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Zusammenfassung

Aktives Rauchen wahrend der Schwangerschaft kann Mutter und Kind gro3en
Schaden zufligen. Die intrauterine Exposition von Zigarettenrauch gilt als eine
der Hauptrisikofaktoren im spateren Leben eine Asthmaerkrankung zu entwi-
ckeln und kann der Ausloser fur diverse Schwangerschaftskomplikation sein.
Die initiale Beeintrachtigung der Lungenentwicklung konnte eine spatere Asth-
maerkrankung begunstigen. Der Effekt von intrauteriner Nikotinexposition auf
die komplexen immunologischen Vorgange und die sich daraus ergebenden
Konsequenzen sind bis heute noch nicht vollstandig erforscht. Im Hinblick auf
die recht hohe Pravalenz von Nikotinkonsum in der Schwangerschaft, mit de-
nen daraus resultierenden gesundheitlichen Folgen, zeigt auf, wie immens

wichtig Forschung in diesem Gebiet ist.

Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkungen der Rauchexposition auf die Ex-
pression bestimmter Gene in der Plazenta zu untersuchen. Zum einen wurde
untersucht, ob es zu einer Veranderung immunologisch wichtiger Transkripti-
onsfaktoren Tbx21 (Th1), Gata3 (Th2), Rorc (Th17) und Foxp3 (Treg) kommt.
Veranderungen in der Expression dieser Gene kdnnten sich negativ auf das
sich entwickelnde Immunsystem auswirken und somit das Risiko einer spateren
Asthmaerkrankung erhdéhen. Zum anderen wurde untersucht, inwiefern die Ex-
pression von Genen, die fur die Wachstumsentwicklung des Fotuses wichtig
sind (Igf1, Igfbp3) durch die Rauchexposition dereguliert werden. Neben den
Genexpressionsstudien wurden im Rahmen des Rauchmodells auch die Ge-
wichtsentwicklung der trachtigen Mutter und die Geburtsgewichte der Nach-

kommen gemessen.

Im Rahmen dieser Studie wurde ein bereits durch unsere Arbeitsgruppe eta-
bliertes Rauchmodell genutzt. Schwangere Mause (CS Mause) wurden ab Tag
2,5 der Paarung bis zum Kaiserschnitt am Tag 18,5 taglich Tabakrauch expo-
niert. Dabei wurde aktives Rauchen durch eine Rauchmaschine simuliert. Das
Gewicht der weiblichen Mause wurde taglich gemessen.

Zur Vorbereitung der Genexpressionsanalysen wurde mRNA aus murinem Pla-
zentagewebe isoliert und im nachsten Schritt mittels reverser Transkription in
cDNA umgeschrieben. Nach der Etablierung von Referenzgenen konnte die

Genexpression von T-Helferzell-spezifischen-, sowie GH/IGF1-spezifischen
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Transkriptionsfaktoren mittels gPCR untersucht werden. Die Daten wurden mit
Graph-Pad Prism (Version 7) und Microsoft Excel berechnet und statistisch
ausgewertet (Mann-Whitney U Test, unpaired t-Test) Das statistische Signifik-

anzniveau wurde auf 5 Prozent gesetzt.

Die intrauterine Rauchexposition flhrte bei den rauchexponierten Mausen im
Gegensatz zu den Kontrollmausen zu einer geringeren Gewichtszunahme, so-
wie zu niedrigeren Geburtsgewichten bei den CS Nachkommen. Bei den Gen-
expressionsstudien wurde der Transkriptionsfaktor Tbx21 (Th1) auf mRNA-
Ebene in Plazenten von Mausen nach Rauchexposition signifikant starker ex-

poniert als bei den Kontrollmausen.

Das mutterliche Immunsystem spielt eine Schllsselrolle fur den Erfolg der
Schwangerschaft. Die Veranderung der Tbx21-Expression in der Plazenta de-
monstriert, dass Rauchen in der Schwangerschaft das Immunsystem lokal be-

einflussen kann.
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1 Einleitung

1.1 Klinischer Hintergrund

1.1.1 Epidemiologie

Der Konsum von Zigaretten in der Schwangerschaft ist auch heute noch eine
der wichtigsten vermeidbaren Ursachen flr Kindersterblichkeit und —morbiditat.
Obwohl die Zahl der Raucherinnen in der Schwangerschaft tber die letzten 20
Jahre gesunken ist, rauchen immer noch circa 11% der Schwangeren in
Deutschland[1]. Laut dem amerikanischen ,Pregnancy Risk Assessment Moni-
toring System (PRAMS)“ rauchten 2010 circa 10.7% der befragten schwange-
ren Frauen in den USA[2]. In den europaischen Landern liegt der Anteil bei
4-26%I[3]. In der asiatischen Bevolkerung ist das Konsumieren von Zigaretten
wahrend der Schwangerschaft weniger verbreitet. Aufgrund der Grél3e der asia-
tischen Bevolkerung sind es jedoch zahlentechnisch sehr viele Frauen, die in
der Schwangerschaft rauchen. Die Quoten der Raucherinnen in den USA, die
wahrend der Schwangerschaft aufhéren, sind mit 54% und denen, die in den
ersten 6 Monaten nach der Geburt wiederanfangen mit 44% trotz internationa-
ler Aufklarungskampagnen ernuchternd[4]. Daher, ist es von hoher Relevanz
die Konsequenzen und weitreichenden biologischen und gesundheitlichen Ef-

fekte von pranataler Nikotinexposition weiter zu erforschen[5].

1.1.2 Zigarettenrauch und fotale Gesundheit

Im Jahre 1997 stellte das Bundesverfassungsgericht fest, dass Rauchen der
Gesundheit schadet. Es ist ein gesicherter Risikofaktor flr zahlreiche Krankhei-
ten wie Krebs, chronische Lungenerkrankungen, Herz-Kreislauf-Erkrankungen,
neurologische Erkrankungen, und Viele mehr. Im Zigarettenrauch befinden sich
bis zu 12.000 verschiedene Stoffe[6]. Sie enthalten eine Vielzahl an toxischen
Komponenten, einschliellich Kohlenmonoxid (CO), Cadmium und polyzykli-
schen aromatischen Kohlenwasserstoffen. Die Giftstoffe kdnnen den Fetus di-
rekt, als auch indirekt beeintrachtigen. Der Groliteil der Komponenten kann die
Plazentaschranke uberwinden[7]. Auch die Plazentaentwicklung kann negativ
betroffen sein. Dennoch ist noch nicht klar erforscht, welche Inhaltsstoffe des

Zigarettenrauchs, welchen Effekt im Ungeborenen ausldsen]8].
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1.1.3 Risikofaktor Rauchen in der Schwangerschaft

Rauchen wahrend der Schwangerschaft gefahrdet Mutter und Kind. Wie es auf
vielen Zigarettenpackungen steht, mittlerweile auch mit Bildern dargestellt,
schadet Rauchen der Gesundheit. Nikotinexposition vor der Konzeption kann
zu verminderter Fertilitat und Verspatung der Empfangnis bei Frauen fuhren[9].
Mutterlicher Zigarettenkonsum wahrend der Schwangerschaft erhoht das Risiko
fur Schwangerschaftskomplikationen (Plazenta praevia, vorzeitige Plazentaab-
l6sung, Fruhgeburt) und den plétzlichen Kindstod (Sudden infant death syn-
drome SIDS)[10]. Im Jahre 2002 wurden 5-8% der Fruhgeburten, 13-19% der
~low-birth-weight* Geburten, und 23-34% der plétzlichen Kindstode in den USA
dem pranatalen Rauchen zugeschrieben[11]. Auch motorische, kognitive und

sensorische Defizite kann man bei Kindern rauchender Mutter nachweisen[12].

Die Exposition des Foéten gegentber Zigarettenkonsum in der Schwangerschaft
kann zu strukturellen Veranderungen in der pulmonalen Entwicklung fuhren und
so die Lungenfunktion des Neugeborenen erheblich beeintrachtigen[13]. Unter
anderem dadurch kommt es zur Entwicklung von Erkrankungen wie Asthma in
der Kindheit[14]. Eine Studie mit GUber 13.000 Menschen hat gezeigt, dass mut-
terliches Rauchen in der Schwangerschaft, neben mutterlichem oder vaterli-
chem Asthma, haufigen respiratorischen Infekten, sowie Asthma in der Kindheit,
Risikofaktoren flr eine reduzierte Lungenfunktion im spateren Leben und eine
erhohte Pravalenz fur chronisch-obstruktive Lungenerkrankung (COPD) darstel-
len[15].

Die durch Rauchen in der Schwangerschaft ausgelésten medizinischen Konse-
quenzen wie z.B. Asthma bronchiale stellen ein groRes gesundheitliches Pro-
blem der modernen Gesellschaft dar. Rauchen erhdht nicht nur das Risiko fur
Krebserkrankungen immens, sondern auch flr kardiovaskulare (KHK, pAVK),
und chronische Erkrankungen (COPD, chronische Bronchitis, Magengeschwu-
re). Dies fUhrt nicht nur zu einer gesundheitlichen Belastung und reduzierter
Lebensqualitat fur die Betroffenen, sondern auch zu einer finanziellen Belas-

tung der Allgemeinheit bei betrachtlichen Arzneimittel- und Krankenhauskosten.
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1.1.4 Pravention

Schwangere Frauen und deren Konsumverhalten stellen eine wichtige Ziel-
gruppe der Pravention dar, um die Kindersterblichkeit und -morbiditat aufgrund
von Nikotinkonsum zu senken. Sowohl der Konsum von Tabak, als auch von
anderen Suchtmitteln wie Alkohol wahrend der Schwangerschaft und Stillzeit
sind fur die Mutter und ihr Kind mit grolRen gesundheitlichen Risiken
verbunden[16]. Die einzige wirksame Madglichkeit, tabakbedingte Schaden flr
das ungeborene Kind zu verhindern, ist der konsequente Verzicht auf aktives
und passives Rauchen wahrend der Schwangerschaft. Gesundheitspolitisch
besteht daher bei Rauchen in der Schwangerschaft und Stillzeit dringender
Handlungsbedarf. In den USA wird das ,Pregnancy Risk Assessment Monito-
ring System® (PRAMS) genutzt, um Daten durch Fragebogen zum Rauchverhal-
ten vor, wahrend und nach der Schwangerschaft zu sammeln[17]. Diese Daten
kdnnen benutzt werden um Gesetze und Richtlinien zum Tabakkonsum neu zu

entwickeln, zu Uberprufen und zu evaluieren.

Die groRte Schwierigkeit beim Praventionsansatz besteht darin, dass viele
Frauen sich der Risiken des Zigarettenkonsums wahrend der Schwangerschaft
und der maoglichen Folgen nicht bewusst sind. Der Fokus der Praventionsarbeit
sollte auf Aufklarungsarbeit der behandelnden Arzte gelegt werden, die ihre

schwangeren Patientinnen adaquat beraten sollten.
1.2 Immunsystem

1.2.1 T-Zell vermittelte Immunitat

Das Immunsystem ist das biologische Abwehrsystem des Menschen. Es funk-
tioniert durch ein komplexes Zusammenspiel von verschiedenen Organen, Zell-
typen und Molekulen. Es gibt zwei Mechanismen der Immunabwehr: die ange-
borene Immunabwehr, und die adaptive Immunabwehr. Neben den antigenpra-
sentierenden Zellen (APC), sind die T-Lymphozyten und die B-Lymphozyten die
Hauptbestandteile der adaptiven Immunabwehr. Die B-Lymphozyten sind fur die
humorale Immunitat zustandig, wobei Antikdrper gebildet werden. Die T-Zell-
vermittelte zellulare Immunitat ist ein Prozess, bei dem antigenspezifische T-
Lymphozyten virale, bakterielle, oder parasitare Infektionen oder maligne Zellen

eliminieren. Aulerdem ist sie an der Ausbildung von Autoimmunkrankheiten be-
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teiligt. Die Vorlauferzellen der T-Zellen gelangen aus dem Knochenmark Uber
das Blut in den Thymus. Dort findet die Reifung und Selektion der T- Zellen
statt. Naive T-Lymphozyten exprimieren auf ihrer Oberflache den T-Zell-Rezep-
tor (TCR), welchem Peptide eines Antigens tUber den MHC (major histocompa-
tibility complex) von APC-Zellen prasentiert werden. Es kommt zur Aktivierung
der T-Zellen bei Bindung des TCR an das spezifische Antigen. Diese Aktivie-
rung findet in den sekundar-lymphatischen Organen (z.B. Milz, Lymphknoten)
statt. FUr die optimale Aktivierung brauchen T-Zellen co-stimulatorische Signale,
die sie Uber die Interaktion von Oberflachenmolekilen auf APC und T-Zellen
erhalten. Die durch die aktivierten T-Zellen vermittelten Effektorfunktionen stel-
len die zellulare Immunitat dar[18]. Einige dieser Effektorfunktionen sind die
TransplantatabstoRung, Abtotung virusinfizierter Zellen, verzdgerte Allergie, und

die Tumoruberwachung.

