entstehung atopischer Erkrankungen bieten.

Das Fur und Wider in der Diskussion um den EinfluR viraler Infektion auf die Entstehung von

Allergien wird seit Jahren widerspruchlich diskutiert.

Die Gruppe um Strannegard IL untersuchte den Einflu@ der BCG-Impfung und fand keine
Unterstlitzung fir die Hypothese, daR friihe Infektionen einen suppressiven Effekt auf die
Entstehung von Allergien haben. Unter Verwendung eines Fragebogens und Prick-Tests wurden
atopische Manifestationen unter mehr als 6000 schwedischen Kindern untersucht. Geimpfte Kinder
wiesen keine niedrigere Allergie-Pravalenz auf, als ihre ungeimpften Altersgenossen. Die
Haufigkeit von Prick-Test-Reaktivitdten auf Mycobacterien waren in den Gruppen etwa gleich
verteilt. Allerdings gab es die Tendenz einer starkeren Prick-Test-Reaktivitat in der Gruppe der

nicht allergischen Kinder (72).

In einer retrospektiven Kohortenstudie wurden 216 Kinder mit positiver atopischer
Familienanamnese, die in Stockholm von 1989 bis 1992 geboren wurden, untersucht. Die 216
Kinder erhielten vor dem 6. Lebensmonat eine BCG-Impfung. Die atopischen Manifestationen
wurden von 1995-96 erfal3t und mit denen, gleichaltriger Kinder ohne BCG-Impfung verglichen. Die
frihe Impfung bei Kindern mit atopischer Belastung zeigte keinen Effekt auf mdgliche atopische
Erkrankungen der Kinder im Vorschulalter (2). Dabei ist der Einflul} einer positiven atopischen
Familienanamnese hinsichtlich des protektiven Effekt der Infektionen noch nicht vollsténdig geklart.
Der Einflul viraler Infektion auf die Entstehung von Allergien bei Kindern, die ohnehin schon
atopisch vorbelastet sind, mufl3 anders bewertet werden als bei Kindern ohne positive atopische
Familienanamnese. Einerseits kénnte die Pragung durch genetische Faktoren so stark, daf3 ein
mdoglicher EinfluB von Infektion bzw. Schutzimpfungen Uberlagert wird. Andererseits deuten
Studienergebnisse darauf hin, daf’ ein Schutzeffekt von Infektionen im frihen Kindesalter eher bei

Kindern mit positiver atopischer Familienanmnese zum tragen kommt.
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Eine Studie mit 669 Kindern im Alter von 7 Monaten bis 2 %2 Jahren zeigte einen Zusammenhang
zwischen einer Impfung mit Pertussis-Vaccine und Asthma im Alter von 2 % Jahren (55).
Unumstritten ist, dal3 neben den Infektionen auch andere Faktoren, wie Genetik, Erndhrung oder
Luftverschmutzung, an der Allergieentstehung beteiligt sind. Lilja G konstatiert, dal? genetische
oder Umweltfaktoren maoglicherweise einen grofReren EinfluB auf die Entwicklung atopischer

Symptome haben als frihkindliche Infektionen.

Die Einflul3 von Infektionen mit Toxoplasma gondii, Cytomegalievirus, Parvovirus B19, ,respiratory
syncytial virus-RSV* und Influenzavirus A, B auf den noch ungeborenen Feten wurde im Hinblick
auf die fetale IgE-Synthese von Lilja G et al. unter 153 Schwangeren analysiert. Die IgE-Spiegel
der Kinder unterschieden sich nicht signifikant zwischen seropositiven und seronegativen Miittern
(45).

In einer Studie Uber den Zusammenhang zwischen viraler Infektion und atopischer Manifestation
wurden unter 140 Patienten mit atopischer Dermatitis und 48 Kontrollprobanden der
Antikorperstatus gegeniiber einer Infektion Epstein-Barr-Virus-EBV, Varizella-Zoster-Virus-VZV
und Herpes-Simplex-Virus-HSV Infektion bestimmt. Unter Patienten mit atopischer Dermatitis
lieRen sich haufiger Antikdrper gegen Herpes Zoster Virus-HSV und Epstein-Barr-Virus-EBV
nachweisen. Diese kénnten die immunregulatorischen Dysbalacen bei Patienten mit atopischer
Dermatitis widerspiegeln. Es ware aber auch denkbar, das die EBV-Infektion eine wichtige Rolle in

der Pathogenese von atopischen Erkrankungen spielt (62,63).

