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Zusammenfassung

Fur den Geburtsmediziner stellt die antenatale Lungenreifeinduktion mit Betamethason
(BET), einem exogen applizierten Glukokortikoid (GC), bei drohender Friihgeburtlichkeit
die wichtigste Therapieoption zur Reduzierung der perinatalen Morbiditat und Mortalitat
dar. Gleichzeitig konnte in zahlreichen Studien ein Zusammenhang zwischen einer
UbermaRigen fetalen GC Exposition und langfristigen Effekten auf das ungeborene Kind
und dessen Gesundheit im weiteren Lebensverlauf aufgezeigt werden. Die
molekularbiologischen Zusammenhange fiir diese friihe Pragung sind nicht abschlielend
geklart. Es ist jedoch davon auszugehen, dass die Plazenta eine zentrale Rolle bei der
materno-fetalen Transmission dieser Effekte einnimmt. Als mogliche Erklarungsansatze
werden sowohl epigenetische Veradnderungen glukokortikoid-responsiver Gene und
somit zentraler Proteinstrukturen im Plazentagewebe, als auch Modifikationen der
Telomerlange (TL), einem Marker fur Zellalterung, diskutiert. Die vorliegende Arbeit
untersucht daher den Einfluss der fetalen GC Exposition am klinischen Beispiel der
antenatalen Steroidtherapie (ANS) auf die Methylierungsstruktur der glukokortikoid-
responsiven Gene NR3C1, 11BHSD2 und FKBP5 sowie der TL unter Beriicksichtigung
von Moderationseffekten durch das kindliche Geschlecht in humanem Plazentagewebe.
Insgesamt wurden 139 Plazentaproben von Neugeborenen untersucht, wobei 54 Kinder
die ANS (BET Gruppe) erhalten haben. Dem gegeniber steht eine
gestationsalterkontrollierte Vergleichsgruppe ohne BET Exposition (Kontrollgruppe, n =
85). Postpartal erfolgte die DNA Isolierung aus plazentaren Gewebeproben. Diese
wurden bezlglich des Methylierungsstatus und der TL analysiert.

Fir die Gene NR3C1l und 11BHSD2 lieRen sich keine Veréanderungen im
Methylierungsstatus nach ANS nachweisen. Im FKBP5 Gen konnte unabhangig vom
Geschlecht nach BET Exposition eine Hypomethylierung im Lokus ¢g22363520
beschrieben werden. Fir die TL waren keine Veranderungen nach ANS nachweisbar.
Diese Arbeit ist die erste Studie, welche am klinischen Beispiel der ANS Veranderungen
im Methylierungsprofil glukokortikoid-responsiver Gene in der Plazenta aufzeigt. Die
Effekte sollten in weiteren prospektiven Studien repliziert und vertiefend analysiert
werden. Hierbei darf nicht auRer Acht gelassen werden, dass bereits geringfligige
Veranderungen in der Methylierungsstruktur einzelner stress-responsiver Gene bei

entsprechender Umweltexposition die Vulnerabilitat flr stressassoziierte Erkrankungen



erh6hen kénnen. Die Befunde dieser Arbeit bestarken daher die Wichtigkeit der aktuellen

klinischen Empfehlungen, von einer repetitiven Gabe der ANS abzusehen.



Abstract

For Obstetricians, antenatal steroid therapy (ANS) with betamethasone (BET), an
exogenous glucocorticoid (GC), is the most important treatment option before anticipated
preterm birth to induce lung maturation and reduce fetal morbidity and mortality. Many
studies show that an excessive fetal GC exposition may have negative long-lasting
effects on the unborn child and its health over the life course. However, the underlying
biomolecular mechanisms for this early programming effect have not yet been sufficiently
investigated. The placenta plays a crucial role in transmitting these effects from mother
to her unborn child. The role of epigenetic modifications of GC-responsive genes and
thereby modulation of key proteins in placenta tissue, as well as alterations of telomere
length (TL), a marker of cellular aging, have been discussed in this context. The aim of
the present study was to analyze the association between exogenous GC exposure —
antenatal steroid therapy for lung maturation — and methylation pattern of the GC-
responsive genes NR3C1, 11BHSD2 and FKBP5 as well as telomere length in the
placenta. The potential moderating role of child sex was considered. A total of 139
placental samples were included, among them those of 54 children that were exposed to
prenatal BET treatment in order to induct fetal lung maturation, and 85 gestational-age
matched newborns without prenatal BET administration that compromised the control
group. DNA was isolated from each placental sample postpartum, and methylation
patterns and telomere length were analyzed following standard protocols. Our results
show that BET treatment does not modify methylation patterns of the NR3C1 and
11BHSD2 genes. However, BET exposure was significantly associated with
hypomethylation at locus ¢g22363520 in the FKBP5 gene, and this effect was not
moderated by child sex. There was no effect of BET treatment on TL.

To our knowledge, this study is the first to examine ANS effects on the methylation
patterns of glucocorticoid-responsive genes in human placental samples. Further studies
are needed to replicate our initial findings. In the face of certain environmental exposures,
subtle alterations in the methylation structure of single GC-responsive genes could
potentially lead to a higher vulnerability for stress-related disorders later in life. Therefore,
our study highlights the importance of the current clinical guidelines to avoid repetitive

courses of antenatal steroid treatment.



1. Einleitung

1.1. Intrauterine Programmierung

Mit Beginn der Schwangerschaft wirken multiple hormonelle und zellulare
Signalkaskaden im Korper der Frau, die eine zeitgerechte Entwicklung des Kindes in den
folgenden 40 Schwangerschaftswochen erméglichen. Eine optimale Abstimmung dieser
hochorganisierten Entwicklungsprozesse ist die Voraussetzung fur die Gesundheit der
Mutter und die optimale Entwicklung des Kindes im Mutterleib. Parallel dazu nehmen
externe Faktoren Einfluss auf die fetale Entwicklung. Entsprechend dem Konzept der
perinatalen Programmierung konnen bestimmte Umweltfaktoren wahrend sensibler
Entwicklungszeitfenster den Umbau zellularer Strukturen und Organsysteme bewirken.
Grundlage dieses Konzeptes ist das Modell der Plastizitat. Da die Plastizitat der
kindlichen Gewebe- und Zellsysteme insbesondere wahrend der Entwicklung in utero und
friher Kindheit sehr hoch ist, wird angenommen, dass sowohl positive, als auch aversive
Bedingungen (z.B. Stress-  oder  Gewalterfahrungen)  wahrend  dieser
Entwicklungsphasen besonders ausgepragte und langandauernde Effekte auf die

Gesundheit des Kindes haben kénnen (1, 2).

Den Begriff der intrauterinen Pragung hat erstmals der Endokrinologe und
Wissenschaftler Gunter DoOrner in den 1970er Jahren im Rahmen seines
Forschungsansatzes der funktionellen Teratologie benutzt. Er schlussfolgerte, dass
endogene Substanzen wie Zytokine, Hormone oder Neurotransmitter wahrend der
intrauterinen Entwicklung Einfluss auf die Programmierung von Krankheiten im weiteren
Lebensverlauf nehmen kénnen und somit teratogen wirken (3, 4). Im Jahr 1992
etablierten die Forscher David Barker und Charles N. Hales die developmental origins of
adult disease Hypothese. Sie beobachteten, dass ein niedriges Geburtsgewicht mit
einem vermehrten Auftreten von kardiovaskularen sowie metabolischen Erkrankungen in
spateren Lebensabschnitten korrelierte (5-7). Um die Jahrtausendwende postulierten
Peter Gluckman und Mark Hanson die Match-Mismatch-Hypothese, nach welcher
Umweltfaktoren in sogenannten kritischen Zeitfenstern wahrend der pranatalen Phase
Einfluss auf die Genexpression und somit auf den Phanotyp des Neugeborenen nehmen.
Dadurch kann schon friihzeitig die Grundlage fur ein erhéhtes Krankheitsrisiko zu einem
spateren Zeitpunkt im Leben gelegt werden (1). Viele der Faktoren, die im Rahmen der

intrauterinen Programmierung als einflussnehmend identifiziert worden sind, wie z.B.



Stress oder Mangelerndhrung, aktivieren die  Hypothalamus—Hypophysen—
Nebennierenrinden-Achse (HHNA). Infolgedessen kommt es zu einer gesteigerten
Kortisolsekretion durch die Nebennierenrinde und der endogene Glukokortikoidspiegel

steigt.

1.2. Der Einfluss der Glukokortikoide auf die pranatale Programmierung

Glukokortikoide (GC) gehéren zur Klasse der Steroidhormone, die auf fast alle Zellen und
Organsysteme im menschlichen Koérper Einfluss nehmen kénnen. Sie aktivieren katabole
Stoffwechselvorgange und weisen eine antiinflammatorische sowie immunsuppressive

Wirkung auf.