1.2.2 T-Zell Subpopulationen (Th1/Th2/Th17/Treg)

Die reifen T-Zellen (CD3+) werden in zwei Subpopulationen mit charakteristi-
schem Phanotyp eingeteilt: die CD4-positiven T-Lymphozyten mit ihrer Helfer-
funktion, sowie die CD8-positiven T-Lymphozyten mit ihrer zytotoxischen Funk-
tion. Das CD4 Molekul bindet an die MHC-Klasse-Il und das CD8 Molekil an
die MHC-Klasse-l (CD8) um die antigenspezifische Interaktion des T-Zellrezep-

tors mit dem Peptid-MHC-Komplex zu verstarken.
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Abbildung 1 Ausdifferenzierung von naiven CD4+ T-Zellen. Naive CD4+ T-Vorlau-
ferzellen konnen sich je nach Signalweg in spezifische Th1, Th2, Th17-Effektor,
regulatorische T-Zellen und NKT-Zellen differenzieren[19, 20].

Aktivierte CD4-positive T-Zellen kénnen sich je nach vorangegangen Signalen
durch Interleukine und Zytokine in verschiedene Effektorpopulationen differen-
zieren: Th1, Th2, Th17 und regulatorische T-Zellen (Abb. 1). Diese charakteri-
sieren sich durch das Profil der produzierten Zytokine und die Expression von
Oberflachenmolekilen. Th1- Zellen produzieren hauptsachlich IFN-y und Inter-
leukin 2 (IL-2). Dadurch steigern sie die pro-inflammatorische Zell-vermittelte
Immunabwehr und bekampfen intrazellulare Viren und Bakterien. Th2-Zellen
sezernieren IL-4,-5,-6,-10 und -13, und fordern die nicht-inflammatorischen Im-
munantworten. Th2-Zellen kontrollieren die Differenzierung von B-Zellen in anti-
korperbildende Plasmazellen und die Aktivierung von Eosinophilen. Eine weite-
re Subpopulation der T-Helferzellen sind die Th17- Zellen. Diese sezernieren IL-
17, und aktivieren neutrophile Granulozyten. Ahnlich zu den Th1-Zellen vermit-
teln sie proentzundliche Effekte, sie spielen jedoch eher eine Rolle bei chron-
nisch-entzindlichen Immunprozessen wie Autoimmunerkrankheiten[19]. Eine
weitere spezielle Subgruppe der CD4-positiven Zellen sind die regulatorischen
T-Zellen auch Treg genannt. Deren Existenz war bis in die 90ziger Jahre um-
stritten, obwohl schon in den 70er Jahren, durch Richard K. Gershon, von T-
Suppressorzellen berichtet worden war[21]. Die Aufgabe der Treg-Zellen ist die

Unterdrickung einer laufenden Immunantwort. Diese Regulation findet haupt-
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sachlich durch IL-10 und TGF-R statt. In einem gesunden Organismus verhin-

dern sie die Entstehung von Autoimmunkrankheiten.

1.2.3 T-Zell Differenzierung durch Transkriptionsfaktoren Tbx21,
Rorc, Gata3, Foxp3

Jeder T-Helfer-Zell Subtyp produziert spezifische Zytokine, welche die Expres-
sion von Transkriptionsfaktoren wie die STAT Proteine (Signal Transducer and
Activator of Transcription) und Mastertranskriptionsfaktoren induzieren. Diese
wiederum beeinflussen die Differenzierung und Proliferationen einer Subpopu-
lation. Transkriptionsfaktoren sind Proteine, die fur die Initiation und Regulation
einer Gentranskription verantwortlich sind[22] (Abb. 2). Sie binden an eine spe-
zifische DNA Sequenz und aktivieren oder deaktivieren so den Promotor. In
dieser Studie wurden unter anderem Tbx21, Gata3, Rorc und Foxp3 untersucht.
Eine Dysregulation in der Aktivierung oder Differenzierung von T-Helferzellen
kann die Ursache verschiedenener immunvermittelten Krankheiten und Auto-

immunkrankheiten sein[23].

Die Stimulus-abhangige Signalkaskade Uber IL-12, IFN-y und weiteren Tran-
skriptionsfaktoren wie STAT1 und STAT4 fuhrt Gber den Schllsseltranskriptions-
faktor Tbx21 zu der Proliferation von Th1-Zellen[24]. Die dadurch ausgeschutte-
ten Zytokine fihren neben der Aufrechterhaltung der Th1-Immunantwort, auch
zu einer Inhibierung der Th2-Differenzierung[25]. Eine Dysregulation der Th1-
Antwort ist mit immunpathologischen Erkrankungen wie Diabetes Typ 1 und

Rheumatischer Arthritis assoziiert[26].

Im Gegensatz zu Tbx21 ist Transkriptionsfaktor Gata3 fur die Th2- vermittelte
Immunantwort zustandig. Uber IL-4 und STAT6 wird Gata3 induziert, wobei die
Th2-Differenzierung initiiert, und die Th1-Differenzierung gehemmt wird[27]. Th2
Zellen unterstitzen u.a. die humorale Immunantwort und Rekrutierung von Eo-
sinophilen[28]. Eine unkontrollierte Th2-Differenzierung kann ursachlich fur ato-

pische und allergische Erkrankungen wie Asthma sein[29].

Rorc kodiert fir den Mastertranskriptionsfaktor RORyt, der u.a. Uber einen Si-
gnalweg mit IL-6 und TGF-B induziert wird[30]. Er ist ein wesentlicher Bestand-
teil der Differenzierung naiver T-Zellen zu Th17-Zellen. Uber IL-23 und STAT3

wird die Th17-Immunantwort stabilisiert. Die erst kirzliche Entdeckung von
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IL17-produzierenden Th17-Zellen als potenter pro-inflammatorischer T-Zell-
Subtyp erweitert das Verstandnis pathophysiologischer Vorgange, die zuvor
nicht nur durch die Th1/Th2 Dichotomie erklart werden konnten[31].

. IL-4

IL-4

IL-2 A
IL-27 RORyt
IFN-y STAT3

Abbildung 2 Schematische Abbildung von Zytokinen und Transkriptionsfaktoren
fiir die CD4+ T-Zelldifferenzierung[17, 19][17]

Bezuglich der Differenzierung und Funktion der regulatorischen T-Zellen (Treg)
spielt der Transkriptionsfaktor Foxp3 eine entscheidende Rolle[32]. Neben Fox-
p3, ist die Expression des Oberflachenmolekils CD25 charakteristisch fur Treg-
Zellen. Die stabile Foxp3 Expression ist eine essentielle Vorrausetzung der
suppressiven Aktivitat der Tregs. In einer Studie zeigten sich Foxp3-defiziente
Mause (,scurfy mice“)mit letalen lymphoproliferativen Erkrankungen[33]. Die
Differenzierung von Treg-Zellen wird auf einen Signalweg Uber u.a. das Zytokin
TGF-B induziert[34]. Die dadurch ausgeldste Signalkaskade fuhrt zur Expressi-
on von Foxp3 und Treg-Differenzierung. Es wird vermutet, dass die Entwicklung

von Th1- und Th2-Zellen von den regulatorische T-Zellen inhibiert werden kann.

1.2.4 Allergische Erkrankungen und Asthma bronchiale

Asthma bronchiale ist wie oben genannt eine der Krankheiten, die u.a. durch
Rauchen in der Schwangerschaft bei den Nachkommen verursacht werden
konnen. Es ist eine sehr haufig vorkommende chronische-inflammatorische Er-
krankung der Bronchien, bei der eine Bronchialobstruktion ausgelost wird. Die
Pravalenz dieser Erkrankung ist in den letzten 20 Jahren drastisch angestiegen.

Nach Schatzungen der Global Initiative for Asthma sind weltweit ca. 300 Millio-
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nen Menschen erkrankt. Asthma ist durch wiederkehrende Episoden von Atem-
not und Symptomen wie Pfeifen, Husten, und bronchiale Hyperreaktivitat- bzw.
—reagibilitat charakterisiert[35]. Die chronische Entzindung verursacht den Um-
bau der Lunge. Das sogenannte ,airway remodelling“ kann langfristig zu einer

irreversiblen Lungenerkrankung fuhren.

Asthma ist eine multifaktorielle Erkrankung, welche wahrscheinlich durch gene-
tische und umweltbedingte Faktoren begulnstigt wird. Es werden unter ande-
rem zwei Formen der Asthma Erkrankung unterschieden: die atopische (allergi-
sche) Form und die nicht- atopische Form. In der entwickelten Welt leiden circa
50% der Erkrankten an der atopischen Form[36], die einer erhdhten Th2-Im-
munantwort zu Grunde liegen soll. Die verstarkte Aktivierung von Th2-Zellen
fuhrt zu einer erhéhten Produktion der Th2-spezifischen Zytokine (IL-4, IL-5,
und IL-13), verminderte Produktion der Th1-spezifischen Zytokinen (IFN-y) und
einer beeintrachtigten Funktion der regulatorischen T-Zellen[37]. Auch die pro-
inflammatorischen Th17-Zellen sollen eine Rolle in der Entstehung von allergi-

schen Erkrankungen wie Asthma eine Rolle spielen[38].

1.2.5 Th1/Th2/Th17/Treg Modell in der Schwangerschaft

Wahrend der Schwangerschaft steht das Immunsystem der Mutter einer Her-
ausforderung gegenuber: der Fetus ist aus immunologischer Sicht ein semiallo-
genes Transplantat[39]. Eine AbstoRung des Fetus mit seiner Plazenta wird je-
doch in einer erfolgreichen Schwangerschaft unterdriickt, in dem sich das mut-
terliche Immunsystem durch Anpassungsmechanismen adaptiert. Stérende Ein-
flisse wie z.B. Rauchen kdonnen diese Anpassungsmechanismen beeintrachti-

gen und so zu negativen Auswirkungen auf die Schwangerschaft fihren[40].

Uber viele Jahre wurde die mitterliche Toleranz durch das Th2-Phinomen er-
klart[41]: Um die AbstolRung des Fetus zu vermeiden wird die Th1-Immunant-
wort, die u.a. fur zytotoxische Transplantatabstollung zustandig ist, unterdrickt
und die Th2-Immunantwort verstarkt. Seit dem jedoch die Th1/Th2-Dichotomie
auf das Th1/Th2/Th17/Treg-Modell erweitert wurde[42], wird auch eine Veran-
derung hinsichtlich der zirkulierenden Th17- und regulatorischen T-Zellen durch
die Schwangerschaft angenommen[43]. Regulatorische T-Zellen inhibieren die
Proliferation und Zytokinproduktion in CD4-positiven T-Zellen und CD8-positi-

ven zytotoxischen Zellen, Produktion von Immunglobulinen in B-Zellen, die zy-
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totoxische Aktivitat der natlrlichen Killerzellen (NK-Zellen), sowie die Reifung
von dendritischen Zellen, wodurch folglich immunologische Toleranz induziert
wird[44]. Dies spielt eine wichtige Rolle in der Immunmodulation in der

Schwangerschaft.
1.3 Plazenta

1.3.1 Ubersicht

Die Plazenta ist als Schnittstelle zwischen mutterlichem und fetalem Kreislauf
fur den wechselseitigen Gas- und Stoffaustausch zustandig. Sie spielt eine
wichtige Rolle fur die Aufrechterhaltung der Schwangerschaft und das fetale
Wachstum. Die Plazenta stellt auch einen Schutz gegentber Pathogenen dar
[45]. Die Plazenta produziert zudem wichtige Hormone: hCG, Ostrogen, Pro-
gesteron und HPL[45]. Eine Stérung der Plazenta kann zu Schwangerschafts-
abbruch, sowie auch zu Entwicklungsstorungen des Fetus und spater in der
Kindheit fihren[46]. Die einwandfreie Funktion der Plazenta ist von feinregulier-
ten Genen abhangig, die das Wachstum und Entwicklung ihrer strukturellen

Komponente beeinflussen[47].

1.3.2 Aufbau der Plazenta

Die Plazenta ist ein Organ, welches wahrend der Schwangerschaft im Uterus
entsteht und aus einem mdatterlichem (Pars materna) und einem kindlichem An-
teil (Pars fetalis) besteht. Sie dient dem Stoffaustausch zwischen fetalem und

mutterlichem Blut.