Auch die Untersuchung respiratorischer Infektionen im Kindesalter lieferte &hnliche Ergebnisse. Es
deutet vieles darauf hin, dafl respiratorische Infektionen die Sensibilisierung gegeniber
Aeroallergenen triggern und somit die Entstehung von Allergien eher fordern kénnen. Dieser
Umstand wirde die Verifizierung der von uns formulierten Ausgangshypothese erschweren.
Studien vergangener Jahre zeigten, dalRR respiratorische Virusinfektionen in der Kindheit die
Lungen und das Immunsystem beeinflussen, und zu einer allergischen Sensibilisierung und
bronchialen Hyperreagibilitat fiihren. Die Faktoren, die bestimmen, ob ein Kind zum Allergiker wird,
oder nicht, sind im Detail noch nicht ergriindet. Klar ist, daf3 eine frilhe aerogene Sensibilisierung

bei Risikokindern, ein Pradiktor fir erhdhte IgE-Spiegel ist (47).

Bei der Untersuchung von 609 Kinder auf Antikdrper gegen ,respiratory syncytial virus“-RSV,
konnte keine Korrelation zwischen der Seropositivitdt gegeniiber RSV und jedweder allergischen
Manifestation festgestellt werden. RSV-Infektionen spielen mdglicherweise nur im ersten
Lebensjahr die Rolle eines Promotors fiir aerogene Sensibilisierung und verursachen zu diesem

Zeitpunkt noch keine allergischen Symptome (23).
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Im Rahmen einer prospektiven Kohortenstudie wurden 57 Kinder im Alter von durchschnittlich 3 %2
Monaten mit RSV-Bronchiolitis in der Vergangenheit untersucht und mit einer Kontrollgruppe von
93 gleichaltrigen Kindern verglichen. Als follow-up wurden atopische Symptome vom 1. bis 3.
Lebensjahr unter Verwendung von Prick-Testung und Serum-IgE-Spiegel erfaf3t. Eine RSV-
Infektion wahrend des ersten Lebensjahres erwies sich als wichtiger Risikofaktor fir die

Entstehung von Asthma und Sensibilisierung in den folgenden 2 Jahren (70).

Die Gefahr einer allergischen Sensibilisierung durch verschiedene Virusinfekte sahen auch Frick
OL et al. 13 Risikokinder (beide Elternteile Atopiker) wurden tber 4 Jahre, alle 3 bis 6 Monate nach
klinischen und immunologischen Gesichtspunkten untersucht, um Ruckschlisse auf den ProzeR3
der Sensibilisierung zu erhalten. Auch hier konnte bestatigt werden, daf verschiedene Virusinfekte
(Infektionen der unteren Luftwege mit Parainfluenza, RSV und CMV) den allergischen
Sensibilisierungsprozel? fordern (24). Schirm J et al. bewerteten 39 Patienten mit Kalteurtikaria und
deren Titer gegen Masern-Virus, EBV, CMV, VZV, HSV, Chlamydia psittaci und Mycoplasma
pneumoniae im Vergleich zu einer Kontrollgruppe. Es ergab sich, daf3 der Antikdrpertiter gegen
das Masern-Virus, CMV, HSV und Mycoplasma pneumoniae unter Patienten mit Kalteurtikaria
héher war als unter der Kontrollgruppe (15). Jonkhof-Slok TW und Veenhoven RH beobachteten
einen 5 Wochen alten Saugling mit Diarrhoe, rektalen Blutungen, Erbrechen und Dehydratation
nach erstmaliger Fitterung mit einer Kuhmilch-Formula. Die Diagnose einer Kuhmilch-Allergie
wurde gestellt, da die allergische Enterokolitis hach Umstellung auf eine hypoallergene Nahrung
verschwand und zuséatzliche Labordaten vorlagen. Nach histopathologischen Untersuchungen
wurde eine CMV-Kolitis diagnostiziert. Somit kdnnte eine allergische Kolitis Wegbereiter einer
CMV-Kaolitis sein, oder mdglicherweise auch umgekehrt, eine CMV-Kolitis eine Kuhmilchprotein-

induzierte Kolitis triggern (33).

