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Forskningsplan Aladdin: Livsstil och allergi – betydelsen av miljö- och livsstilsfaktorer under graviditet och barnets uppväxt

A. Bakgrund 

IgE-medierad allergi Allergiska IgE-medierade (atopiska) sjukdomar drabbar cirka 30 % av alla barn och ungdomar[1]. Även om en viss avplaning nu rapporteras är orsaken till den hittillsvarande snabba ökningen väsentligen oklar och ett flertal hypoteser existerar


[1,2] ADDIN EN.CITE . Atopi karakteriseras av en benägenhet att producera IgE-antikroppar efter exponering för ämnen vanliga i vår omgivning, s.k. allergener.
Arv, miljö, livsstil och allergi. Flera epidemiologiska studier har visat att förutom ärftliga faktorer har miljö och livsstil en avgörande betydelse för utveckling av allergisk sjukdom[2]. I vår forskning har vi funnit att barn som lever i en antroposofisk miljö har lägre förekomst av allergiska sjukdomar såsom astma, allergisk snuva och atopiskt eksem, liksom lägre sensibilisering serologiskt och i pricktest


[5-7] ADDIN EN.CITE . De har också annorlunda tarmflora samt exponeras för andra nivåer av bakterie- och svampkomponenter jmf med kontroller


[8-10] ADDIN EN.CITE . Den antroposofiska livsstilen innebär bl.a. en kost baserad på ekologiskt / biodynamiskt odlade råvaror och mjölksyrejästa produkter innehållande levande laktobaciller samt restriktiv antibiotikabehandling, begränsad vaccinering och av hemförlossning.

Tarmflora Tarmfloran utvecklar vårt immunsystem och utgör en förutsättning för oral tolerans. Den påverkas av hur vi föds, av vad vi äter i form av kost och antibiotika[11]. En ur allergisynpunkt gynnsam effekt på tarmfloran av s.k. probiotika har fått visst stöd. Vi har i en pilotstudie funnit att tarmfloran hos spädbarn tycks påverkas av antroposofisk livsstil, särskilt ekologisk/biodynamisk kost, restriktiv antibiotikaanvändning samt av hemförlossning


[8] ADDIN EN.CITE . Vi har därefter i en stor europeisk tvärsnittsstudie kunnat konfirmera att antroposofisk livsstil är associerad till signifikanta skillnader i tarmfloran 


[9] ADDIN EN.CITE .

Mikroorganismer stimulerar immunförsvaret Toll Like Receptorer reglerar immun-(Th1/Th2)-balansen, för allergiska reaktioner och för IgE-produktion[12]. Lantbrukarbarn, som löper mindre risk att utveckla allergi, har signifikant mer Toll Like Receptor-2 mRNA i blodceller än icke-lantbrukarbarn


[13] ADDIN EN.CITE . Mycket intressant är att omgivningsfaktorer såsom kontakt med djur, damm och kostfaktorer kan påverka DNA-metylering och därmed genuttryck, sk epigenetisk effekt, ffa tidigt i livet[14]. 

Intrauterin miljö Stöd finns för ett samband mellan benägenhet att utveckla atopisk sjukdom och graden av tidigt mikrobiellt stimuli. Sannolikt sker sensibilisering och bildning av IgE-antikroppar mycket tidigt i livet, möjligen redan under fostertiden. Ett samband antas mellan benägenhet att utveckla atopisk sjukdom och graden av antigent stimuli fetalt och/eller under det första levnadsåret[17]. Moderns livsstil under graviditeten kan härmed spela en betydande roll för hur barnets immunförsvar utvecklas


[18] ADDIN EN.CITE . Det immunologiska samspelet mellan mor och foster sker via placenta[19]. Medarbetare i forskargruppen har hittat rikligt med IgE+ makrofager belägna bakom trofoblastbarriären i fetala delen av placenta


[20] ADDIN EN.CITE .

Hudbarriären Antimikrobiella peptider förekommer i fosterfettet (vernix) liksom i bröstmjölk och kan därmed ha betydelse i det aktiva lokala skyddet redan hos det nyfödda barnet[21]. Vår hypotes är att individer med atopisk sjukdom har ett defekt samspel mellan hudbarriär, normal hudflora och produktion av antimikrobiella peptider med minskad förmåga att aktivera antigenpresenterande dendritiska celler via Toll-liknande receptorer som följd.