Im 4. Monat der Schwangerschaft nimmt die Plazenta ihre definitive Struktur an.
Die reife Plazenta ist ein scheibenformiges Organ mit einem Durchmesser von
etwa 20cm, einer Dicke von 2-4cm, und wiegt 350-700g. Sie unterteilt sich in
die Basalplatte (matterlicher Teil), die Chorionplatte (zur Chorionhdhle gewandt)
und die zwischen den beiden Platten gelegenen Zottenbaume mit dem intervill-
0sen Raum (IVR). Die Zotten sind von einer undurchlassigen Zellschicht mit
Synzytiotrophoblasten Uberzogen, wodurch fetales und mutterliches Blut streng
getrennt sind und der Fetus immunologisch geschutzt ist. Die Basalplatte be-
grenzt den intervilldsen Raum zur Gebarmutterwand hin. Der IVR ist zur Amni-

onhdle durch die Chorionplatte begrenzt. Die Zottenbdume hangen baumartig
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ausgehend von der Chorionplatte in den IVR und enthalten die fetalen Blutge-

falke. Der IVR ist das Zirkulationskompartiment fur das mutterliche Blut.
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Abbildung 3 Anatomie der Plazenta (Grays Anatomy 1918).

1.3.3 Epigenetische Veranderungen und Transgenerationenproblem

Pra- und perinatale Einflisse spielen neben der epigenetischen Disposition
eine entscheidende Rolle fur Gesundheit und Krankheit im spateren Leben. Die
zukinftige Funktionsweise von Organen und Organsystemen kann in bestimm-
ten kritischen Entwicklungsphasen durch Einwirkungen von AufRenfaktoren wie
Drogen oder Erndhrung dauerhaft verandert bzw festgelegt werden. Diesen
Prozess bezeichnet man als fetale Programmierung[17]. Im Falle einer Stérung
dieser ,Programmierung®“, zum Beispiel durch maternales Rauchen in der
Schwangerschaft, kdnnen im spateren Leben chronische Erkrankungen entste-
hen. Bereits vor vielen Jahren (1990) stellte David Barker in diesem Zusam-
menhang die ,Barker-Hypothese® auf, in der er die plazentare Minderversor-
gung und dadurch ein niedriges Geburtsgewicht mit einem erhdhten Risiko fur
die Entstehung eines metabolisches Syndroms und von kardiovaskularen Er-
krankungen in Verbindung brachte[48]. Die erfolgreiche Entwicklung der Pla-
zenta ist entscheidend fur das optimale Wachstum und die Reifung des Fetus/

Embryos. Maternales Rauchen und andere Einflisse auf die Schwangerschaft
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interferieren mit dem Wachstum und der Funktion der Plazenta, was zu negati-
ven Schwangerschaftsausgangen wie niedrigem Geburtsgewicht fuhren kann.
Es wird angenommen, dass dies durch eine Veranderung der plazentaren epi-
genetischen Muster erklart werden konnte[49]. Bei der epigenetischen Verande-
rung wird der Genotyp nicht verandert[50]. Die Veranderungen lassen sich nur
im Phanotyp beobachten. Epigenetische Regulationsmechanismen sind unter
anderem die DNA-Methylierung und die Histon-Modifikation[51]. Solche Me-
chanismen steuern die Aktivitat der Gene, ohne die Basensequenz des DNA-
Molekulls zu verandern. Es wird angenommen, dass diese epigenetischen Ver-
anderungen uber Generationen vererbt werden kénnen, und es womdglich so
zu einem erhohten Risiko fur die Entwicklung chronischer Erkrankungen wie
Asthma in nachkommenden Generationen filhren kann[37]. AuRere Einflisse,
die die plazentare Genexpression durch epigenetische Veranderungen beein-
flussen, kdnnen schadliche ,downstream® Effekte auf die Funktion der Plazenta
haben, und somit auch auf den sich entwickelnden Fetus[52]. Veranderungen in
den DNA- Methylierungsmustern der Plazenta konnten die Verbindung zwi-
schen in utero Exposition und nachteiligen Gesundheitsfolgen bei den Nach-

kommen sein[53].

Es wird vermutet, dass groldmutterliches- bzw. —vaterliches Rauchen wahrend
der Schwangerschaft ausreicht, um die Gewichtsentwicklung von Enkelkindern
zu beeinflussen, auch wenn die Mutter wahrend der Schwangerschaft nicht ge-
raucht hat[54, 55]. Aulierdem glaubt man, dass gromdtterliches Rauchen das
Asthmarisiko bis in die dritte Generation beeinflussen kann[56-58]. Durch diese
mogliche Transgenerationenvererbung wurden auch hocherfolgreiche Anti-

rauchkampagnen Jahrzehnte brauchen, um effektiv zu sein.

1.4 Insulin-like growth factor (IGF) Achse

Mutterliches Rauchen in der Schwangerschaft ist ein anerkannter Risikofaktor
fur intrauterine Wachstumsretardierung (IUGR), ein niedriges Geburtsgewicht
(Small for Gestational Age, SGA)[59, 60] und einer eingeschrankten Lungen-
funktion[61] bei den Nachkommen, die im spateren Leben zu einer COPD fuh-
ren kann. Insulindhnliche Wachstumsfaktoren (Insulin-like growth factors, IGF)
wirken auf Wachstum und Differenzierung sind von Zellen[62]. Diese Polypep-

tide weisen eine hohe Sequenzhomologie zu Insulin auf. AuRerdem spielt das
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IGF-System, vor allem Igf1, eine grof3e Rolle in der Lungenentwicklung und
fetalem Wachstum[62]. Das IGF-System inkludiert das Wachstumshormon (GH,
Somatropin), Igf1 und Igf2 Peptide, Membranrezeptoren (Igf1R, Igf2R), und
verschiedene Insulin-like growth factor-Bindungsproteine (Igfbp). Die hier in der
Arbeit untersuchten Igf1 und Igfbp3 sind Bestandteil der somatotropen GH-Igf-
Achse. Igf1 wird hauptsachlich nach Stimulation von Somatotropin von der Le-
ber synthetisiert und sezerniert, aber auch lokal kdnnen extrahepatische Zellen
z.B. Plazentazellen Igf1 produzieren[63]. Bei Igfbp3 handelt es sich um eines
von sechs Igf-Bindungsproteinen, welches die hochste Affinitat zu Igf1 aufweist.
Experimente mit Igf1-defizienten Mausen haben nicht nur eine schlechtere
Lungenentwicklung zeigen konnen, sondern auch beeintrachtigtes fetales und
plazentares Wachstum[64]. Zahlreiche Studien haben eine positive Beziehung
zwischen der Igf1- und Igfbp3- Konzentration in Nabelschnurblut und dem Ge-
burtsgewicht in regular verlaufender Schwangerschaft feststellen kdonnen[65,
66]. Jedoch wurden in Schwangerschaften mit IUGR niedrigere Nabelschnur-
blutkonzentrationen von Igf1 als bei Schwangerschaften mit normalem Ge-
burtsgewicht gefunden[67, 68]. Pringle et al. haben 2005 berichtet, niedrigere
Konzentrationen an Igf1 und Igfbp3 im Nabelschnurblut rauchender Mutter im
Vergleich nichtrauchender Mutter detektiert zu haben[69]. Pranatale Rauchex-
position wird schon langer mit SGA Babies und IUGR verlinkt, was wiederum
mit einem erhohten Risiko fur die Entwicklung von Asthma in Verbindung ge-
bracht wird[70]. Aus diesen Griinden ist es naheliegend zu erforschen, in wie-
weit die Expression von Genen, die fur die Wachstumsentwicklung (Igf1 etc.)
des Foten wichtig sind, durch die Rauchexposition in der Plazenta dereguliert

werden.
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2 Fragestellung/Zielsetzung

Die intrauterine Exposition mit Zigarettenrauch wahrend der Schwangerschaft
birgt viele Konsequenzen und gilt als eine der Hauptrisikofaktoren im spateren
Leben eine Asthmaerkrankung zu entwickeln. Ein weiterer Effekt dieser Exposi-
tion ist ein verringertes Korper- und Lungengewicht der Nachkommen bei der
Geburt. Diese initiale Beeintrachtigung der Lungenentwicklung kénnte eine spa-
tere Asthmaerkrankung begulnstigen. Zum besseren Verstandnis der zu Grunde
liegenden Mechanismen hat unsere Arbeitsgruppe ein Model der in utero
Rauchexposition in der Maus etabliert und die Genexpression am Ende einer
Mausschwangerschaft am Tag 18.5 (Durchschnittliche Schwangerschaftsdauer
einer Maus sind 20 Tage) in der Lunge von exponierten und nicht-exponierten

Foten mittels Microarray-Chips untersucht.

Im hier untersuchten Teilprojekt habe ich mich mit der Frage befasst, wie sich
die Rauchexposition auf die Expression bestimmter Gene in der Plazenta mit
maoglicherweise nachteiligen Folgen fur den sich entwickelnden Fetus auswirkt.
Zum einen wurde untersucht, ob es zu einer Veranderung immunologisch wich-
tiger Transkriptionsfaktoren Tbx21 (Th1), Gata3 (Th2), Rorc (Th17) und Foxp3
(Treg) kommt. Veranderungen dieser Gene konnten sich negativ auf das sich
entwickelnde Immunsystem auswirken und somit das Risiko einer spateren
Asthmaerkrankung erhdéhen. Zum anderen wurde untersucht, inwiefern die Ex-
pression von Genen, die fur die Wachstumsentwicklung des Fetus wichtig sind

(Igf1, Igfbp3) durch die Rauchexposition dereguliert werden.

Hypothesen:

1) Rauchexposition beeinflusst immunologische und wachstumssteuernde

Parameter in der Plazenta.

2) Rauch-induzierte Veranderungen in der mutterlichen Immunantwort und/
oder im plazentalen Entwicklungsprogramm flihren zu Veranderungen in
der fotalen Entwicklung, die das Risiko fur eine spatere Asthmaerkran-

kung erhéhen.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Gerate, Zusatzmateralien, Software

Tabelle 1: Gerate und Verbrauchsgegenstéinde.

Gerate/[Equipment | Name Firma Herkunft

Zentrifuge 5415R Eppendorf Hamburg (GER)

Tischzentrifuge

Kihlschrank/Eis- | 4°C Liebherr Biberach an der

fach Riss (GER)
-20°C Liebherr Biberach an der

Riss (GER)

-80°C Eppendorf Hamburg (GER)

Homogenisierer MagnaLyser Roche Mannheim (GER)

Mastercycler Mastercycler Eppendorf Hamburg (GER)

Real-time Thermo- | LightCycler 480 Roche Mannheim (GER)

cycler

Spectrophotometer | Nanodrop1000 Thermo Fischer | Waltham (USA)

Scientific
Rauchmaschine TE-10 Teague Enterpri- | Davis (USA)
ses

Zigaretten 3R4F Research Cigaret- | University of Ken- | Kentucky (USA)
tes tucky

Tubes 1,5ml Eppendorf Hamburg (GER)
0,5ml PCR Clean tubes Eppendorf Hamburg (GER)

PCR Platten LightCycler480 Multiwell | Roche Mannheim (GER)
Plate 96

Abdeckfolie fiir PCR | LightCycler 480 Sealing | Roche Mannheim (GER)

Platten Foil

Pipetten 0,1-2,5ul Eppendorf Hamburg (GER)
2-20pl Eppendorf Hamburg (GER)
20-200ul Eppendorf Hamburg (GER)
100-1000ul Eppendorf Hamburg (GER)

Pipettenspitzen Diverse Eppendorf Hamburg (GER)
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Tabelle 2: Software.

Software

Firma

Herkunft

GraphPad Prism version 7

GraphPad Software

San Diego (USA))

GenEx Software

MultiD Analyses AB

Goteburg (Schweden)

Microsoft Excel 2011

Microsoft

Redmond (USA)

NanoDrop Software

Thermo Fisher Scientific

Waltham (USA)

LightCycler480 Software

Roche

Mannheim (GER)
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3.1.2 Substanzen

Tabelle 3: Substanzen.