Fur die Infektion mit Rotaviren zeigte Kuitunen M, dal3 haufige Rotavirus-Gastroenteritiden in friiher
Kindheit, mit der Entwicklung einer atopischen Dermatitis und Rhinitis nach Exposition mit

Nahrungsmitteln assoziiert ist (38).

Auch andere Infektionen, wie Tetanus, Diphterie oder Pertussis wurden untersucht. Dannemannn
A untersuchte die Immunantwort auf Tetanus- und Diphterietoxin unter 538 Kindern mit und ohne
atopische Symptome im Alter von 24 Monaten. Sowohl Kinder mit atopischen als auch Kinder ohne
atopische Symptome sind in der Lage, auf Toxid mit hohem spezifischem IgE zu reagieren. Kinder
mit erhéhtem Nabelschnur-IgE, Serum-IgE und einer Sensibilisierung mit 24 Monaten wiesen
héhere IgE-Antworten auf Toxid auf. Die spezifische IgE-Antwort auf Tetanus und Diphterie
verringern nicht die klinische Manifestationen von Atopie in den ersten zwei Lebensjahren, stehen

jedoch in Relation zu immunologischen Parametern der Atopie (14).
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In einer epidemiologischen Studie untersuchte Farooqi IS den Zusammenhang zwischen einer
Infektion in der Kindheit und der Entstehung von atopischen Erkrankungen. Unter anderen wurden
Daten uber Infektionen, deren Behandlung, Impfungen, Asthma, Heuschnupfen, Ekzem, und
mutterliche Atopie gesammelt. Als signifikante Pradiktoren fir atopische Erkrankungen erwiesen
sich, mutterliche Atopie, Pertussis-Impfung und orale antibiotische Behandlung in den ersten zwei
Lebensjahren. Der Einfluf3 der mitterlichen Atopie bestétigt die Rolle genetischer Faktoren bei der
Allergieentstehung. Kein Zusammenhang konnte fir das mdutterliche Rauchen, die
Flaschenerndhrung, die FamiliengréRe oder die soziale Schicht gefunden werden. Diese
Ergebnisse miussen mit Vorsicht behandelt werden, da die Moglichkeit von ,,Confounding” Effekten
besteht. Gerade im Hinblick auf den Einflu3 von mdutterlichem Rauchen, sozialer Schicht und

FamiliengréRe widerlegen zahlreiche Studien die obengenannten Ergebnisse (20).

Eine Vielzahl viraler Infektionen, vor allem die Infektion mit dem ,respiratory syncytial virus" aber
auch Infektionen mit Rhino-, Influenza- und Parainfluenza-Viren sind mit einem Pfeifen oder
Keuchen verbunden, im anglophonen Sprachraum auch als ,wheeze" bekannt. Eine britische
Studie zeigte, dafld bei 80% asthmatischer Kinder im Alter von 9-11 Jahren, im nasalen Aspirat, dal3
innerhalb von 4 Tagen vor der ,wheezing“-Attacke gewonnen wurde, Viren detektiert werden
konnten. In den meisten Féllen handelte es sich um Rhinoviren. Es existieren zwei grof3e
Hypothesen, um den Zusammenhang zwischen Virusinfektion und respiratorischen Abnormitéaten
zu erklaren. Die eine besagt, daRR virale Infektionen im frihen Leben der Lungenentwicklung
schaden oder die Immunregulation verdndern. Die andere Hypothese geht davon aus, dal3
respiratorische Infektionen haufiger unter pradisponierten Kindern vorkommen. Zahlreiche Studien
belegen jedoch auch, daf3 Infektionen mit einem geringeren Risiko, eine atopischen Erkrankung zu

erkranken, assoziiert sind (77).

Der Zusammenhang zwischen ,wheezing® und ,non-wheezing“ Erkrankungen des unteren
Respirationstraktes, d.h. Erkrankungen mit oder ohne zuséatzliches Keuchen oder Pfeifen, und
atopischen Symptomen wurde an 888 Kindern zum Zeitpunkt der Geburt bis zum 6. Lebensjahr
untersucht. Kinder mit ,non-wheezing“ Erkrankungen zeigten niedrigere IgE-Spiegel und geringere
Prick-Test-Reaktivitat (48).