Bröstmjölk innehåller komponenter med immunologisk information som anses stimulera utmognad av spädbarnets immunkompetens. Amning tros skydda spädbarnet mot allergiutveckling och har visats kunna överföra tolerans, dvs icke-allergi, mot luftburna allergen[42]. Bröstmjölken tycks vara annorlunda hos allergiska och icke-allergiska mödrar[43]. Dock är det fortfarande okänt om dessa skillnader i innehåll har någon immunologisk konsekvens för barnet. Vi spekulerar att det finns molekylära skillnader som kan påverka risken för allergiutveckling hos barnet. Exosomer är immunmodulerande intracellulära partiklar och har av oss identifierats i kolostrum och mogen bröstmjölk[22]. 

Psykosocial miljö Stressrelaterad sjukdom har liksom allergi ökat markant de senaste decennierna, redan vid unga år. Framför allt små barn påverkas starkt av föräldrarnas beteende 


[23,24] ADDIN EN.CITE . Validerade metoder för stresskattning är etablerade liksom metod att mäta stresshormonet kortisol i saliv hos småbarn[26]. En koppling till hälsa i barnstudier saknas dock ännu. 

B. Frågeställningar

– Kan man i en prospektiv studie hitta orsakssamband mellan allergiska sjukdomar hos barn och livsstilsfaktorer under graviditet, nyföddhetsperiod och tidig barndom?

– Finns ett orsakssamband mellan livsstilsfaktorer, inkl. hur kostens råvaror producerats, förekomst av immunstimulerande exosomer i bröstmjölk, tarmflorans sammansättning och uppkomst av allergi?

– Skiljer sig den intrauterina miljön, inkl. placentaimmunologi, mellan allergiska och icke-allergiska mödrar, liksom mellan mödrar med antroposofisk och traditionell livsstil? 

– Är uttryck av Toll Like Receptorer på olika cellpopulationer tillhörande det ospecifika och specifika immunförsvaret kopplat till livsstilsfaktorer och allergisk sjukdom?    

– På vilket sätt skiljer sig atopikerns humorala och cellulära immunsvar mot allergen från icke-atopikerns?

– Inverkar graden av stress i familjen, bl.a. mätt som kortisol i saliv, på barnets risk att få allergi?

C. Metod 

Undersökningspopulation: 275 gravida eller nyblivna mödrar inskrivna vid antroposofisk mödra/barnhälsovård i Järna och Stockholm (Vidarkliniken samt Kirstens Familjehälsa) och deras män tillfrågas om att delta i studien. Kontrollgrupp utgörs av lika många familjer som parallellt rekryteras från konventionell mödra/barnhälsovård (Järna samt Oxbackskliniken i Södertälje). De första 330 familjerna har följts redan från partus vars protokoll också omfattat undersökning av moderkaka och navelsträngsblod mm (Aladdin Original). Protokollet för de resterande 220 familjerna (Aladdin Plus) omfattar inte barnets födelse, utan dessa ansluter vid barnets 2 mån. ålder, varefter samtliga 550 familjer följs identiskt.

Enkäter  Omgivningsfaktorer: Information om miljö och livsstil samlas in via enkäter till föräldrarna med frågor om kostvanor hos barn och övriga familjemedlemmar inklusive aktuellt födointag, typ av föda, liksom antibiotikaanvändning, atopirelaterade symptom, ärftlig atopibelastning och omgivningsfaktorer såsom rökning och pälsdjur i närmiljön. Enkäterna gås igenom av läkare med varje familj.
Enkäter  Psykosocial miljö: 1. Föräldrarna fyller i, var för sig, ett standardiserat och validerat formulär (KASAM)[27] avseende förmåga att hantera stress. 

2. Vid förlossning har barnmorska till ett urval av mödrar ställt tio enkla frågor (Delivery Fear Scale)[28] som på ett validerat och reliabelt vis skattar psykologiska aspekter hos kvinnan i denna livshändelse.

3. I samband med mätning av kortisol i saliv (se nedan) besvaras ett enkelt frågeformulär om den aktuella situationen i familj och omgivning.

4. Vid 18 mån ålder får mor och far, var och en för sig, besvara en standardiserad och validerad enkät om socialt stöd och nätverk. 
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Flödesschema Aladdin (original samt Plus)

Läkarundersökningar: Varje barn undersöks av projektläkare vid 2, 6, 12, 18 och 24 månaders ålder avseende atopiassocierade symtom. Eksem klassificeras enligt SCORAD. Vid varje tillfälle frågas om genomgångna infektioner, aktuell kost, läkemedel, vaccinationer, familjesituation mm.

Hälsodagbok: Föräldrarna för dagbok över barnet där de fortlöpande registrerar händelser såsom ny kostintroduktion, huruvida kosten är konventionellt/ekologiskt/biodynamiskt producerad, genomgångna infektioner och intag av antibiotika, antipyretika och andra läkemedel. Validering av dagboken sker i samband med de kliniska kontrollerna.