Substanzen Firma Herkunft
RNA Later Qiagen Hilden (GER)
Phoshate buffered saline (PBS) LifeTechnologies Darmstadt (GER)

Tris Carl Roth Karlsruhe (GER)
Formamid, deonisiert Carl Roth Karlsruhe (GER)
SYBR Green || RNA Lonza Basel, (CHE)
QlAzol Qiagen Hilden (GER)
Chloroform

Ethanol Merck Darmstadt (GER)
EDTA Sigma-Aldrich St.Louis (USA)
Borat

Ketamin CD-pharma Quebec (CAN)
Agarose Life Technologies Darmstadt (GER)
Rnase AWAY Spray Sigma-Aldrich St.Louis (USA)
Destilliertes Wasser

Rnase-freies Wasser Qiagen Hilden (GER)
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3.1.3 Kits

Tabelle 4: Kits.
Name Firma Herkunft
"RNeasy Mini Kit": Qiagen Hilden (GER)

"Rneasy"-Mini-Spinsaulen

Reaktionsgefal "Collection Tubes 1,5ml"
Reaktionsgefal’ "Collection Tubes 2,0ml|"
"RNeasy Washing Buffer 1" (RW1-Puffer)
"RNeasy Lysis Tissue Buffer" (RLT-Puffer)
"RNeasy Purification Ethanol Buffer" (RPE-Puffer)
Ribonuklease (Rnase)-freies Wasser
Quantitect Reverse Transcription Kit Qiagen Hilden (GER)
"gDNA Wipeout Buffer"

"Quantiscript Reverse Transcriptase"
"Quantiscript RT Buffer"

"RT Primer Mix"

LightCycler SYBR Green | MasterMix Roche Mannheim (GER)
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3.2 Methoden

3.2.1 Das Rauchmodell

Die Versuchsdurchfihrung am Rauchmodell erfolgte in Zusammenarbeit mit
den Mitgliedern der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Susanne Krauss-Etschmann.
Die Tierversuche wurden durch die Regierung von Oberbayern genehmigt und

entsprechend des geltenden Tierschutzgesetztes durchgefihrt (TVA-AZ 91-11).

Die Rauchmaschine

In unserem Rauchmodell wurde die Rauchmaschine TE-10 der Firma Teaque
Enterprises (Davis, Ca, USA) benutzt. Die Rauchmaschine kann passives Rau-
chen (Rauch vom brennenden Ende der Zigarette, sog. ,sidestream smoke’)
und aktives Rauchen (Rauch am Mundende der Zigarette, sog. ,mainstream
smoke’) simulieren. Der Rauch wird Uber eine Membranpumpe in die Rauch-
kammer gezogen, wo die Mause dem Rauch exponiert sind. Um das menschli-
che aktive Rauchen zu simulieren, wurde die Maschine speziell eingestellt. Die
Zigarette wird in Zligen geraucht, bestehend aus zwei Sekunden Rauch und
vier Sekunden Luft. Es wurden Referenzzigaretten mit Standardfilter (3R4F)
des Kentucky Tobacco Research und Development Center der University of
Kentucky benutzt. Diese Zigaretten wurden Ende der 1960er speziell zu For-
schungszwecken entwickelt[71]. Die durchschnittliche Partikel Konzentrationen
(Total particulate matter) in der Expositionskammer betrug im Durschnitt 340
mg/m3. Es kdnnen maximal 60 Mause in der Expositionskammer mit Zigaret-

tenrauch exponiert werden (Abb. 4).
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Abbildung 4 Rauchmaschine (Teague Enterprises, CA, USA)

Versuchstiere

8 Wochen alte Balb/c Mause wurden von Charles River Laboratories gekauft.
Futter und Wasser war ad libitum vorhanden. Zur Verpaarung wurde eine
mannliche Maus mit ein oder zwei weiblichen Mausen uber Nacht in einen Kafig
gesetzt. Mannchen und Weibchen wurden nach einem Tag getrennt. Die poten-
zielle Schwangerschaft wurde visuell anhand des Vorhandenseins von koagu-
liertem Samen an der murinen Vagina gepruft. Der Tag der Verpaarung wurde
als Tag -0,5 der Schwangerschaft festgelegt. Die weiblichen Mause wurden in
zwei Gruppen eingeteilt: in CS Mause (cigarette smoke) und AIR Mause (Kon-

trollgruppe).

Ablauf Rauchzyklus

Die Rauchexposition der Mause wurde nach einer Ruhephase an Tag 2,5 be-
gonnen. Die Gewichte der Mause wurden jeden Tag bis zum Ende der
Schwangerschaft (Tag 18,5) bestimmt. Sowohl die CS Mause (mit Rauchexpo-
sition), als auch die Kontrollmause wurden jeweils in einen Gruppenkafig umge-
setzt. Die CS Mause wurden dann dem durch die Rauchmaschine simuliertem
aktiven Rauchen in einem Zeitrahmen von circa 50 Minuten ausgesetzt. Dabei
wurden zehn Zigaretten (Research cigarettes 3R4F, Kentucky University) pro
Tag benutzt. Wahrenddessen wurden die Kontrollmause in normaler Raumluft
gehalten, aber genau wie die CS Mause auch in einen baugleichen Kéafig im
Raum mit der Rauchmaschine umgesetzt, um Unterschiede zwischen den bei-

den Gruppen durch Handling/Stress auszuschlie®en. Nach dem Rauchzyklus
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wurden die CS Mause noch fur 20 Minuten in der Rauchkammer belassen, je-

doch mit gefilterter Luft versorgt.

Sectio und Natiirliche Geburt

Am Tag 18,5 wurde bei den Mausen eine Sectio durchgefuhrt (Abb. 5). Dazu
wurden diese intraperitoneal mit einem Ketamin Cocktail, aquivalent zu 10%
des Korpergewichts, anasthesiert. Neben den Plazenten, wurden auch die Milz
und Lungen entnommen. Das Gewebe wurde in RNA Later® Flussigkeit uber
Nacht bei 4°C gelagert und anschliel3end bei -20°C flir RNA Isolation oder bei -
80°C fur langere Aufbewahrung gelagert.

- weight progression of the
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Abbildung 5 Timeline

In den Rauchrunden, bei denen eine natlrliche Geburt anstatt der Sectio statt-
fand, wurden die Nachkommen das erste Mal nach 48h gewogen. Mutter und
Nachkommen wurden fur 2 Tage in Ruhe gelassen, um die naturliche Entste-
hung der Verbindung zwischen Mutter und Nachkommen nicht zu gefahrden.
Die Nachkommen wurden in den ersten drei Wochen nach Geburt jeden Tag

gewogen
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3.2.2 mRNA Isolierung aus murinem Plazentagewebe

Die RNA wurde mittels RNeasy Kit (QIAGEN) aus der Plazenta isoliert. Die Me-
thode zur Isolierung von RNA beruht auf der Lyse der Zellen in einer chemi-
schen Umgebung, in der RNasen denaturiert werden. Dieser Schritt erfolgte

stets an einem RNA Arbeitsplatz.

RNeasy Mini Procedure

Cells

Lyse and
homogenize

Add ethanol

Bind total RNA

Total RNA

Wash 3x

Elute

l
I
1
[
!
|3
T
|
‘T-

T

Total RNA
Abbildung 6 RNA Isolierung[72]

Das Gewebe wurde aus dem RNA Later® entnommen, mit einem sauberen
Tuch abgetupft, und dann in spezielle Tubes mit Keramikklgelchen mit 700 pL
QlAzol (Qiagen), ein Lysepuffer, transferiert. AnschlieRend erfolgte die Homo-
genisierung im Magna Lyser (Roche) nach festem Protokoll. Die Probe sollte

nach der Homogenisierung 5 Minuten bei Raumtemperatur ruhen.

Zur mRNA-Isolation (Abb. 6) wurde 140uL Chloroform zugefugt und stark ge-
schittelt. Die Probe ruhte erneut fir 3 min und wurde dann fur 15 Minuten bei

4° in einer vorgekuhlten Zentrifuge bei 12.000xg zentrifugiert. Die oberste wass-
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rige Phase mit der RNA wurde in ein neues Eppendorf Réhrchen mittels Pipette
transferiert. Dem wurden 1,5 Volumen (525uL) 100% Ethanol hinzugefugt und
gemischt. Es erfolgte der Transfer in die RNeasy Mini spin column (Qiagen) und
Zentrifugation fur 15 Sekunden bei Raumtemperatur bei 10.000xg. Die spin co-
lumn sitzt dabei in einem Kollektionsrohrchen. In den nachsten Schritten wur-
den jeweils 700pL RWT Puffer (Qiagen), und 500uL RPE Puffer (Qiagen) zur
Probe hinzugeflgt und jeweils fir 15 Sekunden bei 10.000xg zentrifugiert.
Dann wurde nochmal 500uL RPE Puffer (Qiagen) beigemischt und fur 2 Minu-
ten bei 10.000xg zentrifugiert. Die Flussigkeit im Kollektionsréhrchen wurde
nach jeder Zentrifugation entfernt. Um die Saule zu trocknen wurde nochmal fur
1 Minute bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Um die RNA aus der
Membran der ,spin column’ zu extrahieren wurde noch zweimal 30uL RNase-
freies Wassser der ,column’ hinzugeflgt und nach einer Warteminute nochmal
fur je 1 Minute bei 10.000xg zentrifugiert. Die gewonnene RNA wurde in einem

Eppendorf Réhrchen bis zur weiteren Analyse bei -80° aufbewahrt.

3.2.3 Quantifizierung und Uberpriifung der Reinheit der mRNA

Die RNA ist sehr empfindlich und durch die ubiquitar vorkommenden Nukleasen
der standigen Gefahr einer Degradierung unterworfen. Zur Uberpriifung der
Reinheit und Konzentrationsmessung der erzeugten RNA wurden spektropho-

tometrische und gelelektrophoretische Verfahren eingesetzt.
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Spektrophotometrie

Abbildung 7 Thermo Fisher Scientific NanoDrop 1000 Spectrophotometer

Der Nanodrop 1000 (ThermoFischer Scientific) (Abb. 7) ist ein Spektrophotome-
ter fir Mikrovolumen. Das Verfahren gibt Informationen Uber die Konzentration
und die Reinheit der extrahierten RNA. Bei der Spektrophotometrie wird die op-
tische Dichte (OD) bei dem Absorptionsmaximum von Nukleinsauren
(A=260nm) sowie bei dem Absorptionsmaximum von Proteinen (A=280nm) ge-
messen. Eine Verunreinigung der Probe mit Proteinen wird durch den Quotien-
ten der beiden optischen Dichten ermittelt. Eine A260/280 Ratio ist normaler-
weise zwischen 1,9 und 2,1 fir RNA. Die 260/230 Ratio kann eine Verunreini-
gung mit anderen Molekulen wie Phenol anzeigen, die ihr Absorptionsmaximum
bei einer Wellenlange von 230nm haben. Die Absorptionswerte wurde fur jede
RNA Probe (1uL) mit dem Nanodrop ND-1000-Spektrophotometer gemessen.
Der Vergleich der A260/A280- und A260/A230 Verhaltnisse ist ein etabliertes

Verfahren zur Bestimmung der Reinheit.

RNA Agarose Gelelektrophorese

Bei der Agarose Gelektrophorese werden die Nukleinsauren entsprechend ihrer
Grole aufgetrennt. Kleine Fragmente wandern schneller als grof3ere Fragmen-
te. Durch ihre Phosphatgruppe sind Nukleinsauren negativ geladen, wodurch
sie bei einer angelegten elektrischen Spannung in Richtung Pluspol (Anode)

wandern. Die RNA wird durch den zugesetzten Farbstoff SYBR Green mit dem
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Gel Doc TM System (Bio-Rad) sichtbar gemacht. Bei intakter RNA zeigen sich
im Gel zwei deutliche Banden: die 18S- und 28S- Bande.

Das Agarose Gel (1,2%) wurde mit TBE Puffer (Tabelle 5) hergestellt. Die RNA
Proben wurden vor der Elektrophorese mit einem Ladepuffer (Tabelle 6) ver-
setzt, der einen Farbstoff (SYBR Greenll, Lonza) zur Markierung der Laufmittel-
front erhalt. Es wurde ein elektrisches Feld mit 90V fir 45 Minuten angelegt. Im
Anschluss wurden die RNA Banden im Agarose Gel mit dem Gel Doc System

visualisiert.

Tabelle 5: TBE: TRIS-Borat-EDTA-Puffer, TRIS: Tris-hydroxymethyl-aminomethan,
Borat: Anion der Borsaure, EDTA: Ethylendiamintetraessigsaure.

Material fur TBE Puffer (fur 1L)

450mM Tris base (MW=121.14) 54.51g
445mM Borat (MW=61.83) 27.51g
12.5mM EDTA-Na2 (Titriplex III) (MW=372.24) 4.659

Der TBE Puffer wurde mit destilliertem Wasser auf 1000ml aufgefullt.

Tabelle 6: RNA Ladepuffer.