Die Studienergebnisse zeigen, daf? der Zusammenhang zwischen viraler Infektion und atopischen
Erkrankungen bisher noch nicht vollstandig geklart werden konnte. Andere EinfluRgréRen wie
positive atopische Familienanamnese, Ernahrung oder Luftverschmutzung spielen bei der
Entstehung von Allergien eine wichtige Rolle. Einerseits konnte gezeigt werden, daf3 vor allem
Infektionen des Respirationstraktes die Sensibilisierung gegenuiber aerogenen Allergenen triggern

kénnen.
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Andererseits zeigen Studien gegensatzliche Tendenzen und unterstitzen die Hypothese eines
protektiven Effekts viraler Infektion hinsichtlich der Allergieentstehung. Hierzu z&hlt eine noch
unverdffentlichte Studie Uber den Zusammenhang von respiratorischen Infektionen im frihen
Kindesalter und der Pravalenz atopischer Erkrankungen an unserem Zentrum. Es konnte gezeigt
werden, dal Kinder, die in jungen Lebensjahren an Infekten der oberen Atemwege litten, wobei
keine Spezifizierung der Infektionserreger erfolgte, im spéateren Leben weniger haufig atopische
Symptome aufwiesen. Dabei wurde der atopische Status der Kinder durch ein standardisiertes
Scoring-System bewertet. Aussagen Uber die Infektionen der Atemwege wurden mit einem
Fragebogen erfaldt, indem nach der Haufigkeit derartiger Erkrankungen in den frihen

Lebensjahren gefragt wurde.

Auch epidemiologische Daten spiegeln diese Tendenz wider. Wichmann HE et al. untersuchten
von 1992-93 insgesamt 2471 Kinder in drei Altersstufen (5-7, 8-10, 11-14 Jahre) im Osten
Deutschlands. Dabei war die Atopiepravalenz unter den Kindern, die in jungeren Jahren in den
Kindergarten gekommen waren, hoéher, als unter Kindern, die an ihrem ersten Kindergartentag

schon &lter waren (83).

Je friher im Leben Kinder den Kindergarten oder andere Betreuungseinrichtungen besuchen,
desto eher treten sie Kontakt zu anderen Kindern und damit zu verschiedenen Virusantigenen. Die
geringere Pravalenz von atopischen Erkrankungen unter Kindergartenkinder kénnte sich durch die

héhere Rate an Seropositivitdt gegeniiber einer Vielzahl von Viren erklaren.

Nystad W schlul3folgerte aus einer Studie mit 502 norwegischen Kindern, daf3 haufige Infektionen
des Respirationstraktes wahrend der ersten drei Lebensjahre negativ mit einer Atopie im Schulalter

assoziiert war (56).

Rylander E untersuchte Infektionen der unteren Luftwege unter schwedische Kinder im Alter von 4
Monaten bis 4 Jahren. RSV-Infektionen waren die haufigsten Infektionen unter jingeren Kindern,
Rhinoviren waren die haufigsten Ausldser respiratorischer Infektionen unter alteren Kindern. Es
konnte gezeigt werden, dafl Kinder mit einer negativen Virusisolation, hdhere IgE-Spiegel
aufwiesen, als Kinder mit positiver Virusisolation (61). Eine Untersuchung von 2226 italienischen
Schulkindern im Alter von 7-11 Jahren machte deutlich, daf} eine durchgemachte Bronchitis oder
Bronchiolitis vor dem zweiten Lebensjahr mit einem geringeren Atopierisiko verbunden ist.
Zusatzlich zeigte sich, dall sowohl die vaterliche Bildung, als auch die Familiengro3e sowie
respiratorische Infekte potentielle EinfluBgrofRen fiir das Atopierisiko darstellen. Die Prick-Test-
Positivitdt war unter den Kindern haufiger, deren Vater das hdchste Bildungsniveau besalRen, im
Vergleich zu Kindern von Vater mit dem niedrigsten Bildungsniveau. Es bestand eine geringere
Atopiepravalenz unter grof3eren Familien (Vier oder mehr Mitglieder). Der Schiluf3 liegt nahe, daf3
ein hoherer soziobkonomischer Status und eine kleinere FamiliengréRe entscheidende Faktoren

bei der Entwicklung atopischer Erkrankungen sind (21).
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Auch der Zusammenhang zwischen Schutzimpfungen und Allergien wurde eingehend analysiert.
Shirakawa T et al. verglichen unter japanischen Schulkindern atopische Symptome, wie
Sensibilisierung und Asthma mit den Reaktivitdt der Kinder auf Mycobacterium tuberculosis. Es
zeigte sich, dald positive Tuberculin-Antworten eine geringere Inzidenz von Asthma, niedrigen

Serum IgE-Spiegeln und TH1-Zytokin Profilen zur Folge hatten (68).