Blodprov på föräldrarna: På föräldrarna tas vid rekrytering blodprov för analys av IgE-antikroppar mot 11 vanligt förekommande allergen för att bekräfta/utesluta IgE-sensibilisering mot luftvägsallergen. Dessutom görs cellulära tester på blodprov från mor (se nedan).

Blodprov på barnen: Blodprov tas vid partus (15-20 ml navelsträngsblod) samt venösa blodprover vid 6, 12 och 24 mån ålder efter bedövning med EMLA-kräm.

Serologiska undersökningar: Blodprov taget enligt ovan analyseras avseende total-IgE samt förekomst av IgE-antikroppar mot komjölk, ägg, björk och katt. Dynamiken av allergispecifika immunoglobuliner har väckt ökat intresse, däribland betydelsen av låggradig sensibilisering (>0,1 kU/l) för den atopiska marschen liksom den immunmodulerande effekten av allergenspecifikt IgG4
 ADDIN EN.CITE 
[29,30]
.

Virusserologi avseende 14 olika luftvägsvirus undersöks i navelsträngsblod (maternellt överförda antikroppar) och i serum insamlat vid 12 och 24 mån ålder med väl etablerade serologiska metoder.

Cellulära tester (mor och barn): Cytokinanalyser utförs på celler isolerade från blodprov från mor och barn i samband med partus samt från barnet vid 24 mån. för produktion av IL-4, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17, IL-23 och IFN-γ efter in vitro-aktivering med allergen. Cytokinproduktionen hos olika celler bestäms med hjälp av flera tekniker. Isolerade celler karaktäriseras fenotypiskt med hjälp av immuncytokemi och flödescytometri. Antigen/allergen-presentation för autologa PBMC/T-celler mäts m.h.a. thymidin-inkorporerings-/proliferationstest. T(reg)celler från mors och barnets blod isoleras och stimuleras.

Placenta: Placenta tas omhand direkt efter partus och från biopsier görs analys med immunhistokemi för bl.a. IgE, TLR, APC[34]. För funktionella studier odlas explants i närvaro av mikrobiella stimuli och allergen, liksom görs real-time PCR-analys av mRNAuttryck[31]. Allergentransport över placentabarriären studeras mha in vitro-modeller


[32] ADDIN EN.CITE . För att studera passage av IgE/IgG-immunkomplex, isoleras och odlas trofoblaster till ett monolayer, över vilket transport av FITC-märkta immunkomplex kan studeras med konfokalmikroskopi


[31,33] ADDIN EN.CITE . IgE isoleras från placenta och för att avgöra IgE:s ursprung görs specificitetsprofiler på maternellt och placentärt IgE via immunoblotting. I syfte att undersöka om livsstil har inverkan på microRNAreglering och metylering av medfödda immunfunktioner och därmed betydelse för allergiutveckling hos barnet kommer epigenetiska studier att göras på blod och moderkaka[14]. Detta sker i samarbete med expertis från Uppsala, Stockholm och Danmark. Resultaten korreleras med moderns och barnets IgE-nivåer, livsstil och allergisk sjukdom.

Fosterfett: Prov för konventionell odling av bakterier och jästsvamp samt avseende antimikrobiella peptider tas från barnens hud i samband med förlossningen, vid 2-3 dygns ålder, 6 och 12 månaders ålder.

Tarmflora: Från barnet tas avföringsprov vid 3-6 dygns ålder, vid 3 v, 2 mån, 6 mån, 12 mån, 18 mån och 24 mån ålder. Från mamma tas för jämförelse prov före förlossningen samt då barnet är två månader gammalt. Proven fryses varefter bakterieflorans etablering analyseras mha konventionell odlingsmetodik och modern genetisk analys däribland 454-metoden


[9,34-36] ADDIN EN.CITE .

Dammprover: Dammanalys från hemmet avseende förekomst av kattallergen liksom av endotoxiner och andra bakteriekomponenter utförs kring partus (”0-prov”) samt när barnet är 6 och 18 månader gammalt


[37, 38] ADDIN EN.CITE .  Endotoxinanalyserna omfattar utöver gängse Limulusbaserad metod, en i Lund utvecklad känslig masspektrometribaserad metod[38].