RNA Ladepuffer fiir Agarose Gel 1x Finale Konzentration
Formamid, deonisiert 18.0pl 60%

TBE Puffer 3.0pl 0.5x

SYBR Green Il (1:100) 1,5ul 1:2000

Bei der RNA Gelelektrophorese ist das ungefahre 2:1-Verhaltnis der Fluores-
zenzintensitaten der 28S- und 18S-RNA Bande ein Zeichen fir eine gute RNA

Qualitat. Die 28S Bande sollte etwa doppelt so hell erscheinen wie die 18S-
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Bande. Schlechtere Konzentrationen weisen auf eine Degradation der RNA
Probe hin. Ein weiteres Zeichen einer Degradation ware ein ausgepragter,

schmierartiger Verlauf innerhalb einer Bahn.

3.2.4 Reverse Transkription

Die reverse Transkription ist eine enzymatische Reaktion, bei der mRNA mittels
des Enzyms Reverse Transkriptase in einzelstrangige cDNA (complementary
Desoxyribonukleinsaure) umgeschrieben wird. Fur die reverse Transkription
wurde das Quantitect-Kit von Qiagen (Qiagen) benutzt. Im ersten Schritt wurde
die noch vorhandene genomische DNA (gDNA) von den RNA Proben mit dem
gDNA WipeOut Buffer (Tabelle 7) eliminiert. FUr diese Reaktion wurde die Pro-
be fur 2 Minuten bei 42°C im MasterCycler (Eppendorf) inkubiert und anschlie-
Rend auf Eis gelagert.

Tabelle 7: gDNA Eliminationsschritt.

gDNA Eliminationsschritt fiir 1-2ug RNA/ fiir eine Probe

gDNA WipeOut Buffer, 7x 4,00ul

Template RNA (1-2ug) + Rnase-freies | 24,00l
Waser

Total 28,00pl

Der zweite Schritt war die reverse Transkription, wobei die mMRNA in cDNA um-
geschrieben wurde. Dazu wurde die jeweilige RNA Probe zu einem zuvor her-
gestellten Reverse Transkription Mastermix (Tabelle 8) pipettiert. AnschlielRend
wurden die Proben bei 42°C fir 30 Minuten, dann bei 95° fur 3 Minuten im Mas-
tercycler inkubiert und bei 4°C gelagert. Die enzymatische Reaktion findet bei
42°C statt, und die Inaktivierung bei 95°C.
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Tabelle 8: RT Mastermix (Kit der Firma QIAGEN).

Praparation Reverse Transkription Master Mix fiir 1-2ug RNA/eine Probe

QS Reverse Transkriptase 2,00pl
QS RT Puffer, 5x 8,00yl
RT Primer mix 2,00l
Total 12,00pl

3.2.5 Quantitative Echtzeit-PCR (qPCR)

Die quantitative Echtzeit-PCR (qPCR) ist eine Methode zur Bestimmung der
Genexpression. Sie beruht auf dem Prinzip der herkdmmlichen Polymerase-
Kettenreaktion (PCR). Die gewonnene DNA wird in Echtzeit quantifziert, wah-
rend andere quantitative PCR Methoden erst nach Beendigung des PCR-Ab-
laufes eine quantitative Auswertung vornehmen. Die Quantifizierung des PCR
Produktes wird in der exponentiellen Phase mit Hilfe von der Messung von
Fluoreszenz-Signalen durchgefuhrt. Die Fluoreszenzfarbstoffe wie SYBR Green
oder Ethidiumbromid werden dem Reaktionsansatz hinzugefigt. Der Farbstoff
interkaliert in die DNA, wodurch die Fluoreszenz des Farbstoffes zunimmt.
Dementsprechend korreliert die Zunahme der Fluoreszenz proportional mit der

Zunahme der Ziel-DNA von Zyklus zu Zyklus.

Ein MaB fir die Quantitat der vorliegenden DNA ist der C;-Wert der gPCR. Der
C;~Wert bezeichnet hierbei den PCR-Zyklus (C=“Cycle“), bei dem das Fluores-

zenz-Signal erstmals einen festgelegten Schwellenwert (T=“Threshold®) Uber-
trifft. Dies geschieht umso friher, je mehr von der zu amplifizierenden DNA im

Probenmaterial vorhanden ist.

Die Polymerasekettenreaktion wird in einem Thermocycler durchgefuhrt und

besteht aus etwa 20-50 Zyklen. Die zuvor revers transkribierte cDNA fungiert

als Proben-DNA (Template-DNA) fur die PCR. lhr werden ein passendes Pri-

merpaar, der Fluoreszenz Farbstoff und eine hitzestabile taqg Polymerase hin-
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zugegeben. Die Vervielfaltigung einer der DNA beruht auf mehrfach wiederhol-
ten Zyklen bestehend aus der Denaturierung, der Primeranlagerung (Annea-
ling) und der Verlangerung (Elongation) (Abb 8).

Polymerasekettenreaktion - PCR

Illul /
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o Denaturierung (Schmelzen) bei ca. 96°C
22 Primerhybridisierung (Anlagerung) bei ca. 68°C
o Elongation (Verldngerung) bei ca. 72 °C

Abbildung 8 Ablauf Polymerasekettenreaktion

Die Schmelzkurve folgt der Amplifikation und ist der letzte Programmpunkt der
gPCR. Sie dient als Qualitatskontrolle der Reaktion. Die DNA wird bei hohen
Temperaturen wieder aufgeschmolzen. Bei einer fur das Amplikon spezifischen
Schmelztemperatur zerfallt der Doppelstrang in zwei Einzelstrange und der
Floureszenzfarbstoff (SYBR Green) wird freigesetzt. Die Anderung der Fluores-
zenz wird registriert. Die Schmelzkurvenanalyse gibt Aufschluss daruber, ob
Produkte einer bestimmten Lange gebildet wurden oder ob die Signale durch
Verunreinigungen, zum Beispiel durch Primer-Dimere, verursacht wurden. Fuh-
ren Verunreinigungen zu fehlerhaften Amplikons, erscheint der Peak nicht bei
der flr das Amplikon spezifischen Temperatur, sondern friiher. Auch wenn die
Primer nicht spezifisch genug sind, kbnnen sie mehrere verschiedene Sequen-
zen amplifizieren, somit warden sich mehrere Schmelzkurven fur die Probe zei-

gen.

Housekeeping Gene

Als Referenzgene (,housekeeping genes®) werden Gene bezeichnet, die von
Zellen immer in einer kontinuierlichen Menge exprimiert werden, und so in ihrer

Konzentration gegenuber externen Einflissen konstant bleiben. Die Ergebnisse
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jeder Real-Time PCR kénnen durch Storfaktoren beeinflusst werden. Diese rei-
chen von Verfahrensvariationen, uber unterschiedliche Ausgangsmengen durch
Pipettierfehler und Qualitadten der cDNA, bis hin zu Effizienzunterschieden der
Enzyme. Eine Korrektur dieser Faktoren ist flr eine Quantifizierung notwendig.
Die in dieser Arbeit durchgefuhrte Methode der Normalisierung der Expression
des Target Gens zur Expression eines Referenzgens ist derzeit mit am Besten
akzeptiert. Die Referenzgenkandidaten wurden vorher getestet, ob die Expres-
sion in der Plazenta durch Rauchexposition beeinflusst wurde. Die gebrauchli-
chen Referenzgene Hprt1, Tbp, Yhwaz, und 18S-rRNA wurden in dieser Arbeit

getestet.

Primer

Primer sind Oligonukleotide. Sie dienen als Startpunkt fur DNA-replizierende
Enzyme wie die DNA-Polymerase. Sie stellen mit ihrem 3‘-Ende eine Hydroxy-
gruppe fur das Enzym zur Polymerisation weiterer Nukleotide zur Verfigung.
Bei der In-vitro-Amplifikation von DNA (zB bei der PCR) lasst sich der zu ampli-
fizierende DNA- Abschnitt mit Hilfe eines Primers festlegen. Dies setzt voraus,
dass die Sequenz des Abschnitt bekannt ist, da die Primer durch ihren komple-
mentaren Aufbau zu bestimmten DNA Sequenzen, die zu vermehrende DNA
Sequenz flankieren. Primer sollten in etwa 18-25 Nukleotide lang sein und der
Tm-Wert (Schmelztemperatur) fur die PCR sollte zwischen 55° und 65° liegen.
Um die Amplikation von DNA Kontaminationsprodukten zu vermeiden, sollten
Primer ,Intron-Ubergreifend” und daher spezifisch fir cDNA sein. Sie sollten
wahrend der PCR miteinander keine Dimer (Primerpaare) ausbilden. Die hier
benutzten Primer wurden aus anderen Projekten (Tabelle 9, 10) der Arbeits-

gruppe Ubernommen.
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Tabelle 9: Sequenzen der Zielgene.

Primer Sequenz (5’-3’)

Tbx21 fwd | CTCAGCAACCACCTGTTGTG
Tbx21 rev | ACATCCTGTAATGGCTTGTGG
Gata3 fwd | CTTATCAAGCCCAAGCGAAG
Gata3rev | CATTAGCGTTCCTCCTCCAG
Rorc fwd TGCAAGACTCATCGACAAGG
Rorc rev AGGGGATTCAACATCAGTGC
Foxp3 fwd | TCAAGTACCACAATATGCGACC
Foxp3rev | TAGGCGAACATGCGAGTAAAC
Igf1 fwd CTGAGCTGGTGGATGCTCT
Igf1 rev CTCATCCACAATGCCTGTCT
Igfbp3 fwd | AGAACTTCTCCTCCAGTC
Igfbp3 rev | GACTCAGCACATTGAGGAACT

Tabelle 10: Sequenzen der Referenzgene.

Primer Sequenz (5’-3’)

Hprt fwd CAGGCCAGACTTTGTTGGAT
Hprt rev ACGTGATTCAAATCCCTGAAGT
Tbp fwd AATTGTACCGCAGCTTCAAAAT
Tbp rev ATGATGACTGCAGCAAATCG
Rn18sfwd | GCAATTATTCCCCATGAACG
Rn18srev | AGGGCCTCACTAAACCATCC
Yhwaz fwd | CCCACTCCGGACACAGAA
Yhwazrev | ATCATATCGCTCTGCCTGCT
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Bestéatigung der Effizienz (Eamp>1,90) vorhandener Primer mit Plazenta-
cDNA

Bevor die vorhandenen Primer benutzt wurden, wurde deren Effizienz mit Pla-
zenta-cDNA getestet. Das Erstellen einer Standardkurve ist eine der gangigsten
Methoden zur Effizienzerfassung. Fur eine Standkurve wurde eine Verdun-
nungsreihe (1:5, 1:50, 1:500, 1:5000) der eingesetzten Plazenta cDNA Menge
in Triplikaten analysiert, um so die Amplikationsrate bei unterschiedlichen Kon-
zentrationen zu vergleichen. Die Effizienz E der Reaktion kann dann aus der

Steigung (,slope”) der Standardkurve berechnet werden:
E=10" 1/slope

Die optimale Primereffizienz ist 2,0. Dieser Wert bedeutet, dass in jedem Zyklus
einer PCR eine Verdopplung der DNA stattfindet. Eine schlechte Effizienz indi-

ziert zum Beispiel ein schlechtes Primer Design oder Fehler beim Pipettieren.

Durchfiihrung qPCR

Die qPCR wurde in meinem Projekt mit dem LightCycler480 System (Roche)
durchgeflhrt. Auf 96-well Platten wurde ein Reaktionsansatz (Tabelle 11) pro
.well’ pipettiert. Jede DNA Probe wurde in Triplikaten getestet. Kontrollgruppen
bestanden aus Wasser (No Template Control/NTC) und nicht revers-transkri-

bierten Proben (RT-, gleicher Ansatz Enzym durch Wasser ersetzt).

Tabelle 11: Reaktionsansatz fiir die PCR.