Die gezeigte Assoziation zwischen positiver Tuberculin-Antwort und TH1-Zytokin Profilen kénnte
zudem die bisherigen immunologischen Erklarungversuche zum Zusammenhang von Allergie und
Infektion bereichern. Die bei der Atopie vorherrschende Dysbalance zwischen der TH1- und TH2-
Immunantwort, mit Uberwiegen der TH2-Antwort, kénnte durch eine Virus induzierte TH1-Antwort

moduliert werden.

Den Zusammenhang zwischen einer Infektion mit EBV und atopischen Manifestationen zeigt eine
Untersuchung unter 353 italienischen Kindern im Alter von 1 Monat bis 19 Jahren. Dabei war eine
EBV-Infektion im ersten Lebensjahr mit einer geringeren Pravalenz von erhdhten IgE-Spiegeln

assoziiert (10).

Im Rahmen einer Studie Uber Masern, wurden bei Giber 6000 britischen Kindern, die im Jahre 1970
geboren worden waren, Hintergriinde Giber den Impfstatus und Infektionskrankheiten mit 5, 10 und
16 Jahren, ndher beleuchtet. Sowohl die Infektion als auch die Impfung in der Kindheit senkten das

Risiko, an Heuschnupfen zu erkranken (44).

Im gleichen Jahr verdffentlichte Seaton A die Ergebnisse einer Studie mit 2111 Kindern im Alter
von 10 und 14 Jahren aus dem englischen Aberdeen. Neben dem atopischen Status (Asthma,
Ekzem, Heuschnupfen) wurden Daten Uber Infektionen mit Masern, Pertussis, Varizellen, Rételn
und Mumps nach dem dritten Lebensjahr erfaldt. Es fand sich eine positive Assoziation zwischen

Anzahl der Familienmitglieder und einem Schutz vor atopischen Erkrankungen (67).

Der Zusammenhang zwischen einer Hepatitis-A-Infektion und atopischen Manifestationen (Prick-
Test, spezifisches IgE, Asthma, Rhinitis) wurde unter 1659 italienischen Soldaten im Alter von 17
bis 24 Jahren untersucht. Es konnte gezeigt werden, dal Atopien weniger haufig unter
seropositiven, als unter seronegativen Soldaten anzutreffen waren. Die Atopiepravalenz war
konstant niedrig unter seropositiven Soldaten. Zuséatzlich wurde deutlich, da3 die Atopiepravalenz
unter seropositiven Soldaten mit zunehmender FamiliegréRe sank. Im frilhen Leben
durchgemachte Infektionen kdnnten somit das Risiko der Entstehung einer Allergie verringern (49).

Tierexperimentelle Studien der letzten Jahre untermauern die Hypothese.

Die Untersuchung einer BCG-Infektion am Tiermodell zeigte, dal die BCG-Immunisierung eine
TH1-Antwort bewirkt, die die Entwicklung einer allergischen Sensibilisierung und
Atemwegsreaktivitat verhindert (30). Dieser suppressiven Effekt mycobacterieller Infektionen
konnte im Tiermodell nachweisen und durch immunologische Daten bestétigt werden. Die BCG-
induzierte Reduktion der Atemwegseosinophilitit wurde in IFN-gamma-Rezeptor-defizienten
Méausen verhindert und konnte teilweise durch intranasale Applikation von IL5 riickgangig gemacht
werden.
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Die IFN-gamma-Produktion wahrend der TH1-Antwort nach BCG-Infektion, unterdriickt die lokale
TH2-Entziindungsreaktion in der Lunge. Mycobacterielle Infektionen hatten somit ein suppressives
Potential im Hinblick auf die Entstehung von atopischen Erkrankungen (19). Studien zu
adenoviralen Infektionen und allergischer Entziindung der Atemwege in Mausen zeigten, dal3 die
Immunantwort auf Adenoviren wahrend nasaler Gabe von Ovalbumin, die Entwicklung einer
Entziindung der Atemwege verhindert (71). Selbstverstéandlich koénnen Tiermodelle nicht
uneingeschrankt auf den Menschen Ubertragen werden, die Studie liefern jedoch Hintergrinde