1.2.1. Die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse

Die Wahrnehmung und Bewertung von Stresssignalen findet im sensorischen Thalamus
statt. Es folgt die Innervation des limbischen Systems sowie die Aktivierung von
Neuronen im Nucleus paraventricularis, einem Kerngebiet im Hypothalamus. Diese
setzen das Corticotropin-Releasing-Hormon (CRH) frei. CRH stimuliert die Produktion
und Sekretion des Adrenocorticotropen Hormons (ACTH) aus der Adenohypophyse.
ACTH bindet an die Melanocortin-2-Rezeptoren, die in der Zona fasciculata der
Nebennierenrinde lokalisiert sind, und induziert die Synthese sowie Sekretion von
Kortisol. Die endogenen GC haben Uber die Bindung an GC Rezeptoren (GR) vielfaltige
Effekte zur Regulation und Koordination der Stressantwort des Organismus (8). Uber
eine negative Feedbackschleife fiihren steigende Kortisolspiegel zur Wiederherstellung
der GC Hamostase. Nach Passage der Blut-Hirn-Schranke bindet Kortisol an zentrale
GR. Diese sind ubiquitar in fast allen Zellen exprimiert, kommen aber in besonders hoher
Dichte im Bereich des Hippocampus, im paraventrikularen Nukleus des Hypothalamus
sowie der Hypophyse vor (9). Wenn ausreichend Rezeptor-Liganden-Bindungen (GC-
GR) eingegangen wurden, wird ein negatives Feedback induziert. Die CRH und ACTH
Sekretion wird reduziert und der Ausgangszustand bzw. die GC Hamostase wird wieder
hergestellt (8).

Wie in Abbildung 1 dargestellt, kommt es im Rahmen einer Schwangerschaft zusatzlich

zu einer CRH Produktion durch die Plazenta. Dieser Mechanismus nimmt wesentlich

Einfluss auf die Regulation der maternalen und fetalen HHNA wahrend der
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Schwangerschaft. Wahrend die CRH Sekretion des Hypothalamus durch ansteigende
maternale Kortisolspiegel gehemmt wird, stimuliert das in der Plazenta produzierte CRH,
entsprechend einem positiven Feedback, die mutterliche Hypophyse (10). Infolgedessen
kommt es zu einem Anstieg der ACTH Sekretion sowie in der Konsequenz zu
ansteigenden Kortisolspiegeln. Die erhdhten Kortisolspiegel bilden wiederum einen
Stimulus fur die CRH Sekretion durch die Plazenta. Durch diesen Regelkreis erreicht das
im maternalen Blut zirkulierende Kortisol im dritten Trimenon Werte, die etwa dreimal so
hoch sind, wie bei Nicht-Schwangeren Frauen (10). Diese physiologische Erhohung im
letzten Drittel der Schwangerschaft ist obligat fur die Reifung und Differenzierung der

Organsysteme in Vorbereitung auf das extrauterine Leben (11).

Hippocampus

il

Hypothalamus

: CRH

Plazenta

," maternale
] Hypophyse

11BHSD2

*— CRH w_/f Y e~ TS

Kortisol Kortikosteron

N

maternale
\ Nebenniere

7 11 Kortisol

............... >
Kortisol

Abbildung 1: Die HHNA wahrend der Schwangerschatft.

Im nicht schwangeren Zustand unterliegt die Kortisolsekretion durch die Nebennierenrinde einer zentral
gesteuerten negativen Feedbackschleife. Wahrend einer Schwangerschaft erfolgt eine zusatzliche CRH
Produktion durch die Plazenta. Dieses plazentar gebildete CRH stimuliert die maternale Hypophyse sowie
Nebennierenrinde, was zu einer verstarkten Kortisolproduktion fuhrt. Entsprechend einer positiven
Feedbackschleife stimulieren die steigenden Kortisolspiegel die Plazenta zur weiteren CRH Produktion.
Die Kortisolpassage durch die Plazenta wird grof3tenteils durch das plazentare Enzym 11 HSD2 inhibiert.
(Abb. modifiziert nach (10))
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1.2.2. Die Glukokortikoidwirkung auf molekularer Ebene

Im Rahmen der maternalen HHNA Aktivierung kommt es zur Kortisolsekretion und wie
bereits im Absatz 1.2.1. erlautert zur GC Bindung am GR. Dieser wird durch das NR3C1
Gen, welches auf Chromosomen 5 (5031.3) lokalisiert ist, kodiert (12). Der GR ist ein
Protein, welches ubiquitar exprimiert wird. Er gehoért zur Familie der nuklearen
Rezeptoren, die als Transkriptionsfaktoren wirken (13). Sowohl in tierischen (z.B. Maus
(14), Meerschweinchen (15), Schaf (16)), als auch humanen (17) Plazenten sind
verschiedene Isoformen des GR nachweisbar. Die jeweilige GR Expressionsrate ist u.a.
von der GC Exposition, dem fetalen Geschlecht und dem Gestationsalter abhangig (16,
17). Saif et al. identifizierten 12 verschiedene Isoformen des GR in Trophoblastgewebe
in humaner Plazenta. Am klinischen Beispiel der inhalativen GC Therapie bei maternalem
Asthma zeigte die Arbeitsgruppe, dass Plazenten weiblicher Neugeborener eine hohere
Sensitivitat gegeniber den exogen applizierten GC aufweisen, als die ihrer mannlichen
Altersgenossen. Zudem konnte eine unterschiedliche Isoformenformation des GR

nachgewiesen werden (17).

Im inaktiven Zustand ist der GR im Cytoplasma liegend an die Hitzeschockproteine (HSP)
Hsp 90 und Hsp 70, dem p23 Protein sowie deren Co-Chaperonen FKBP51 oder FKBP52
gebunden. Sie bilden in ihrer Gesamtheit den GR Komplex (18). Nach Kortisolbindung
am GR kommt es zur Dissoziation der Begleitproteine. Zwei aktivierte GR fligen sich zu
einem sogenannten Homodimer zusammen. Es folgt die Translokation in den Nukleus
(13). Die Bindung des Homodimers an der Promotorregion glukokortikoid-responsiver
Gene, den sogenannten glucocorticoid response elements (GRE), kann die Transkription
der entsprechenden Gene aktivieren oder blockieren. Darliber hinaus kann der aktivierte
GR auch als Monomer in Verbindung mit anderen Transkriptionsfaktoren glukokortikoid-
responsive Genabschnitte modulieren (13, 19). Demzufolge stellt der GR einen
ligandenabhéngigen Transkriptionsfaktor dar und kann als solcher Einfluss auf die
posttranslationalen Signalwege nehmen.

Die Proteinprodukte der GRE modulieren multiple negative Feedbackschleifen zur
Wiederherstellung der GC Hamostase und Reduzierung der HHNA-AKktivitat (20). Unter
Beachtung der hohen Zell- und Gewebespezifitat der GR induzierten
Transkriptionsregulation bewirkt beispielsweise der GR im humanen Gehirn die schnelle
Inhibition von Genen, die fur CRH und ACTH kodieren (21-23).
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Eine zentrale Rolle in der GR Regulation nimmt das FK506-binding protein 51, kurz
FKBP5 / FKBP51, ein. Das Protein wird durch das FKBP5 Gen kodiert, welches in
humanem Gewebe auf Chromosomen 6 lokalisiert ist (Chromosomen 6p21.31) (20).
Dieses fungiert als ein Co-Chaperon — ein Protein, welches Einfluss auf die Faltstruktur
sowie die Aktivitat anderer Eiweil3strukturen nehmen kann (19). Im GR Komplex kann
FKBP5 uber die Bindung am HSP 90 die Sensitivitat des GR modulieren.