Praparation fiir die ,wells’ mit 2,60ul cDNA template (10 pl pro Well)
2x SYBR Green MasterMix 5,00ul
Forward Primer (10pmol/ul) 0,30pl
Reverse Primer (10pmol/pul) 0,30ul
H20 1,80l
Total fiir 1x 7,40pl
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Die PCR Platten wurden fur 2 Minuten bei 10.000 rpm zentrifugiert, bevor sie in
den LightCycler eingelegt worden sind. Das Programm (Tabelle 12) dauerte im

Durchschnitt etwa 1,5 Stunden.
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Tabelle 12: Ablauf des RT-gPCR Programms.

gPCR Programm LightCycler 480 Roche

Denaturierung & Aktivie- | 1x 95°C 10:00 min

rung

Amplifikation 45x 95°C 00:10 min
60°C 00:15 min
72°C 00:10 min
76°C 00:01 min Zeitpunkt der Mes-

sung

Schmelzpunkt Kurve 1x 95°C 00:05 min
60°C 01:00 min
99°C -

Abkuhlen 1x 40°C 00:10 min

Relative Quantifizierung der Genexpression nach der PCR

Zur Auswertung der gPCR Ergebnisse wurde die Methode der relativen Quanti-
fizierung benutzt. Bei der relativen Quantifizierung wird die Genexpression ei-
nes Zielgens auf ein konstantes Housekeeping/Referenz Gen bezogen. Dies
wird auch Normalisierung genannt[17]. Die Rechnungen wurden mit den Effizi-
enz-korrigierten Ct-Werten aus der PCR im Programm Microsoft Excel durchge-
fuhrt. Die relative Expression der zu untersuchenden Gene in den behandelten

Proben (CS) wurde auf Kontrollprobenmaterial (AIR) bezogen. Die Berechnung

des Expressionsunterschiedes erfolgte iber die AAC; Methode. Dabei wurden
im ersten Schritt die C; Werte der Triplikate pro Probe gemittelt und effizienz-
korrigiert. AnschlieBend wurde firr jede untersuchte Probe der C; Wert des

Housekeeping Gens vom C; Wert des zu untersuchenden Gens subtrahiert:
AC, = CrZielgen — CyReferenzgen

Um zum AAC; Wert (delta-delta C;) zu kommen, wurde von dem AC; Wert der
CS Proben der C Wert der AIR Proben subtrahiert.
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AAC; = AC;Behandlung(CS) — CrKontrolle(AIR)

Der relative Expressionsunterschied der behandelten Probe zur Kontrollprobe

wurde aus folgender Formel berechnet:

RelativeExpression = 2744¢r

3.2.6 Statistische Methoden

Die Daten wurden mit GraphPad Prism (Version 7) und Microsoft Excel 2011
berechnet und statistisch ausgewertet. Die Graphen reprasentieren
MittelwertexSD. Statistische Signifikanz wird angenommen, wenn p<0,05. Da-

ten wurden zum Teil mit Mann-Whitney U Test oder ,unpaired” t-Test analysiert.
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4 Ergebnisse

4.1 Physiologische Konsequenzen des Zigarettenrauchens wahrend
der Schwangerschaft

Die folgenden Parameter und Diagramme zu den physiologischen Konsequen-
zen des aktiven Rauchens wahrend der Schwangerschaft wurden aus den ver-
schiedenen Rauchrunden zusammengetragen und errechnet. Die Daten wurde
von mehreren Mitgliedern der Arbeitsgruppe Krauss-Etschmann am Compre-

hensive Pneumology.

48



Tabelle 13: Schwangerschaftscharakteristika. #MeantSD, *analysiert in nicht-
schwangeren Mausen

AIR CS p-Wert
# 117+ 26 600125 <0.0001
Urin Kotinin [mg/ml] * + 7 15
(n)
# 1.320.2 6.3+0.6 <0.0001
CO-Hb * 17 22
(n)
Schwangerschaftsrate (%) 13.1+8.8 9.616.9 0.3
(n) 32 29
Schwangerschaftsdauer (d) 19.8+0.5 19.840.6 >0.99
12 12
WurfgroRe 6.2+1.8 5.7+1.9 >0.99
(n) 32 29
Resorptionen 0.5+0.6 1.0£0.5 0.1
(n) 77 72
Mutterliches Gewicht bei Sectio (g) | 34.4+2.1 32.812.4 0.1
(n) 15 8

Bei den Schwangerschaftsraten und der Schwangerschaftslange, der Zahl der
lebensfahigen Nachkommen, sowie bei den sichtlichen Fetusresorptionen, zeig-
ten sich zwischen den beiden Gruppen CS und AIR keine signifikanten Unter-
schiede. (Tabelle 13). Daher sind keine indirekten Effekte durch Veranderungen
der Schwangerschaftsparameter bei den Rauch-exponierten Tieren zu erwar-

ten.
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Die Urin-Kotinin-Konzentration wurde am Anfang zur Etablierung des Rauch-
modells bestimmt. Die Konzentration des Kotinins im Urin, ein Abbauprodukt
von Nikotin, und die Konzentration des CO-Hbs im peripheren Blut, wurden
kontrolliert um die Exposition gegenuber Zigarettenrauch im Koérper der Maus
nachzuweisen. Beide Werte zeigten sich in den CS Mausen signifikant
(p<0.0001) erhéht, im Vergleich zu den AIR Mausen (Tabelle 13).
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4.1.1 Gewichtsverlauf der CS Mause und Air Mause
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Abbildung 9 Gewichtsverlauf der schwangeren CS Mause (grau) und der Air
Mause (blau) wahrend der Schwangerschaft

Die Versuchstiere wurden ab Tag 2,5 nach Paarung entweder Zigarettenrauch
(CS, grau) oder gefilterter Luft (AIR, blau) ausgesetzt. Die Gewichtszunahme im
Verlauf der Schwangerschaft zeigte sich bei den CS Mausen gegenuber den Air
Mausen signifikant (p<0,0001, multiple T-Test) vermindert (Abb. 9).
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4.1.2 Geburtsgewichte der Nachkommen

Die Nachkommen der CS und AIR Mause wurden am Tag 18,5 nach der Sectio
gewogen. Die Mutter der CS Mause wurden kontinuierlich im Verlauf der

Schwangerschaft Zigarettenrauch ausgesetzt.
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Abbildung 10 Geburtsgewicht der Nachkommen nach intrauteriner CS (orange)
oder AIR (blau) Exposition nach Geschlechtern getrennt, statistischer Test durch
unpaired t-Test (*p<0,05; **p<0,005; ***p<0,005), Mittelwerte +/- SD.

Die Geburtsgewichte der CS Nachkommen im Vergleich zu den Air Nachkom-
men am Tag 18,5 sind signifikant vermindert (Abb 10). Geschlechtsspezifisch
besteht vor allem ein enormer Unterschied bei den mannlichen Nachkommen
mit einem Signifikanzniveau von p<0,0005 (unpaired t-Test) Auch bei den weib-
lichen rauchexponierten Nachkommen sind die Geburtsgewichte signifikant

(p<0,05, unpaired t-Test) kleiner im Vergleich zu der Kontrollgruppe.
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4.2 Genexpressionsstudien

Fir die Genexpressionstudien wurden 20 Plazenten von Sectios am Tag 18,5
der Schwangerschaft untersucht. Davon waren 11 von CS Miuttern und 9 von
AIR Muttern.

Tabelle 14: Auflistung der Tiere fiir die Genexpressionsstudien.

Name Sectio Datum Exposition Gewebe
Balb/c 23 25.04.13 | SMOKE Plazenta
Balb/c 29 25.04.13 | SMOKE Plazenta
Balb/c 30 25.04.13 | SMOKE Plazenta
Balb/c 31 25.04.13 | SMOKE Plazenta
Balb/c 32 21.03.13 | AIR Plazenta
Balb/c 33 21.03.13 | AIR Plazenta
Balb/c 34 21.03.13  AIR Plazenta
Balb/c 35 21.03.13 | AIR Plazenta
Balb/c 36 21.03.13 | AIR Plazenta
Balb/c 38 21.03.13 | AIR Plazenta
Balb/c 39 21.03.13  AIR Plazenta
Balb/c 42 21.03.13 | AIR Plazenta
Balb/c 43 21.03.13 | AIR Plazenta
Balb/c 45 21.03.13 | SMOKE Plazenta
Balb/c 46 21.03.13 | SMOKE Plazenta
Balb/c 47 21.03.13 | SMOKE Plazenta
Balb/c 49 21.03.13 | SMOKE Plazenta
Balb/c 50 21.03.13 | SMOKE Plazenta
Balb/c 51 21.03.13 | SMOKE Plazenta
Balb/c 52 21.03.13 | SMOKE Plazenta
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4.2.1 Qualitatskontrolle der extrahierten mRNA

Nanodrop

Mit dem Nanodrop 1000 wurden Konzentration und Reinheit der isolierten RNA
uberpraft. RNA Proben mit einem Quotienten auf3erhalb 1,8 bis 2,2 wurden
wiederholt, oder bei mehrmaligen schlechten Ergebnissen nicht mehr weiter
verarbeitet. Diese sind auch nicht mehr in der Tierauflistung gelistet. Die RNA

Proben, mit denen weiter gearbeitet wurde, zeigten sich alle rein (Tabelle 15).
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Tabelle 15: NanoDrop Werte fiir die extrahierten RNAs.

Name Exposition | Gewebe RNA Konz ng/ul | 260/280 | 260/230

RNA32 AIR Plazenta 659,50 2,00 2,11
RNA33 AIR Plazenta 373,00 2,04 2,04
RNA34 AIR Plazenta 534,70 2,05 1,99
RNA35 AIR Plazenta 646,30 2,05 1,80
RNA36 AIR Plazenta 790,00 2,01 1,80
RNA38 AIR Plazenta 432,50 2,05 1,92
RNA39 AIR Plazenta 317,50 2,06 1,90
RNA42 AIR Plazenta 434,40 2,07 1,90
RNA43 AIR Plazenta 617,80 2,00 2,00
RNA23 SMOKE Plazenta 389,50 2,10 1,87
RNA29 SMOKE Plazenta 322,00 2,05 1,84
RNA30 SMOKE Plazenta 286,10 2,08 1,97
RNA31 SMOKE Plazenta 705,90 2,04 2,01
RNA45 SMOKE Plazenta 567,50 2,10 1,89
RNA46 SMOKE Plazenta 526,60 2,08 2,00
RNA47 SMOKE Plazenta 292,40 2,08 1,89
RNA49 SMOKE Plazenta 754,50 2,06 1,91
RNA50 SMOKE Plazenta 838,30 2,09 2,00
RNA51 SMOKE Plazenta 649,00 2,08 1,88
RNA52 SMOKE Plazenta 577,10 2,07 2,01

Gelelektrophorese

Eine weitere Qualitatskontrolle der RNA Proben erfolgte Uber die Betrachtung
der Agarose-Gelelktrophorese. Die Qualitat wurde als gut bewertet, wenn die
28S — und die 18S- Bande deutlich erkennbar waren und etwa in einem Ver-

haltnis von 2:1 vorlagen.
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Abbildung 11 Gelelektrophorese zur Uberpriifung der RNA Qualitit von RNA
32-52 (Tabelle 15).

Alle benutzten RNA Proben zeigten in der Gelelektrophorese eine gute Qualitat

(Abb.11) und keine Degradierungen.

4.2.2 Primereffizienzen

Die Primereffizienzen wurden wie im Methodenteil beschrieben ermittelt. Sie
sind in der Tabelle 16 aufgezeigt. Alle verwendeten Primer fur die Zielgene bis
auf Foxp3 zeigten eine Effizienz zwischen 1,9 und 2,1. Fir Foxp3 wurden ver-
schiedene Primer getestet, jedoch zeigte keiner eine akzeptable Effizienz.
Deswegen konnte die weitere Genexpressionstudie mit Foxp3 nicht durchge-

fihrt werden.

Der Primer des Housekeeping Gens Hprt zeigte die beste Qualitat beztglich
Effizienz und Schmelzkurve, weswegen es als Normalisator in der Auswertung
benutzt wurde. Seine Expression wurde nicht von der Rauchexposition beein-

flusst.
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Tabelle 16: Primer-Effizienzen.

Primer Effizienz

Tbx21 1,965
Gata3 2,086
Rorc 1,967
Hprt 2,085
Igfl 2,013
Igfbp3 2,027

4.2.3 mRNA Expression der Transkriptionsfaktoren

Der Fokus der Genexpressionsstudien lag auf der Plazenta, da das Plazenta-
gewebe die immunologische Barriere zwischen Mutter und Nachkommen bildet.
Die Genexpression wurde durch die gPCR untersucht. Die Normalisierung des

PCR Experimentes wurde mit den CT Werten des Haushaltsgens Hprt als Nor-

malisator durchgefuihrt. Alle Werte sind effizienzkorrigiert.

57




Thx21

Tbhx21
2 8-
8 *
o 'o.o
2 -10-
o -yt o
'.:, _11_ _.II.'_
(]
4 N .
£ 121 .
[« R
(&)
< 13 T T
W ol
O
=)

Abbildung 12 Tbx21 mRNA Expression in der Plazenta; p<0.05; unpaired t-Test;
Mittelwerte (+/-SD).