zum immunologischen Verstandnis von Infektion und Allergie.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Die Zusammenhange der Entwicklung atopischer Erkrankungen sind bisher noch nicht vollstandig
geklart. Neben familiarer Pradisposition spielen Umweltfaktoren, wie Allergenexposition und
Erndhrung, Luftschadstoffe, friihkindliche Infekte sowie soziale Faktoren eine entscheidende Rolle
in der Allergiegenese (36). Die vorliegende Arbeit konzentriert sich auf die Analyse frihkindlicher

Infektionen als Risikofaktor der Allergieentstehung.

Eine Vielzahl epidemiologischer Studien konnte zeigen, dal3 ein starkes geographisches Gefalle
hinsichtlich der Verteilung atopischer Erkrankungen besteht. Die Haufigkeit atopischer
Erkrankungen liegt z.B. im Westen Deutschlands héher als im Osten Deutschlands (53,76).
Atopische Erkrankungen werden in den Industrienationen weltweit haufiger gefunden, als in den
Staaten der dritten Welt, deren Wirtschaft vor allem landwirtschaftlich gepragt ist (25,84).

In Landern niedriger Pravalenzen atopischer Erkrankungen (z.B. Osteuropa, afrikanischer
Kontinent) sind virale, bakterielle und parasitare Erkrankungen haufiger anzutreffen, als in west-
und nordeuropaischen Landern mit niedrigeren Pravalenzen atopischer Erkrankungen. Diese
Uberlegungen filhrten zur Hypothese, daR virale Infektionen im frilhen Kindesalter einen

protektiven Effekt hinsichtlich der Allergieentstehung im spateren Leben besitzen.

Das IFN-gamma, welches u.a. im Verlauf viraler Infektionen gebildet wird kdnnte dabei ein starker
Inhibitor von TH2-Zellfunktionen und somit der IgE-Synthese sein (79a). Es scheint von
entscheidender Bedeutung zu sein, dal3 die Infektion in den ersten Lebensjahren, wéhrend der
Phase der ,Ausreifung” des Immunsystems erfolgt, bevor eine TH1-TH2-Dysbalance des

Immunsystems manifest wird.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie kénnen die Hypothese eines protektiven Effekts viraler
Infektion, zumindest der Herpesgruppe, in den ersten Lebensjahren hinsichtlich einer spateren
Allergieentstehung nicht bestatigen. Dies galt sowohl fir die Untersuchung auf serologischer als
auch auf zellularer Ebene. Auf serologischer Ebene wurde deutlich, daR statistisch Kinder mit
positivem Antikdrper-Titer gegen CMV, EBV und VZV mit 1 oder 3 Jahren, mit 7 Jahren ebenso
haufig atopische Erkrankungen zeigen wie Kinder mit negativem Virus-Antikdrper-Titer.
Signifikante Unterschiede in den Haufigkeiten atopischer Symptome zwischen Kindern mit
positivem und negativem Antikorper-Titer gegen CMV, EBV und VZV konnten nicht gezeigt
werden. Auf zellularer Ebene zeigte sich, da Kinder und Jugendliche ohne atopische Symptome
auf Virus-Stimulation (CMV-Antigen bzw. Peptid) statistisch ebenso haufig mit einer IFN-gamma-
Produktion (TH1-Immunantwort) reagieren wie Kinder und Jugendliche mit atopischen
Krankheitszeichen. Signifikante Unterschiede zwischen Kindern und Jugendlichen mit und ohne
Zeichen atopischer Erkrankungen konnten nicht gezeigt werden. Die Veroéffentlichungen der letzten
Jahre sowie unserer Daten zeigen, dalR bisher noch kein Schluf3strich unter die Diskussion um
Rolle von Infektionen fir die Atopieentstehung gezogen werden kann. Weitere Studien, wie die

vorliegende, kénnen in den ndchsten Jahren wohl am ehesten Licht in das Dunkel bringen.
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8.2. Abkilrzungsverzeichnis
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FITC Flouresceinisothyocianat

GM-CSF Granulozyten-Makrophagen-Colony-stimulating-Faktor Flouresceinisothyocianat
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