Wochnik et al. zeigten im in-vitro-Experiment, dass die Bindung von FKBP5 am GR
Komplex eine verzogerte Translokation in den Nukleus und somit eine Reduktion der
steroidrezeptorabhdngigen Transkription bewirkt (19, 24). Kommt es allerdings zur
Kortisolbindung am GR, wird ein Austausch von FKBP5 gegen FK506 binding protein 52
(FKBP52/ FKBP4) induziert (siehe Abbildung 2). FKBP4 ist ebenfalls ein Co-Chaperon
und fordert die Translokation des Homodimers in den Nukleus (19). Ein weiterer FKBP5
Regulationseffekt wird durch die ultrakurze Regulationsschleife erzielt. Die Aktivierung
des GR induziert parallel eine gesteigerte FKBP5 Transkription und -lation (19). Durch
eine gesteigerte FKBP5 Expression wird die Kortisolaffinitat des GR Komplexes
reduziert. Folglich werden weniger Rezeptor-Liganden-Bindungen (GC-GR)
eingegangen und die Stimulation der glukokortikoid-responsiven Genabschnitte nimmt

ab. Die Kaortisol getriggerte Reaktion des Korpers wird abgeschwécht.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der GC Wirkung & FKBP5 Regulation auf molekularer Ebene

Die GC Aktivierung (a) beginnt mit der Bindung des Kortisols am GR im Cytosol. Die FKBP5 Bindung am
GR Komplex reduziert die Kortisolaffinitdt des Rezeptors. Durch die Abspaltung von FKBP5 (b), kann
FKBP4 am GR Komplex binden und die Translokation des aktivierten GR (c) in den Nukleus ermdglichen.
Der aktivierte GR kann (d) als Monomer in Interaktion mit weiteren Transkriptionsfaktoren Einfluss auf die
Proteinbiosynthese steroidabhangiger Genabschnitte nehmen oder (e) als Homodimer in
Promotorbereichen glukokortikoid-responsiver Genabschnitte binden. Durch den aktivierten GR kann
sowohl die Aktivierung, als auch Repression weiterer Transkriptionsprozesse induziert werden. Unter
anderem bedingt die GR Aktivierung die FKBP5 Synthese (f). FKBP5 kann wiederum (g) die Signalwirkung
des GR reduzieren und somit Einfluss auf die HHNA nehmen, aber auch andere molekulare Signalwege
modulieren. (Abb modifiziert nach (19))

1.2.3. Glukokortikoide und ihr Einfluss auf das fetale Wachstum

Das fetale Wachstum, die Gewebedifferenzierung sowie die Organreifung sind im hohen
Mal3e von GC abhangig. Belegend daflr ist die frihzeitige Expression von GR ab der 8.-
10. Gestationswoche in fast allen fetalen Geweben sowie der Plazenta (25, 26). Anhand
der Beobachtungen von Cole et al. konnte die Lebensnotwendigkeit der GC

nachgewiesen werden. In ihrem Versuch demonstrierten sie, dass Mause ohne GR rasch
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nach der Geburt an Lungenversagen verstarben. Neben der unvollstandigen
Lungenreifung konnten sie auch Defizite der Leber in der Bildung zentraler
Schlusselenzyme fir die Glukoneogenese aufzeigen (27). Obwohl mehrfach die
Notwendigkeit der GC fur die Entwicklung eines Kindes nachgewiesen werden konnte,
darf nicht auBer Acht gelassen werden, dass zu hohe endogene Kortisolspiegel zu
Fehlanpassungen in der fetalen Entwicklung fihren kdnnen. Die intrauterine
Wachstumsretardierung ist u.a. mit hohen mdutterlichen und kindlichen
Glukokortikoidspiegeln assoziiert (28). Die fetalen Stresshormone kdnnen zudem in
Reaktion auf eine mitterliche Mangelerndhrung, Plazentainsuffizienz oder einer
unzureichenden Sauerstoffversorgung bei reduziertem plazentalen Blutfluss ansteigen
(29). Es gibt immer mehr Befunde, die darauf hindeuten, dass eine langfristig erhdhte,
endogene GC Exposition wahrend der Schwangerschaft nachhaltige Folgen im Sinne

einer erhohten Krankheitsvulnerabilitat im spateren Leben haben kann (10).

1.2.4. Die Rolle der Plazenta

Die Plazenta nimmt eine zentrale Rolle in der Kommunikation zwischen Mutter und Fetus
ein, da sie das Bindeglied zwischen dem maternalen und kindlichen Kreislauf darstellt.
Hierbei ist ihre Schrankenfunktion von besonderer Bedeutung. Aufgrund ihrer Lipophilie
kbnnen GC ohne Weiteres die Plazenta passieren. Dennoch weisen die fetalen
physiologischen Glukokortikoidspiegel deutlich niedrigere Werte im Vergleich zu denen
der Mutter auf (30). Dieser Gradient entsteht durch die Aktivitat der 113-Hydroxysteroid-
Dehydrogenase Typ 2 (11BHSD2), die in der Plazenta lokalisiert ist. Dieses Enzym
katalysiert die Umwandlung des aktiven Kortisols in seine inaktiven 11-Keto Formen
(Kortison, 11-Dehydrokortikosteron) (31). Die 11pHSD2 bewirkt keine vollstandige GC
Blockade, reduziert die mitterlichen Glukokortikoidspiegel jedoch betrachtlich auf eine
fur den Fetus nicht schadigende Menge. Durch diesen Mechanismus gelangen
schéatzungsweise nur ca. 10-20% des maternalen Kortisols in den fetalen Blutkreislauf
(32).

Im Rahmen eines akuten, miutterlichen Stressereignisses konnte eine erhdhte Aktivitat
der 11BHSD2 beobachtet werden, wodurch ein verbesserter Schutz des Fetus
gewahrleistet werden kann (33). Im Tierexperiment (Ratte) zeigte sich aber auch, dass

eine chronische Stressexposition der Mutter zu einer Aktivitaitsabnahme der 11HSD2
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fuhrt (34). Infolgedessen wird der Fetus mit erhdhten endogenen GC Spiegeln
konfrontiert, was Folgen fur seine Entwicklung aufweist (35).

Auch die ANS zur Lungenreifeinduktion, entsprechend einem akuten, iatrogen
induzierten Stressereignis, ruft quantitative Veranderungen in der Expressionsrate der
11BHSD2 in humanem Plazentagewebe hervor. Braun et al. beschreiben in ihrer
aktuellen Studie (n=178), dass die BET in verschiedenen Plazentaarealen zu einer
veranderten Expressionsrate der 11BHSD2 fuhrt, wobei sich geschlechtsspezifische
Unterschiede zeigten. Wahrend Plazenten von Jungen, v.a. diejenigen, die vor der
abgeschlossenen 37.SSW geboren worden sind, erhohte 11BHSD2 Proteinmengen
aufwiesen, konnte in den peripheren Plazentaarealen reifgeborener Madchen eine
vermindere 11BHSD2 Expression nachgewiesen werden (36). Arbeitsgruppen um
Benediktsson et al., Edwards et al. und Seckl et al. stellten die Hypothese auf, dass eine
verminderte 11BHSD2 Aktivitatin der Plazenta zu einer héheren GC Exposition des Fetus
fahrt, was wiederum ein vermindertes GrofRenwachstum und eine erhohte
Krankheitsanfalligkeit im spateren Leben bedingt (26, 32, 35, 37). Dieser Ansatz wird
durch weitere Forschungsarbeiten gedeckt, die zeigen, dass eine erniedrigte 11HSD2
Aktivitat mit einem reduzierten Geburtsgewicht beim Menschen (38, 39) und bei
Nagetieren (40) einhergeht. Weiter zeigte Holmes et al. im Mausmodell, dass die Tiere
mit einer homozygoten Anlage fir das blockierte 113-HSD2 Gen (11BHSD2 -~ Maus)
niedrigere Geburtsgewichte und ein verstarktes Angstverhalten im Vergleich zu ihren

kongenen Kontrollen aufweisen (41).

1.3. Préanatale Glukokortikoidexposition und Geburtsgewicht

Das Geburtsgewicht ist ein haufig genutzter Surrogatmarker zur Beurteilung der
intrauterinen Entwicklungsbedingungen, die wahrend der Schwangerschatft im Mutterleib
vorlagen (29). Im Schafmodell konnte beispielsweise eine dosisabhéngige
Wachstumsrestriktion nach einmaliger sowie intermittierender BET Gabe verzeichnet
werden (42, 43). In Humanstudien konnte eine Abnahme des Geburtsgewichts sowie ein
verminderter Kopfumfang im Rahmen der BET Applikation, die bei drohender Friihgeburt
zur Lungenreife indiziert ist, beobachtet werden (44-46). In einer retrospektiven Studie
zeigten Braun et al.,, dass steigende BET Dosierungen die Diskrepanz beim
Geburtsgewicht zwischen Neugeborenen, die eine Lungenreife erhalten hatten, und ihrer

Kontrollgruppe signifikant verstarkten. Gleichzeitig konnte keine Verbesserung beztiglich
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der neonatalen Morbiditat und Mortalitat beobachtet werden (47). L. Duthie und R.M.
Reynolds fassen in ihrem Review Changes in the maternal hypothalamic-pituitary-
adrenal axis in pregnancy and postpartum: influences on maternal and fetal outcomes
eine Reihe humaner Studien zusammen, die eine erhthte HHNA Aktivitat in Form
erhohter maternaler Kortisolspiegel messen und bei den entsprechenden Neugeborenen
ebenfalls ein vermindertes Geburtsgewicht und fetales Wachstum verzeichnen (10).