Die Tbx21 Expression in der Plazenta von Smoke Mausen ist signifikant
(p=0.01) erhoht im Vergleich zu den Kontrolimausen. Tbx21 ist auf mRNA-
Ebene in Plazenten von Mausen mit Rauchexposition 1.84 starker exprimiert

als in Plazenten von Kontrolltieren (p=0.01).
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Abbildung 13 Gata3 mRNA Expression in der Plazenta; unpaired t-Test; Mittel-
werte (+/-SD)

Die Gata3 Expression in der Plazenta von Smoke Mausen ist nicht signifikant
(p=0.08) verandert im Vergleich zu den Kontrolimausen. Die FC betragt im 1.36.
Es zeigt sich jedoch ein Trend zu einer erhdhten Expression von Gata3 bei ni-

kotinexponierten Mausen.
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Abbildung 14 Rorc mRNA Expression in der Plazenta; unpaired t-Test; Mittelwer-
te (+/-SD).

Die Rorc Expression in der Plazenta von Smoke Mausen ist nicht signifikant

(p=0,31) verandert im Vergleich zu den Kontrollmausen. Die FC betragt 1,31.
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Abbildung 15 Igf1 mRNA Expression in der Plazenta; unpaired t-Test; Mittelwerte
(+/-SD).

Die Igf1 Expression in der Plazenta von Smoke Mausen ist nicht signifikant

(p=0,64) verandert im Vergleich zu den Kontrolimausen. Die FC betragt im 1,12.
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Abbildung 16 Igfbp3 mRNA Expression in der Plazenta; unpaired t-Test; Mittel-
werte (+/-SD).

Die Igfbp3 Expression in der Plazenta von Smoke Mausen ist nicht signifikant

(p=0,56) erhoht im Vergleich zu den Kontrollmausen. Die FC betragt im 1.14.
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5 Diskussion

5.1 Zusammenfassung der Hauptergebnisse

In dieser Studie wurde ein von unserer Arbeitsgruppe etabliertes Mausmodell
benutzt, um pranatale Rauchexposition durch aktives Rauchen der Mutter zu
simulieren. Es wurden physiologische, und mdgliche Veranderungen auf Gen-
expressionsebene untersucht. Die Nachkommen von CS Mausen zeigten ein
retardiertes intrauterines Wachstum, was durch das niedrigere Geburtsgewicht
gegenuber den AIR Nachkommen gekennzeichnet war. Auch bei den CS Mut-
tern wurde wahrend der Schwangerschaft eine verminderte Gewichtszunahme
und Endgewicht am Tag der Sectio festgestellt. Ansonsten wurden keine signifi-
kanten Veranderungen bei der Lange der Schwangerschaft, bei der Zahl der

Nachkommen, sowie Zahl der sichtlichen Fetusresorptionen gefunden.

Die Genexpressionsuntersuchungen wurden an der Plazenta durchgefluhrt, als
Schnittstelle zwischen Mutter und Kind. Die Expression des Transkriptionsfak-
tors Tbx21, der bei der Th1-Differenzierung eine Rolle spielt, zeigte sich signifi-
kant erhdht bei CS Mausen. Bei den anderen Transkriptionsfaktoren der T-Zell-
Differenzierung Gata3 und Rorc konnten keine signifikanten Veranderungen
gemessen werden. Foxp3 musste aufgrund von Primerproblemen aus der Stu-
die ausgeschlossen werden. Auch bei Igf1 und Igfbp3 zeigten sich keine signifi-
kanten Unterschiede in der Expression in der Plazenta zwischen CS und AIR

Mausen.

5.2 Starken, Schwachen und Limitationen

Ein Ziel der Studie war es Konsequenzen gezielt nur von pranatalem Rauchen
in der Schwangerschaft zu erforschen und nicht andere Faktoren einer beein-
trachtigten Schwangerschaft. Deswegen wurde das Modell so gewahlt, dass
bestimmte Parameter einer erfolgreichen Schwangerschaft in der Mutter unver-
andert belassen. Bei Frauen im reproduktiven Alter wird Rauchen mit reduzier-
ter Fertilitat und erhdhten Raten von Fehlgeburten in Verbindung gebracht[73].
Um diese Komplikationen zu umgehen, wurden die CS Mause erst nach einer
Ruhephase nach der Paarung am Tag 2,5 das erste Mal der Rauchexposition

ausgesetzt.
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Die Urin-Kotinin-Konzentration und das CO-Hb wurden bei der anfanglichen
Etablierung des Rauchmodells gemessen, um die Rauchexposition im Korper
der Maus nachzuweisen. Die Urin-Kotinin-Level zeigten sich dabei signifikant im
Vergleich zu den Kontrollmausen erhoht. Dementsprechend reflektiert unser
Protokoll moderates Rauchen im Vergleich mit Daten von schwangeren
Frauen[74]. Die CO-Hb-Konzentrationen fir CS Mause nach der Rauchexposi-
tion waren vergleichbar mit der CO-Hb-Anteil von ca. 6,1%, die in Menschen
detektiert wurden, die zwischen 11 und 20 Zigaretten pro Tag rauchen. Dies
indiziert, dass unser murines Rauchmodell mit einem mittleren CO-Hb von 6,3%

eine vergleichbare Exposition mit Zigarettenrauch simuliert, wie in Menschen.

In unserem Rauchmodell wird eine Rauchmaschine (s.o.) benutzt, in der die Zi-
garette ohne Filter geraucht wird. Ein Grol3teil der Raucher jedoch, raucht mitt-
lerweile Filterzigaretten. Der Betrag von Teer, Nikotin und anderen Giftstoffen,

die sonst zum Teil im Filter hangenbleiben, wurden nicht beachtet.

Frihere Studien wie von Pincus-Knackstedt (2006) haben gezeigt, das pranatal
gestresste Mause eine hoheres Risiko gegenuber Entzindungen von Atemwe-
gen im Erwachsenenleben haben[75]. Die tagliche Handhabung der Mause, un-
ter anderem mit der Umbettung in andere Kafige, dem Wiegen und den lauten
Gerauschen, konnte daher als stressbringende Storvariable gesehen werden.
Um jedoch den Effekt zu minimieren, wurde die Kontrollgruppe AIR mitgefluhrt,
die bis auf die Rauchexposition, unter den gleichen taglichen Bedingungen ge-

halten wurden.

Eine weitere Limitation ist die niedrige Anzahl an Versuchstieren in den Genex-
pressionsanalysen (CS=11, AIR=9). Der Groliteil der schwangeren Versuchstie-
re wurde normal entbunden, um mit den Nachkommen weitere Studien durch-

zufuhren.

5.3 Vergleich mit anderen Studien

In dieser Studie wurde mutterliches Rauchen in der Schwangerschaft im Zu-
sammenhang mit der Genexpression in der Plazenta der Maus untersucht. Fru-
here Studien aus unserer Arbeitsgruppe haben sich in diesem Kontext unter
anderem mit der Genexpression in der Lunge und der Milz beschéftigt. Die Pla-

zenta wurde fUr diese Arbeit ausgesucht, weil sie die Verbindung zwischen Mut-
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ter und Kind darstellt. Als immunologisch aktive Schnittstelle hat die Plazenta
ein hohes Potenzial das fetale Immunsystem zu beeinflussen. Prins JR, Hyl-
kema MN, Erwich JJHM et al analysierten einerseits humanes Deziduagewebe
und peripheres Blut von rauchenden und nicht-rauchenden Muttern mit RT-
gPCR und Durchflusszytometrie sowie murines Dezidua- und Plazentagewebe
aus einem ahnlichen Rauchmodell[76]. Neben der RT-qPCR, wurden hier je-
doch auch noch die Durchflusszytometrie und immunhistochemische Methoden
benutzt. Luppi et al. haben den Effekt von Zigarettenrauch auf das Immunsys-
tem untersucht, indem sie zirkulierende maternale Leukozyten mittels Durch-
flusszytometrie aus peripherem Blut analysierten[77]. Die Studie kommt zu dem
Schluss, dass Rauchen in der Schwangerschaft sichtbar im Blut der Mutter ver-
schiedene Immunparameter stoért und das Gleichgewicht dieser verandert, was
z.B. wiederum zum Abort fuhren kann. Wie oben beschrieben, gibt es einige
Studien, die weiterfuhrende labortechnische Methoden neben der PCR und
mehrere Materialien untersucht haben. In dieser Arbeit wurde nur murines Pla-

zenta-, jedoch kein Dezidua- oder menschliches Gewebe analysiert.

Die Genexpression von Foxp3 konnte in der Plazenta in dieser Studie nicht un-
tersucht werden, da die Primer nicht die notige Effizienz und Schmelzkurve far
die PCR hatten. Foxp3 und Treg-Zellen sind bedeutend in der Suppression von
Immunantworten zwischen Mutter und Fetus, die weitreichende Konsequenzen
haben konnen. Im Jahr 2011 Prescoft et al. eine Studie veroffentlichen, die
Foxp3 Expression in humaner Plazenta in der real-time PCR nachweisen konn-
ten[78]. Dort konnte Foxp3 auch auf Proteinebene durch immunhistochemische

Farbung in der Plazenta dargestellt werden[78].

Ahnlich wie in vielen anderen Studien zu pranataler Rauchexposition konnte
unser Mausmodell eine intrauterine und postnatale Wachstumsretardierung

zeigen[79].

5.4 Rauchen beeinflusst das miutterliche Immunsystem in der

Schwangerschaft

Das mutterliche Immunsystem hat eine Schlusselrolle fur den Erfolg der

Schwangerschaft. Es adaptiert sich lokal an der Implantationsseite und syste-

misch in der peripheren Zirkulation. Rauchen flhrt zu diversen negativen Kon-

sequenzen, wodurch auch die Plazentaentwicklung beeintrachtigt sein kann. In
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dieser Arbeit zeigte sich die Expression des Transkriptionsfaktors Tbx21 in der
Plazenta von CS Mausen erhoht. Dies weist daraufhin, dass Rauchen in der
Schwangerschaft das Immunsystem lokal beeinflussen kann. Eine Anderung
der Balance und Korrelation zwischen Th1-, Th2-, Th17- und Treg-Zellen in der
Schwangerschaft kann zu Aborten, Pra-Eklampsie und weiteren Pathologien

fihren.

In Aborten wurde eine pradominante Th1-Immunitat beobachtet, aber auch eine
pradominante Th2-Immunitat wurde schon mit Aborten in Verbindung gebracht
[41]. Die Tbx21 Erhéhung, die durch das Rauchen in der Schwangerschaft her-
vorgerufen wurde, kdnnte zu einer vermehrten lokalen Produktion von Th1-Zel-
len und deren spezifischen pro-inflammatorischen Zytokinen fuhren. Jedoch
konnte in dieser Arbeit keine erhdhte Rate von Resorptionen bei den CS Mau-
sen, im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet werden. Prins et al. wiederum
konnten erhdhte Resorptionsraten bei CS Mausen nachweisen[76]. Es wird zu
dem vermutet, dass ein inverses Verhaltnis von Th17-Zellen und Treg-Zellen
eine bedeutende Rolle bei Aborten spielt. Wang et al und Nakashima et al. ha-
ben von einer erhdhten Pravalenz von Th17-Zellen in Dezidua-Gewebe und ge-
steigerten Expression des Th17-Transkriptionsfaktors Rorc bei Aborten berich-
tet[80] [81]. Prins et all konnten 2012 keine signifikanten Unterschiede in der
Genexpression von Tbx21, Gata3, Foxp3 und Rorc in der murinen Plazenta
nachweisen. Jedoch wurde im Deziduagewebe von schwangeren CS Mausen
eine erhdohte Rorc- und IL10- Expression (Th17-Antwort) und niedrigere
Foxp3+/CD3+ (Treg) detektiert, sowie verminderte Prozentsatze von Treg-Zel-
len im peripheren Blut rauchender schwangerer Frauen[76]. Den Treg-Zellen
wird eine enorme Rolle in dem Erhalt der Schwangerschaft zugewiesen. In ei-
ner Studie von Santner Nanan et al. wurde in gesunden Schwangerschaften
ein erhohter Quotient aus Foxp3 und Th-17 Zellen aufgezeigt[82]. Eine veran-
derte Verteilung der T-Zellen, durch verminderte Treg-Zellen, erhohte Th1- und
Th17-Zellen durch Rauchen in der Schwangerschaft, und ein daraus entste-
hendes Ungleichgewicht von pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen, konnte
einen Teil der Mechanismen sein, die zu negativen Schwangerschaftsergebnis-

sen wie Aborten fuhren.
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5.5 Entwicklung von Asthma und Allergien