Bröstmjölk: Prov på bröstmjölk tas vid 3-6 dagars ålder samt vid två månaders ålder i syfte att studera förekomst av antimikrobiella peptider, exosomer samt allergirelaterade cytokiner. Exosomer fenotypas med hjälp av FACS efter immunoadherering till Dynabeads.  
Salivprov: Kortisol i saliv mäts vid 4 tillfällen under ett dygn hos barn och föräldrar då barnet är 6, 12 och 24 månader


[26,38] ADDIN EN.CITE . Metoden är beprövad och sker mha bomullsrulle som hålls i munnen under ca 30 sek. Samtidigt besvaras ett frågeformulär som berör aktuell psykosocial situation.

Etiska tillstånd Dnr 474/01, 20020107, Dnr 04-802T, 20041215 och Dnr 2005/580-32, 20050520. 

D. Preliminära resultat/lägesrapport

Progress: Sedan studiestart augusti 2004 har fn (juni 2009) drygt 400 familjer rekryterats och provtagning och kontroller utförts planenligt. Knappt 400 barn har fötts varav 220 nått 2 års ålder. De sista av de planerade 550 barnen beräknas ha fötts under 2010 och fyller således 2 år våren 2012 varvid en omfattande databearbetning vidtar. Bortfallet har varit litet (hittills 30 familjer, varav drygt 10 pga uppkomna exkluderingsskäl). Kohorten planeras nu att på likartat sätt följas även under kommande 5-10 år. Preliminärt har i bröstmjölk två fenotypiskt distinkta subpopulationer av exosomer identifierats hos allergiska resp. icke-allergiska mödrar. Fortsatt exosomkaraktärisering görs nu med hjälp av Western blot, FACS, sukrosgradient, ultracentrifugering, massspektrometri samt immunelektronmikroskopi. Spädbarnen i familjer med antroposofisk livsstil hade signifikant lägre salivkortisolnivåer jämfört dem med konventionell livsstil[41]. Våra prel. fynd, i epigenetisk studie av mRNA från 19 placentor, av en signifikant skillnad i uttryck av glukokortikoidreceptor-beta mellan allergiska och icke-allergiska mödrar blir därvid extra intressanta. Vi har också funnit att allergenspecifikt IgE i fetala placenta tycks ha maternellt ursprung [44]. Samtliga ca 300 placentor är dessutom histologiskt bedömda avseende inflammation, ca 40% uppvisade lindrig chorioamnionit. Bearbetning pågår avseende dess korrelation till livsstil liksom allergiutveckling. Avancerad genetisk analys av tarmfloran i totalt 750 avföringsprover från 150 mödrar och barn selekterade utifrån livsstil pågår. 

Kommunicering utåt - projektet:
- är presenterat som poster vid nationella och internationella allergikonferenser, senast i Barcelona 2008.

- har av en anslagsgivare (FAS) utvalts att ingå i ett flerårigt projekt i syfte att stärka, den s.k. tredje uppgiften, att kommunicera forskningsresultat mot allmänheten. Projektet har fått en egen hemsida[39].

- är sedan 2007 del av ett EU-projekt (Ga2len) där 24 europeiska barnallergikohorter genom sammanslagning av data ytterligare öka möjligheten att identifiera riskfaktorer för allergiutveckling[40].

- har publicerat delarbeten om salivkortisolnivåer liksom om IgE-ursprung i placenta[41,44].

E. Betydelse 
Allergiska sjukdomar, däribland astma, atopiskt eksem, födoämnesallergi och allergisk snuva, utgör ett stort problem för individ och samhälle med mycket omfattande kostnader för sjukvård, sjukskrivning och arbetsbyten, inte sällan ända upp i vuxen ålder. Projektet är ämnat att ge ökad och generaliserbar kunskap om uppkomstmekanismer bakom oönskade immunologiska reaktioner i relation till livsstils-/omgivningsfaktorer. Förhoppningsvis kan projekten leda fram till utarbetandet av nya preventiva eller terapeutiska åtgärder i allergologiskt folkhälsoarbete.
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300





Förlossningsformulär





Blod





Hälsodagbok





Avföring





Damm





Damm





Avföring





Avföring





Avföring





Avföring





Avföring





3 veckor





Infomöte





Läkarbesök





Läkarbesök





Läkarbesök





Läkarbesök





Salivprov


barn, mor, far





 Salivprov


barn, mor, far





Läkarbesök





Salivprov


barn, mor, far
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 Bröstmjölk





dag 3-6





Avföring





Avföring mor





Avföring mor





Fosterfett 





Moderkaka





Navelsträngsblod 





Damm





Blod mor + far
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Förlossning





1 v före förl.





Graviditet





Bröstmjölk





Blod








Blod 





Pricktest





24 mån





18 mån





12 mån





6 mån





2 mån
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