Zusammenfassend weisen die Forschungsergebnisse darauf hin, dass hohe mutterliche
GC Spiegel mit einem erniedrigten Geburtsgewicht assoziiert sind. Dies kann im Sinne
der perinatalen  Programmierung  weitreichende  Konsequenzen  fur  die
Krankheitsvulnerabilitat im Erwachsenenalter haben. So beschreiben eine Vielzahl
epidemiologischer Studien eine Korrelation zwischen einem erniedrigten Geburtsgewicht
und einem erhohten Risiko fur kardiovaskuldre, metabolische und neuropsychiatrische
Erkrankungen im spéteren Leben (6, 48-51). Die Assoziation zwischen einem niedrigen
Geburtsgewicht und einer erhdhten Krankheitsvulnerabilitéat im Erwachsenenalter sind
unabh&ngig von sogenannten Life-Style Risikofaktoren, wie Nikotin- und Alkoholkonsum,
Ubergewicht, mangelnder Bewegung und sozialem Status. Es ist davon auszugehen,
dass sich diese Faktoren additiv auf den Effekt des Geburtsgewichts auswirken (29). Im
Gegensatz dazu gibt es auch Forschungsarbeiten, die den Ansatz der frihen
Programmierung von Gesundheit und Krankheit beziglich des Zusammenhangs
zwischen einem niedrigen Geburtsgewicht und z.B. einem erhohten kardiovaskularen
Risiko als unzureichend ansehen. Kritisch betrachtet wird die fehlende Bertcksichtigung
postnataler Umweltfaktoren und vererbter Genvarianten (52). Folglich ware das
Geburtsgewicht ,nicht per se die Ursache fur das erhdhte Krankheitsrisiko im spateren
Leben“ (2). Eher stellt das Geburtsgewicht die Entwicklungsbedingungen im Mutterleib
dar, ,welche wiederum die Physiologie des heranwachsenden Organismus und somit das

Krankheitsrisiko im spateren Leben beeinflussen® kénnen (2).

1.4. Pranatale Glukokortikoidexposition und ihr Einfluss auf gesundheitliche
Langzeitfolgen der Nachkommen

1.4.1. Auswirkungen auf das kardiovaskulare System

Tierstudien: Im Schaf- (53, 54), Primaten- (55, 56) und Rattenmodell (57, 58) konnte eine
Korrelation zwischen einer exzessiven, pranatalen GC-Exposition und einem erhghten

Blutdruck gezeigt werden. Infolge der erh6hten maternalen GC-Level beobachtete man
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bei Ratten eine Aktivitatsveranderung im Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (58, 59)
ebenso wie Zimmermann et al. im Schafmodell nach Dexamethasongabe eine verstéarkte
Expression von Angiotensin-I- und II-Rezeptoren sowie Angiotensin-Konversionsenzym

verzeichnen konnten (60).

Humanstudien: Doyle et al. nahmen die Ergebnisse von Tierstudien, die eine Assoziation

zwischen pranataler GC Exposition und erhéhten Blutdriicken zeigten, zum Anlass, eine
Kohorte von Frihgeborenen (Geburtsgewicht <1501g) hinsichtlich ihrer Blutdruckwerte
im Alter von 14 Jahren zu untersuchen. Es zeigte sich, dass die Jugendlichen, die BET
zur Lungenreifeinduktion erhalten hatten, signifikant hohere systolische sowie
diastolische Blutdriicke im Vergleich zur Kontrollgruppe aufwiesen (61). Hohere
systolische Blutdriicke konnten Huh et al. auch bei Kindern im Alter von drei Jahren
messen, deren Mutter bei Entbindung erhdhte Kortisol-Kortison-Quotienten aufwiesen.
Hierzu entnahmen sie Blut aus der Umbilikalvene, um die GC Spiegel als Marker der
11BHSD2 Enzymaktivitdt zu bestimmen (62). Stinson et al. errechneten, dass Tochter
von Mdattern mit den hochsten Serumkortisolwerten im dritten Trimester ein signifikant
hoheres kardiovaskulares Risikoprofil aufwiesen, als die Téchter, bei deren Mittern die

niedrigsten Kortisolwerte zum gleichen Zeitpunkt gemessen worden sind (63, 64).

1.4.2. Auswirkungen auf den Metabolismus

Tierstudien: Im Rattenmodell konnte vielfach gezeigt werden, dass eine exzessive GC
Exposition in der pranatalen Phase ein reduziertes Geburtsgewicht, Hyperglykédmie und
Hyperinsulinamie bei den Nachkommen verursacht (65-67). Sloboda et al. beobachteten
im Schafmodell, dass eine maternale BET Gabe zu veranderten Glucose- und
Insulinspiegeln im Nabelschnurblut fiihrt. Im heranwachsenden Schaf konnte
infolgedessen ebenfalls eine verdnderte Glukosehamostase beobachtet werden (58, 68).
Die Zellen der Langerhans-lInseln im Pankreas sind fir die Regulation des
Kohlenhydratstoffwechsels von zentraler Bedeutung. Der GC Einfluss zur Reifung dieses
Zellsystems ist obligat. Eine Ubermaflige GC Exposition schadigt hingegen die

Entwicklung der B-Zellen bei Ratten und Primaten (55, 69).

Humanstudien: In einer randomisierten, kontrollierten Follow-Up Studie konnten Dalziel

et al. beobachten, dass 30-jahrigen Probanden, deren Mitter die ANS wahrend der
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Schwangerschaft erhalten hatten, eine hohere Insulinresistenz  im oralen
Glukosetoleranztest aufwiesen, als Gleichaltrige in der Kontrollgruppe ohne ANS
Exposition (70). Ahnliches zeigte sich bei Nachkommen von Mittern, die wahrend ihrer
Schwangerschatft ein kritisches Lebensereignis (sogenannte major life events) erfahren
hatten und somit einer erhdhten psychischen Stressbelastung ausgesetzt waren. Auch
sie wiesen signifikant hohere Body-Mass-Indices (BMI) und Insulinresistenzen auf (71).
Bei der Entwicklung eines Diabetes mellitus Typ 2 tritt zunachst eine verstarkte
Insulinresistenz auf, die zu Beginn mittels einer gesteigerten Insulinsekretion
ausgeglichen werden kann. Im Verlauf nimmt die Insulinresistenz zu und die
Insulinsekretion erreicht ihre Kapazitatsgrenze. Durch die Apoptose der B-Zellen kommt
es postprandial zu einer pathologisch verminderten Insulinsekretion und somit zur
Manifestation eines Diabetes mellitus. Folglich kann man schlussfolgern, dass das
Auftreten einer erhdhten Insulinresistenz bei diesen Nachkommen zu einer friihzeitigen
Manifestation eines Diabetes mellitus Typ 2 fihren kann.

Weiterhin beobachteten Entringer et al., dass Kinder von Miutter mit erhéhten
Kortisolspiegeln zu Beginn des dritten Trimenons, in den ersten sechs Monaten einen
erhohten Korperfettanteil aufwiesen (72). Diese Beobachtung ist von klinischer Relevanz,
da die Geschwindigkeit der Gewichtszunahme, insbesondere die Zunahme des
Korperfettanteils im Kleinkindalter, einen wichtigen Surrogatmarker fur die Entwicklung
der kindlichen Adipositas darstellt (72-74).

1.4.3. Auswirkungen auf Kognition

Humanstudien: Nach exogener Kortisolapplikation konnte eine Beeintrachtigung des

Arbeitsgedachtnisses bei jungen Frauen beobachtet werden, deren Miitter wahrend der
Schwangerschaft ein kritisches Lebensereignis erfahren hatten (75). Entringer et al.
schlussfolgerten daher, dass eine pranatale Stressexposition moglicherweise Einfluss
auf die Entwicklung des prafrontalen Kortex nehmen kann (75). LeWinn et al.
untersuchten maternale Kortisolproben (Serum), die im dritten Trimenon entnommen
worden waren, und wendeten den Wechsler-Intelligenztest bei den dazu gehdrigen
Kindern im Alter von sieben Jahren sowie deren Geschwistern an. Hierbei korrelierten
erhohte maternale Kortisolspiegel mit einer erniedrigten verbalen Intelligenz der
betroffenen Kinder bzw. der Geschwisterpaare (76). In einer prospektiven Studie kamen

Laplante et al. zu einem ahnlichen Ergebnis: Kinder im Alter von flnfeinhalb Jahren,
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deren Miutter eine erhdhte Stressbelastung wahrend der Schwangerschaft angaben,
erreichten weniger Punkte im Wechsler-Intelligenztest und wiesen eine verminderte

Sprachintelligenz gegentber ihrer Kontrollgruppe auf (77).