Eine steigende Anzahl an Studien hat in den letzten Jahren gezeigt, dass die
Anfalligkeit fir bestimmte Erkrankungen intrauterin oder in der frihen Kindheit
festgelegt wird[83]. Allergische Erkrankungen wie Asthma koénnen ihren Ur-
sprung schon in dieser Zeit haben[84]. Verschiedene bevolkerungsbasierte
Studien haben Umweltverschmutzung und Rauchen wahrend der Schwanger-
schaft, mit retardiertem fetalem Wachstum, niedrigem Geburtsgewicht[85],
Asthma, reduzierter Lungenfunktion und Allergien in Verbindung gebracht[86,
87]. Das mutterliche Rauchen in der Schwangerschaft ist als Risikofaktor fur die
schadigende Entwicklung der Lungenfunktion in der Kindheit bestens belegt
[88, 89]. Der allergische Phanotyp von Asthma ist durch eine erhéhte Anzahl
von Th2-Zytokinen wie IL-4, IL-5, und IL-13, sowie ein erniedrigtes Level an
Th1-Zytokinen wie IFNy charakterisiert. Zudem nimmt die gestorte Funktion von
Treg-Zellen, und Th17-Zellen eine wichtige Rolle ein. Finotto et al. zeigten mit
Hilfe von Immunhistocheie, dass die Expression von Tbx21 in Lungen von
Asthma-Erkrankten signifikant reduziert ist als im Vergleich zu nicht-Asthmati-
kern[90]. AuRerdem konnten sie in einem Mausmodell bei Tbx21 Knockout
Mausen verschiedene Asthma-typische Symptome wie bronchiale Hyperreagibi-
litat, Th2-Zytokininduktion, und pulmonale Umbauprozesse nachweisen[90]. In
der Plazenta von CS Mausen zeigten sich in dieser Arbeit widerspruchliche Er-
gebnisse mit einer Erhdhung der Tbx21 Expression, welche in Richtung einer
erhohten Th1-Antwort schlieBen lasst. Singh et al. haben im Mausmodell mit
pranataler Passivrauchexposition eine erhdhte Expression von Gata3 und Th2-
Zytokinen so wie eine supprimierte Th1-Antwort in Lungengewebe von Nach-
kommen gezeigt[91]. Bis auf die Studie von Prins et al, die auch keine signifi-
kanten Unterschiede in der Genexpression von Tbx21, Rorc, Gata3 und Foxp3
nachweisen konnten, gibt es keine Studien, die den Effekt von mutterlichem

Rauchen in der Plazenta mit diesen Genen untersucht haben.

Allergische Erkrankungen entwickeln sich schon sehr friih im Leben. Studien
haben gezeigt, dass Treg-Zellen eine essentielle Rolle in der Immunregulation
von atopischen Krankheiten spielen und in der Entstehung von Asthma beteiligt
sind[92, 93]. In dieser Arbeit konnten keine Daten zur Veranderung der Foxp3-
Expression durch pranatale Rauchexposition ermittelt werden. Interessanter-

weise konnten Hinz et al eine reduzierte Anzahl an Treg-Zellen in Nabelschnur-
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blut von Neugeborenen nachweisen, welche pranatal mutterlichem Rauchen
ausgesetzt waren im Vergleich zu nicht-rauchexponierten Kindern[94]. In der
Studie wurde dariber hinaus eine Assoziation zwischen einer niedrigen Anzahl
an Treg-Zellen in Nabelschnurblut mit dem erhdhten Vorkommen von atopi-
scher Dermatitis und allergischen Nahrungsmittelunvertraglichkeiten im ersten
Lebensjahr demonstriert[94]. Hamzaoui et al haben in ihren Daten auch eine
erniedrigte Anzahl von Treg-Zellen im peripheren Blut sowie eine reduzierte
Foxp3 Expression in asthmatischen Kindern zeigen konnen[95]. Auch Provoost
et al haben Uber einen Mangel in der Foxp3-Expression in T-Zellen asthmati-
scher Patienten berichtet[96]. Treg-Zellen, vor allem die Anzahl der Treg-Zellen
bei Geburt, scheinen daher eine potenzielle Relevanz in der Entstehung von
allergischen Erkrankungen in der Kindheit zu haben. Die Mechanismen wie
Rauchen und auldere Einflisse wie mutterliche Atopie die fetale Foxp3-Expres-
sion und Treg-Zell-Entwicklung beeintrachtigen, mussen noch mehr erforscht

werden.

Trotz einer Reihe von Mausmodellen zur Rauchexposition in der Schwanger-
schaft, gibt es nur wenige Arbeiten zu den zu Grunde liegenden Mechanismen.
Blacquiere et al, zeigten in einem Mausmodell, dass pranatale Rauchexposition
durch matterliches Rauchen auch die Expression von Genen des Wnt/B-Caten-
in-Signalwegs verandert[97]. Der Wnt/B-Catenin-Signalweg ist bedeutend fur
die Entwicklung der Lunge, und wurde in einer Studie von Sharma et al mit zwei
Kohorten bestehend aus asthmatischen Kindern, mit einer eingeschrankten
Lungenfunktion in Verbindung gebracht[98]. Um die Lungenentwicklung zu
schutzen, miussen zunachst die der Lungenfehlentwicklung zu Grunde liegen-
den Mechanismen erforscht und verstanden werden. Die Genuntersuchung in
der Plazenta konnte dazu keine neuen Daten hervorbringen. Jedoch gibt es
neue Untersuchungen zu den RUNX (runt-related proteins) Transkriptionsfakto-
ren, die unter anderem bei der Entwicklung des Immunsystems beteiligt sind.
So haben Haley et al in Untersuchungen mehrere Varianten des RUNX1-Gens
mit Atemwegshyperreagibilitat bei Kindern assoziiert. Die RUNX1- Expression
in der Lunge war im Mausmodell mit pranataler Rauchexposition in postnatalen
Stadien signifikant reduziert[99]. Auch in humanem Lungengewebe intrauterin
rauchexponierter Sauglinge zeigte sich kurz nach der Geburt eine veranderte

RUNX1-Expression[99]. Die gestdrte Expression dieses Gens, etwa durch Rau-
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chen in der Schwangerschaft, konnte ein Risikofaktor fur die Entwicklung von

Asthma sein.

Man geht derzeit davon aus, dass die Interaktion von Umwelteinflissen, geneti-
scher Veranlagung sowie epigenetischer Faktoren ursachlich fur die Steigerung
der Asthma-Pravalenz in den letzten Jahrzehnten ist. Es wird postuliert, dass
das Erkrankungsrisiko Uber Generationen hinweg weitergegeben wird, auch
wenn der ursprunglich auslésende Umweltfaktor nicht mehr vorhanden ist. So
wird vermutet, dass Rauchen der GroRmutter in der Schwangerschaft ausreicht,
um eine Asthmaerkrankung des Enkelkindes zu begunstigen[57]. Epigenetische
Veranderungen an der DNA sind sehr anfallig gegenuber exogenen und endo-
genen Faktoren, und finden Uberwiegend in der pranatalen Periode statt. Run-
yon et al konnten in einer Zwillingstudie mit asthmatischen Kindern verschiede-
ne Methylierungsgrade von Foxp3 und IFNy Promotor-Regionen in peripheren
T-Zellen demonstrieren. Ein hdherer Methylierungsgrad beider Gene war mit
reduzierter mMRNA Expression assoziiert. Interessanterweise waren Foxp3-Level
in den asthmatischen Zwillingen am niedrigsten, die auch gegenuber Zigaret-
tenrauch exponiert waren[100]. Wie zuvor beschrieben gibt es einige intergene-
rationelle Tiermodelle Uber pranatale Rauchexposition, und Asthmarisiko [97,
101], jedoch gibt es einen Mangel an Studien, die die zu Grunde liegenden epi-
genetischen Mechanismen untersuchen. Bis Dato gibt es auch nur ein Modell
von Rehan et al, das die transgenerationelle Ubertragung des Asthmarisikos,
d.h. Uber mehrere Generationen, untersucht hat[58]. Es konnte die Weitergabe
von asthma-ahnlichen Veranderungen der Lungenfunktion und epigenetische
Veranderungen in Lunge und Hoden von der F1 auf F2 Generation demonstriert
werden, obwohl diese zu keiner Zeit nikotinexponiert war. Die F1 Generation
stammte von der FO Generation ab, die in der Schwangerschaft nikotinexponiert
war[58]. Zusatzlich gibt es leider neben den epidemiologischen Studien Uber
intergenerationelle Risikovererbung, keine epidemiologischen Studien, die
Transgenerationenvererbung von Krankheitsrisiko bezlglich Asthma und Lun-

generkrankungen betrifft[37].

In Bezug auf epigenetische Veranderungen, kénnte der Einfluss von pranataler
Nikotinexposition auf plazentare Methylierungsmuster mit der Veranderung der
fetalen Programmierung und erhdhtem Krankheitsrisiko assoziiert sein. Epige-

netische Alterationen wie Methylierung von CpG Inseln, kénnen die Genexpres-
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sion in der Plazenta verandern und so nicht nur negativ Einfluss auf die Funkti-
on der Plazenta, sondern auch die Gesundheit des sich entwickelten Kindes
nehmen. Laut Epigenom-weiten Assoziationsstudien von Maccani et al und Su-
ter et al wurden in der Plazenta mehrere Gene entdeckt, die durch Rauchen in
der Schwangerschaft epigenetisch verandert worden sind[102, 103]. Eines die-
ser Gene war RUNXS3, welches wie auch oben beschrieben, mit Asthma und
bronchialer Hyperreagibilitat assoziiert wird[103]. Dies zeigt, dass pranatale
Rauchexposition unter anderem auch die Genexpression in der Plazenta beein-
flussen kann, und epigenetische Mechanismen zu den negativen Gesundheits-

folgen bezogen auf Rauchen in der Schwangerschaft fihren konnten.

5.6 IGF

Pranatale Rauchexposition hat negative Auswirkungen auf das Geburtsgewicht
und die Gewichtsentwicklung von Neugeborenen. Igf1 ist ein wichtiger Regula-
tor fur somatisches Wachstum und Zelldifferenzierung[104], sowie fur die Lun-
genentwicklung. Die Bedeutung des Igf-Systems flir die Lungenentwicklung
wurde in der Studie von Liu et al demonstriert, in der Mause ohne Igf1, Proble-
me in der Lungenentwicklung und reduziertes Wachstum zeigten[64]. In unserer
Studie zeigten sich die Geburtsgewichte von mannlichen und weiblichen CS
Nachkommen signifikant vermindert im Vergleich zu der Kontrollgruppe. Meyer
et al haben Gewichte der Nachkommen am Tag 30 verglichen als Parameter fur
eine abnormale Entwicklung nach Rauchexposition in der Schwangerschaft,
und konnten auch eine 10% Gewichtsverminderung im Vergleich zu nicht-ex-
ponierten Kontrollmausen zeigen. Jedoch konnte kein geschlechtsspezifischer
Unterschied bei den Gewichten gesehen werden[105]. Auch Larcombe et al
haben ahnliche Ergebnisse demonstriert[79]. Des Weiteren wurde pranatales
Rauchen auch schon friher mit intrauteriner Wachstumsretardierung (IUGR) in
Menschen verlinkt, was wiederum mit einem erhohten Risiko verbunden ist,
eine Asthmaerkrankung zu entwickeln[70]. Genauso wie die pranatale Beein-
flussung der Lungenentwicklung durch Rauchen in der Schwangerschaft mit
der Entwicklung einer COPD im spateren Leben in Verbindung gebracht
wird[106]. In einer Studie von Pringle et al war die Igf1-Konzentration in Nabel-
schnurplasma von Babys, deren Mutter in der Schwangerschaft geraucht hat-
ten, signifikant vermindert und kdnnte zur fetalen IUGR beigetragen haben[69].

Daher kénnte man vermuten, dass Rauchen in der Schwangerschaft einen
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schwachenden Effekt auf die Wachstumsentwicklung des Feten bzw. des
Nachkommens hat, durch eine reduzierte Igf1- Konzentration, was jedoch auf

MRNA Ebene in dieser Studie nicht belegt werden konnte.

Zusammenfassend konnte die Studie den Einfluss von pranataler Rauchexposi-
tion auf klinische Parameter wie Geburtsgewicht und mutterliche Gewichtsent-
wicklung, sowie auf die Genexpression der Plazenta zeigen. Die Ergebnisse
deuten darauf hin, dass Rauchen in der Schwangerschaft die immunologischen
Vorgange bereits in der Plazenta beeintrachtigt und die Entwicklung der Nach-
kommen schadigt. Weitere Untersuchungen auf Proteinebene sind notwendig,

um diese Resultate zu bestatigen.
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