1.4.4. Auswirkungen auf das neuropsychiatrische System

Tierstudien: Welberg et al. beschreiben ein beeintrachtigtes Coping Verhalten in
aversiven Situationen bei Ratten, deren Mdutter in der Spatschwangerschaft
Dexamethason verabreicht bekommen haben (78). Bei Nagetieren konnte ein
verandertes GréRenwachstum des Hippocampus sowie eine beeintrachtigte motorische
Entwicklung infolge pranataler Stressbelastungen verzeichnet werden (79). Beim
Rhesusaffen bewirkt pranataler Stress erhdhte basale Kortisolspiegel und vermindert die

Neurogenese (80).

Humanstudien: In einer prospektiven Longitudinalstudie untersuchten Buss et al. den

Einfluss maternaler Angst wahrend der Schwangerschaft auf die kindliche
Gehirnentwicklung. Mittels Magnetresonanztomografie konnte eine Reduktion der
grauen Substanz im prafrontalen Kortex bei den sechs- bis neunjahrigen Kindern von
Muttern mit starkem Angsterleben im zweiten Trimester beobachtet werden (81). In einer
anderen Longitudinalstudie konnte die Arbeitsgruppe zeigen, dass hohere Kortisolspiegel
wahrend der frihen Schwangerschaft zu einem vergroRerten Amygdalavolumen bei
Madchen, nicht aber bei Jungen, fuhrte. Die weibliche Kohorte wies aul3erdem eine
hohere Pravalenz affektiver Stérungen auf (82). In einem Review stellen Glover et al.
eine Vielzahl von Studien vor, die einen Zusammenhang zwischen maternaler
Depression bzw. Stress- und Angsterleben wahrend der Schwangerschaft und einem
erhohten Risiko fir affektive Stoérungen, Aufmerksamkeitsdefizit- und Angststérungen
sowie einem gesteigerten aggressiven Verhalten bei den Nachkommen beschreiben
(83). In einer retroperspektiven finnischen Studie wurden die Daten von 14 868 Kindern,
die die ANS erhalten hatten, mit einer Kontrollgruppe (n = 655 229) vergleichen. Diese
Arbeit zeigt eine Assoziation zwischen der antenatalen GC Exposition und einem
erhohten  Risiko fur die  Entwicklung  psychischer  Stérungen  sowie

Verhaltensauffalligkeiten auf (84).
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1.5. Antenatale Glukokortikoidgabe zur Lungenreifung

Laut der S2k Leitlinie Pravention und Therapie der Fruhgeburt der deutschen,
Osterreichischen und schweizerischen Gesellschaft fur Geburtshilfe (Stand Februar
2019) betrug die Frihgeborenenrate im Jahr 2017 in Deutschland 8,36% (85).
Frihgeborene sind Kinder, die vor der abgeschlossenen 37. Schwangerschaftswoche
(SSW) auf die Welt kommen. Diese haben in Abh&ngigkeit vom Gestationsalter,
Geschlecht, Ort der Entbindung etc. ein erhdhtes Morbiditats- und Mortalitatsrisiko
aufgrund der Unreife ihrer Organe, insbesondere der Lunge (86). Noch immer sterben
jahrlich ,weltweit 965.000 frihgeborene Kinder in der Neonatalperiode und weitere
125.000 in den ersten funf Lebensjahren infolge einer Frihgeburt® (85). Bahnbrechend
war daher die Arbeit von Liggins & Howie im Jahr 1972. Sie beschrieben eine Reduktion
des Atemnotsyndroms (Respiratory distress syndrome, RDS) und somit der Mortalitat der
Neugeborenen, deren Mutter bei drohender Friihgeburtlichkeit 24 Stunden vor der Geburt
GC verabreicht bekommen haben (87). Daher sind die Auswirkungen einer iatrogen
induzierten GC Exposition im Rahmen der ANS bei drohender Frihgeburtlichkeit von

hoher Kklinischer Relevanz (11).

1.5.1. Indikationen der Lungenreifeinduktion

Die Lungenreife ist bei drohender (z.B. vorzeitiger Blasensprung, vorzeitige
Wehentétigkeit) oder medizinisch indizierter Frihgeburt zur Vermeidung des
Atemnotsyndroms indiziert. Die Deutsche Gesellschatft fir Gynékologie und Geburtshilfe
(DGGG) empfiehlt daher die Lungenreifeinduktion zwischen dem Erreichen der
Lebensfahigkeit in 23+5 SSW und 33+6 SSW. Daruber hinaus sollte keine RDS
Prophylaxe erfolgen, weil die fetalen Typ-2-Pneumozyten zu diesem Zeitpunkt bereits

ausreichend Surfactant produzieren (85).

1.5.2. Durchflihrung

Laut Leitlinie sollen der Schwangeren 12mg BET intramuskuléar verabreicht werden. Eine
einmalige Wiederholung in gleicher Dosierung ist nach 24 Stunden vorgesehen. Von
weiteren Wiederholungen wird abgeraten. BET ist ein synthetisch hergestelltes GC,
welches die Plazenta fast ungehindert passieren kann. Dass bedeutetet, BET ist kein
passendes Substrat fur die 11pHSD2 (11, 88). Parallel zur BET Gabe sollte bis zum
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Abschluss der Lungenreife eine Tokolyse, eine medikamentése Wehenhemmung,

erfolgen (85).

1.5.3. Vorteile der Lungenreifeinduktion

Nachdem Liggins & Howie ihre fur die Perinatalmedizin bedeutende Arbeit zum Effekt
der GC auf die Lungenreifung veroffentlicht hatten, zeigten Studien in den folgenden
Jahren zusatzlich eine Verbesserung der Lungencompliance, eine Zunahme des
maximalen Lungenvolumens sowie der Surfactantproduktion und ein verstarktes
Ansprechen auf eine postnatale Surfactantgabe (11, 89). Infolge der verbesserten
Interventionsmdoglichkeiten bei drohender Frihgeburt, sank die Inzidenz des
Atemnotsyndroms, welches mit 60% eine der Hauptursachen perinataler Mortalitat ist
(11, 90). Vom einmaligen BET Zyklus profitieren auch andere Organsysteme. Infolge der
unterstitzen Reifung kommt es auch zu einer Reduzierung der nekrotisierenden
Enterokolitis, Hirnblutungen und neonataler Frihinfektionen in den ersten 48
Lebensstunden, wodurch es insgesamt weniger stationdre Aufnahmen auf eine
neonatologische Intensivstation gab. In der Summe fihrten diese Effekte zu einer

verminderten neonatalen Mortalitat (90).

1.5.4. Langzeitfolgen der Lungenreifeinduktion

In der S2k Leitlinie Pravention und Therapie der Frihgeburt wird von rezidivierenden BET
Gaben aufgrund negativer Effekte auf das Lungenwachstum, der zerebellaren
Myelinisierung und der Retina abgeraten. Weiter wurden eine Suppression der HHNA
und das gehaufte Auftreten neonataler Sepsis beobachtet (85). Auch das reguléare
Schema zur Lungenreifeinduktion fuhrt zu einer Abnahme von Geburtsgewicht,

Kopfumfang und Kérperlange (91).

1.6. Epigenetik und Zellalterungsprozesse

Eine Vielzahl von Studien beschreiben einen Zusammenhang zwischen einer erhdhten
GC Exposition im Sinne eines frihen Stresserlebens und langfristigen Effekten im
Gesundheits- und Krankheitsoutcome. Dennoch sind die zugrunde liegenden
molekularen Mechanismen v.a. in Humanstudien aktuell nur unzureichend erforscht. Ein
denkbarer Mechanismus sind Modulationen des Epigenoms, die letztendlich zu einer

veranderten Genexpression fihren (58). Ein weiterer Erklarungsansatz bezieht sich auf
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die Korrelation zwischen einer gesteigerten Kortisolexposition und einer beschleunigten
Zellalterung. Dieser Prozess wird durch eine vorzeitige Verkirzung der Telomere, die

Schutzkappen der Chromosomen, vermittelt.

1.6.1. Definition der Epigenetik

Epigenetische Modifikationen bewirken Veranderungen in der Genexpression, wobei die
zugrunde liegende DNA Sequenz unverandert erhalten bleibt (92). Diese Modulationen
kbnnen durch DNA-Methylierung, Histon-Modifizierung und nicht-kodierende
Ribonukleinsduren (ncRNA) vermittelt werden (58). Um einen Zusammenhang zwischen
einer verstarkten préanatalen GC Exposition und perinataler Programmierung
nachzuweisen, liegt der Forschungsschwerpunkt derzeit auf Untersuchungen von DNA
Methylierungen (2). Der Begriff der DNA Methylierung beschreibt das Hinzufligen einer
Methylgruppe an Cytosin-Guanin-Basen, auch als Cytosin-Guanin Sites, kurz CpG Sites,
bezeichnet. Regionen in der DNA, an denen besonders viele CpG Sites zu finden sind,
werden auch als CpG Inseln bezeichnet. Bei Methylierung einer Cytosin-Guanin-
Basenfolge im Promotorenbereich folgt die Inaktivierung der nachfolgenden
Gensequenzen (13), wodurch ,der Zugang der Transkriptionsfaktoren zu den
regulatorischen Elementen des Gens eingeschrankt® wird (2). Infolge dieser Blockade
kann keine Translation erfolgen, wodurch wiederum die Genexpression vermindert bis
unmaoglich ist. Kommt es hingegen zur Abspaltung einer Methylgruppe (Demethylierung),
kann die Gensequenz abgelesen und das Genprodukt gebildet werden (2). In
Abhéangigkeit vom Aktivitdtsgrad der DNA Methyltransferasen und den Enzymen, die
aktiv an der Demethylierung beteiligt sind, unterliegt der DNA Methylierungsstatus einer
dynamischen Regulation uUber die Lebensspanne (93). Darliber hinaus zeigen
verschiedene Humanstudien, dass Stresserlebnisse, insbesondere in der frihen
Entwicklung, lang anhaltende Verdnderungen im Methylierungsprofil spezifischer

Kandidatengene, aber auch auf genomweiter Ebene hervorrufen kénnen (23).

1.6.2. Der Einfluss von Glukokortikoiden auf DNA Methylierungen

Im Wesentlichen kdnnen GC jedes Gewebe oder Organ durch die Aktivierung des GR
beeinflussen. Wie bereits beschrieben, fungiert der GR als ein Transkriptionsfaktor,
indem er an GRE im Promotorenbereich steroidabhéngiger Gene bindet. Aktuelle Studien

zeigen, dass GC auch direkte Veranderungen in der DNA Methylierungsstruktur bewirken
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kénnen. Hierbei handelt es sich insbesondere um Demethylierungen in CpG Inseln, die
in der Nahe der GRE lokalisiert sind. Diese GC induzierten Demethylierungen weisen
eine hohe Dynamik auf, sodass aktive Demethylierungsprozesse vermutet werden (23,
94, 95). Yang et al. konnten im Mausmodell zeigen, dass GC eine Expressionsreduktion
der DNA Methyltransferase 1 (DNMTL1) im Maus Hippocampus hervorrufen. Das Enzym
DNMT1 ist fur die Aufrechterhaltung der DNA Methylierung nach Zellteilung zusténdig
(96). Im Sinne der pranatalen Programmierung beobachteten Weaver et al. im
Rattenmodell den Einfluss des maternalen Pflegeverhaltens auf den Methylierungsstatus
der Promotorregionen des NR3C1 Gens im Hippocampus der Nachkommen. Ratten,
deren Mutter ausgepragte Zuwendung in Form von Fellpflege und Korperkontakt
signalisierten, wiesen weniger Methylierungen in den NR3C1 Promotorregionen auf,
zeigten eine geringer ausgepragte HHNA-AKktivitat in Stresssituationen und erwiesen sich
im weiteren Verlauf mutiger als ihre Artgenossen, deren Mutter weniger fursorglich waren
(97). In einer Humanstudie beschrieben McGowan et al. Ahnliches: Suizidopfer, die in
der Kindheit Missbrauch und / oder schwere Vernachlassigung erfahren hatten, wiesen
eine verminderte GR-Expressionsrate bzw. vermehrte Methylierungen in den Promotor-

sequenzen des NR3C1 Gens im Hippocampusgewebe auf (98).

Ein weiteres in diesem Zusammenhang untersuchte Gen ist das FKBP5 Gen. FKBP5
reguliert, wie bereits in Kapitel 1.2.2. beschrieben, u.a. durch eine ultrakurze negative
Feedbackschleife die GR Aktivitat (20, 99). Kommt es aufgrund eines veranderten
Methylierungsstatus zu einer UbermaRigen FKBP5 Expression induziert das Co-
Chaperon eine zunehmende GR Resistenz. Die negativen Feedbackschleifen werden
dereguliert, die Aktivierung der HHNA verlangert, die Kortisolexposition persistiert und
der Organismus findet sich in einem Zustand einer anhaltenden Stresssituation wieder
(100). Diese Situation erhoéht langfristig das Risiko fur die Entwicklung psychiatrischer
Erkrankungen, wie beispielswiese eine posttraumatische Belastungsstérung oder eine
Depression (101, 102). Dartber hinaus kann FKBP5 die DNA Methylierung anderer
Genen modulieren. Im Speziellen beobachteten Gassen et al.,, die durch FKBP5
gesteuerte Inhibierung der DNMT1 (103), wodurch globale Folgen fir das DNA
Methylierungsprofil entstehen.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass epigenetische Modifikationen, insbesondere

DNA Methylierungen, einen Erklarungsansatz fir zugrunde liegende molekulare
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Mechanismen der perinatalen Programmierung bieten. Epigenetische Verdnderungen
bergen das Potential langfristig Einfluss auf die Zellfunktion auszuliben, wodurch u.a. die

Entwicklung von Erkrankungen beginstigt werden kann (23).

1.6.3. Telomerbiologie

Die Telomerlange (TL) stellt einen weiteren Mechanismus fur die Vermittiung von
Effekten der frihen Programmierung von Gesundheit und Krankheit dar. Die
Telomerbiologie kann durch epigenetische Modifikationen ebenfalls wesentlich
beeinflusst werden. Beispielsweise zeigen Studien, dass eine erhohte Kortisolexposition
im Rahmen von Stresserfahrungen mit einer beschleunigten Zellalterung gemessen an
der TL assoziiert ist (104).

1.6.3.1. Struktur und Funktion der Telomere

Als Telomere bezeichnet man nicht-kodierende DNA-Sequenzen an den
Chromosomenenden, die sich beim Menschen durch die repetitive Sequenz (TTAGGG)n
und einer Lange von 2-30 Kilobasenpaare auszeichnen (105, 106). Ihre Enden sind durch
einen einzelstrangigen Guanin-reichen Uberhang am 3’Ende der DNA charakterisiert
(107). Dieser Uberhang formt eine doppelte Schleifenform, die sich aus einer
doppelstrangigen T-Schleife (telomere loop) und einer einzelstrangigen D-Schleife
(displacement loop) zusammensetzt (108). Innerhalb dieser Schleifen binden spezifische
Proteine, wie telomeric repeat-binding factors (TRF) 1 und TRF2. In ihrer Gesamtheit
bezeichnet man die in den Schleifen gebundenen Proteine als Shelterin-Komplex (109,
110). Dieser Komplex sowie die charakteristische Schleifenform tragen zur Stabilisierung
und zum Schutz der freien Chromosomenenden bei. Wéare dieser Schutzmechanismus
nicht gegeben, wirden freie Chromosomenenden irrtimlicherweise vom DNA
Reparatursystem als DNA-Bruch erkannt werden. Infolge des Reparaturmechanismus
ware ein Informationsverlust moglich (111). Somit tragen Telomere zum Erhalt der Zell-
und Gewebefunktion bei (112).

1.6.3.2. Regulation der Telomerléange
Mit jeder Zellteilung verkirzen sich die Telomere, was auch als end replication problem
bezeichnet wird. Im Rahmen der semikonservativen Replikation, kodiert die DNA

Polymerase jeweils einen Elternstrang mit dem Ziel der DNA-Vervielfaltigung. Da die
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DNA Polymerase nur in 3‘-5° Richtung kontinuierlich synthetisieren kann, erfolgt am
anderen Strang eine diskontinuierliche Synthese mithilfe von RNA-Primern (113). Das
end replication problem begriindet sich darin, dass die Primer am aufRersten 5'-Ende des
Tochterstrangs nicht ersetzt werden konnen, weshalb es bei jeder Zellteilung zum Verlust
von DNA kommt. So verliert jedes Telomer pro Replikationszyklus circa 30-150
Basenpaare (114, 115). Die kontinuierliche Verkirzung der Telomere fihrt somit zu einer
Limitierung der Zellteilung. Ist eine bestimmte Kirze erreicht (sogenannte Hayflick-
Grenze), tritt die Zelle in den Zellarrest, auch als Stadium der Seneszenz bezeichnet,
oder geht in die Apoptose (116). Abbildung 3 zeigt am Beispiel der Telomerase einen
Mechanismus auf, der Seneszenz frihzeitig zu entgehen. Diese kann Telomere nach
Replikationsende wieder verlangern (115). Bei dem Enzym handelt es sich um eine
Reverse Transkriptase, die sich aus zwei Untereinheiten zusammensetzt: der telomerase
RNA component (TERC) und der telomerase reverse transkriptase (TERT). Wahrend die
TERC die Vorlage der DNA Synthese bildet, ist die TERT fir die Katalyse der
Telomerverlangerung zustandig (117). Durch die reverse Transkription der RNA-Vorlage
entstehen passende Gegenstiicke, die die Telomerase an den DNA Strang anflgt,
wodurch das 3‘-Ende der Telomere wieder verlangert werden kann (siehe Abbildung 3)
(118). Infolgedessen entsteht die charakteristische Telomersequenz (TTAGGG)n.
Wahrend die Telomerase in der Embryonalzeit noch aktiv ist, wird sie postnatal in den
meisten Zellen inaktiviert (119). Ausnahmen bilden hierbei Zellen mit erhdhtem
Zellteilungsbedarf wie Keimzellen, aktivierte Lymphozyten, Stammzellen sowie
bestimmte Haut- und Schleimhautzellen (120, 121). Die Telomerase reguliert demzufolge

die TL und tragt daruiber wesentlich zum Erhalt der Zellfunktion bei (104).

Die TL selbst unterliegt multiplen Einflussgrof3en. Hierzu gehdren z.B. genetische
Faktoren, die Ethnizitat, das vaterliche Alter bei Zeugung, aber auch der mutterliche
Bildungsgrad. Auch das fetale Geschlecht gilt als ein moderierender Faktor der TL. So
weisen Madchen tendenziell langere Telomere auf, als ihre ménnlichen Altersgenossen.
Die Verkirzung der Telomere kann durch Inflammationsprozesse und oxidativen Stress

beschleunigt werden (122).
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Abbildung 3: DNA Replikation mithilfe der Telomerase.

Die diskontinuierliche DNA Replikation (a) ist darin begriindet, dass die DNA Polymerase nur in 3-5°
Richtung kontinuierlich synthetisieren kann. Anhand der reversen Transkription der eigenen RNA Vorlage
kann die Telomerase (b) passende Gegenstiicke synthetisieren und (c) das DNA 3* Ende verlangern. Im
Anschluss vervollstandigt die DNA Polymerase (d) in 3-5° Richtung kontinuierlich den DNA Tochterstrang.
(Abb. modifiziert nach (123))

1.6.3.3. Einfluss der GC Exposition auf die Telomerbiologie
Bereits bei Neugeborenen konnte eine Telomerverkiirzung proportional zum
Stresserleben der Mutter wahrend der Schwangerschaft beobachtet werden (123, 124).

Andere Humanstudien zeigen, dass geburtshilfliche Komplikationen wie beispielsweise
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der Gestationsdiabetes durch eine Erh6hung des oxidativen Stresses mit einer
Verkurzung der leukozytdren TL Neugeborener sowie einer verstarkten Expression der
mitochondrialen Telomerase assoziiert sind (104). Ebenfalls spiegeln sich die Effekte von
Kindesmisshandlung, Vernachlassigung oder anderen Kategorien aversiver
Kindheitserfahrungen in einer signifikanten Verkirzung der TL wider. Besonders
auffallend war die Konsistenz dieser Effekte, die unabhangig vom Zeitpunkt der Messung
(Kindes- versus Erwachsenenalter) reproduzierbar waren (123, 125). Aktuelle Daten
gehen von einer Uberaktivierung der maternalen HHNA wéahrend der Schwangerschaft
aus. Infolgedessen kommt es zu einer erhdhten Kortisolproduktion sowie einer
verstarkten Plazentapassage der GC (112). Wegweisend ist daher die Arbeit von Choi et
al. In der Arbeit zeigt die Arbeitsgruppe eine Reduktion der Telomeraseaktivitat in
humanen T-Lymphozyten bei erhéhter Kortisolexposition auf. Das Ergebnis des in-vitro-
Versuchs zeigt sich sowohl bei CD4, als auch bei CD8 positiven Leukozyten konstant.
Choi et al. beobachten zusatzlich eine reduzierte Transkriptionsrate der TERT (126).
Diese Beobachtung wird von de Punder et al. gestitzt, die eine verminderte
Telomeraseaktivierung in Immunzellen bei Individuen mit einer Uberdurchschnittlich

ausgepragten Kortisolproduktion aufzeigten (104, 127).

1.6.3.4. Epigenetische Modulation der Telomerbiologie

Auch das Telomersystem unterliegt der Regulation epigentischer Prozesse, vor allem
durch Chromatin bzw. Histon Modifikationen. Die TL ist abhangig vom Methylierungsgrad
spezifischer Histonregionen. Bei Methylierung dieser Histonbereiche kann die genetische
Information der Telomersequenzen nicht transkribiert werden (104, 128). Auch
epigenetische Modulationen im Bereich der Promotorregion des TERT Gens kénnen Uber
eine eingeschrankt Telomeraseaktivitat zu einer Verkirzung der TL fuhren (104). Aktuell
bedarf es jedoch weitere Forschung, inwiefern diese epigentischen Mechanismen im
Rahmen einer tbermalfiigen pranatalen Kortisolexposition Einfluss auf die TL und somit

der frihen Programmierung von Gesundheit und Krankheit nehmen (104).

1.6.3.5. Geschlechtsspezifische Besonderheiten der Telomerbiologie
Eine wachsende Anzahl von Arbeiten verweist auf potentielle geschlechtsspezifische
Unterschiede in der pranatalen GC Exposition mit Auswirkungen auf die TL. In

Abhangigkeit von der Ursache und dem Zeitpunkt weisen sowohl Jungen, als auch
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Madchen eine bestimmte Vulnerabilitdt gegentiber der Kortisolexposition auf (112, 129-
131). Welches Geschlecht letztendlich besonders vulnerabel auf eine gesteigerte
Kortisolexposition reagiert, ist aktuell noch nicht abschlieRend geklart und die Datenlage
widersprichlich (112). Des Weiteren besteht der Verdacht auf eine geschlechts- und
gestationsalterspezifische Modulation der maternalen Kortisolproduktion. DiPetro et al.
bestimmten Kortisolwerte (Speichel) bei Schwangeren zwischen der 24.-38. SSW.
Frauen, die einen Jungen erwarteten, wiesen am Ende des 2. Trimenons / Anfang des 3.
Trimenons hohere Kortisolwerte auf. Ab der 30. SSW hatten hingegen Frauen, die mit
einem Madchen schwanger waren, héhere Kortisolspiegel (132). Zusammenfassend
zeichnen sich zwei Zusammenhange anhand der Forschungsergebnisse ab: zum einen
korreliert das fetale Geschlecht mit einer geschlechtsspezifischen Kortisolproduktion,
zum anderen birgt die Kortisolexposition in utero bereits geschlechtsspezifische
Auswirkungen auf die TL (112).

1.6.3.6. Die Bedeutung der Telomerbiologie fir die Entstehung von Krankheit und
Gesundheit

Telomere nehmen in ihrer Funktion als Schutzkappen der Chromosomen eine
grundlegende Rolle bei der Erhaltung der genomischen Integritdt und somit auch der
Zellfunktion ein. Eine Vielzahl von Human- und Tierstudien zeigen eine Korrelation
zwischen einer Verkirzung der TL bzw. einer reduzierten Telomeraseexpression, der
verfrihten Entwicklung altersbedingter Erkrankungen sowie einer reduzierten
Lebensdauer auf (104). Anhand dieser Beobachtungen lasst sich schlussfolgern, dass
die initiale TL Neugeborener eine besondere Bedeutung hat und einen potentiellen
Biomarker fur das Erkrankungsrisiko tber die Lebenszeit darstellt (112). Zudem wird die
TL bzw. Telomeraseaktivitdt nicht als statischer Zustand, sondern viel mehr als ein
modellierbares System angesehen, auf welches die intrauterine Umgebung
entscheidend Einfluss nehmen kann (104). Diese Effekte persistieren ein Leben lang.
Beispielsweise zeigen vier grol3 angelegte Longitudinalstudien von Benetos et al., dass
die starksten Variationen der TL der Probanden bereits im Kindesalter auftraten und
diese Unterschiede in den folgenden sechs Lebensdekaden konstant blieben (104, 133).
Als pranatale Einflussfaktoren gelten geburtshilfliche Komplikationen (z.B.
Gestationsdiabetes, Praeklampsie), maternale Stressexposition und psychiatrische
Erkrankungen (z.B. Depressionen), miitterliches Ubergewicht / Adipositas,

Mangelernéhrung etc. (104, 134). Daher stellt die Identifikation potentieller Ursachen fur
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die Telomerverklrzung Neugeborener einen zentralen Ansatz im Verstandnis der
pranatalen Pragung der materno-fetalen Einheit dar (135). Im Sinne der developmental
origins of adult disease Hypothese kdnnten friihzeitig Faktoren identifiziert werden, die
eine langfristige Gesundheit der Kinder fordern bzw. die mit einem erh6htem
Erkrankungsrisiko assoziiert sind. So konnten Risikopatienten friihzeitig identifiziert und

eine individuelle Préavention initiiert werden.

1.7. Fragestellung und Arbeitshypothesen

Aktuelle Studien zeigen vielfaltige Auswirkungen der GC auf den heranwachsenden
Fetus auf. Zum einen sind sie fir seine zeitgerechte Entwicklung obligat, zum anderen
birgt ein GC Uberschuss bzw. eine zu hohe exogene BET Applikation, das Risiko einer
Wachstumsrestriktion und negativer Langzeiteffekte fir die Gesundheitsentwicklung. Im
Forschungsfeld der pranatalen Programmierung rickt zunehmend die Frage nach den
zugrundeliegenden Mechanismen in den Fokus. Ein Erklarungsansatz stellen
epigenetische Veranderungen sowie Modulationen der Telomerbiologie aufgrund einer
gesteigerten intrauterinen GC Exposition dar. Die vorliegende Arbeit untersucht den
Einfluss der pranatalen GC Exposition am Beispiel der ANS zur Lungenreifeinduktion auf
molekularbiologische Verédnderungen im humanen Plazentagewebe. Der Fokus liegt
hierbei auf DNA Methylierungen der glukokortikoid-responsiven Gene NR3C1, 11BHSD2
und FKBP5, die eine zentrale Rolle in der materno - fetalen GC Hamostase einnehmen,
und der Telomerlange. Dartber hinaus findet der moderierende Einfluss des kindlichen
Geschlechts Bericksichtigung. Viele Studien beobachteten im Rahmen einer pranatalen
GC Exposition unterschiedliche Auswirkungen auf der Methylierungsebene bei Jungen
und Madchen. Des Weiteren darf nicht aul3er Acht gelassen werden, dass Madchen
tendenziell langere Telomere aufweisen als Jungen (122). Somit weisen die
Neugeborenen bereits auf der Grundlage ihres Geschlechts Unterschiede in den

Outcome-MalRen auf.

Hypothese I:

Die maternale Betamethasonbehandlung in der Schwangerschaft bei drohender
Frihgeburt ist mit Veranderungen des Methylierungsprofils der plazentaren Gene
NR3C1, 11BHSD2 und FKBP5 assoziiert. Dieser Zusammenhang wird durch das fetale

Geschlecht moderiert.
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Hypothese II:
Die Betamethasonexposition in der Schwangerschaft fuhrt zu einer verkirzten

Telomerlange im humanen Plazentagewebe. Dieser Zusammenhang wird durch das

fetale Geschlecht beeinflusst.
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2. Material und Methoden

Die Rekrutierung des Patientenkollektivs fur die vorliegende prospektive Fall-Kontroll-

Studie erfolgte in der Klinik fir Geburtsmedizin der Charité, Campus Virchow Klinikum
sowie Campus Mitte, von Mai 2008 bis Méarz 2013. Bei der vorliegenden Arbeit handelt
es sich um eine Sekundaranalyse. Die Sammlung des Plazentamaterials war bereits
durch die Arbeitsgruppe (AG) ,Perinatale Programmierung®, einer AG der Abteilung
Experimentelle Geburtsmedizin der Klinik fur Geburtsmedizin der Charité, erfolgt.

2.1. Studienkollektiv und Probengewinnung

2.1.1. Maternales Studienkollektiv

Die Rekrutierung der Schwangeren erfolgte prapartal auf den genannten
geburtsmedizinischen Stationen der Charité. Einschlusskriterien fur Matter mit drohender
Frihgeburt waren das maternale Alter (18. - 45. Lebensjahr), das Vorliegen einer
Einlingsschwangerschaft, der Erhalt eines einmaligen BET Zyklus mit 2x12mg
Betamethason i.m. im Abstand von 24 Stunden wahrend eines Gestationsalters zwischen
23+5 und 34+0 Schwangerschaftswochen (SSW) sowie ein fetales Schatzgewicht (SG)
zwischen der 10. — 90. Perzentile zum Zeitpunkt der ANS (siehe Tabelle 1). Als
Ausschlusskriterien wurden Geburten vor Abschluss der vollstandigen Lungenreife, die
Gabe mehrfacher BET Zyklen, maternale Erkrankungen (Gestationsdiabetes,
Praeklampsie, Eklampsie, HELLP Syndrom, Morbus Cushing sowie Erkrankungen, die
eine GC haltige Therapie bedurfen) bertcksichtigt. Bei Erfillung der genannten Kriterien
konnten die Frauen nach Aufklarung und Unterzeichnung der Einwilligungserklarung in
die Studie aufgenommen werden. Unter Berlicksichtigung des Gestationsalters erfolgte
die Rekrutierung der Kontrollgruppe. Diese setzt sich aus Frauen zusammen, die
ebenfalls die genannten Kriterien mit Ausnahme der Indikation zur ANS erftllten.
Mithilfe der Mutterpasse konnten die Daten bezuglich des Gewichts bei
Schwangerschaftsfeststellung, der Gewichtszunahme, der Grol3e, des Alters sowie der
Anzahl von Schwangerschaften und Geburten erfasst werden. Informationen zum
Aufnahmegrund, schwangerschaftsassoziierter Erkrankungen / Komplikationen,
antibiotischer Vorbehandlung, Ethnizitat, Nikotinkonsum und Entbindungsmodus konnten
der Patientenakte entnommen werden. Die Berechnung des maternalen BMIs erfolgte

anhand der Formel Kérpergewicht [kg] / (KérpergréRBe [m])?. Das fetale Schatzgewicht
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basiert auf dem Sonografiebefund bei Aufnahme. Die Ethnizitat der Teilnehmerinnen

wurde in die Kategorien européisch versus nicht-européaisch zusammengefasst.

Einschlusskriterien Ausschlusskriterien

maternales Alter: 18. - 45. Lebensjahr

Einlingsschwangerschaft
ANS Gabe zwischen 23+5 und 34+0 SSW | Geburt vor Abschluss der ANS

Schatzgewicht: 10. - 90. Perzentile

einmaliger BET Zyklus = 2x12mg i.m. mehrfache BET Zyklen

maternale Erkrankungen:

- Gestationsdiabetes

- Praeklampsie, Eklampsie, HELLP
- Morbus Cushing

GC haltige Therapien

Tabelle 1: Ein- & Ausschlusskriterien fir die Betamethason (BET) Gruppe

2.1.2. Probengewinnung

Unter Verwendung einer in 16 Sektoren eingeteilten Kreisschablone erfolgte die
systematische Entnahme der Plazentaproben unmittelbar nach Abschluss der
Nachgeburtsperiode (siehe auch (36)). Entsprechend der Fragestellung des primaren
Studiendesigns wurden sowohl Proben aus zentralen, als auch peripheren Anteilen der
Plazenta gewonnen, um regionale Unterschiede in der Vaskularisation und
Genexpression zu berlcksichtigen (36). Die Proben wurden in flissigem Stickstoff

eingefroren und im Anschluss bei einer Temperatur von -80°C gelagert.

Bei der Planung der vorliegenden Sekundaranalyse wurden die Proben unter
Bericksichtigung des Geschlechts und Therapieregimes in vier verschiedene Gruppen
zusammengefasst (mit und ohne BET sowie Frihgeborene versus Reifgeborene).
Folglich sind in der Kontrollgruppe zu gleichen Teilen Frauen mit einer Frihgeburt, jedoch
ohne ANS, vertreten. Als Pendant dazu konnte in der BET Gruppe auch Plazentamaterial
von reifgeborenen Kindern untersucht werden. Demzufolge kann die Frihgeburtlichkeit
in den folgenden Analysen als konfundierende Variable ausgeschlossen werden.

Fur die vorliegende Arbeit erfolgte die Probenauswahl anhand der Menge des

verbliebenen Plazentamaterials (n = 139). Da teilweise nur sehr kleine bis unzureichende
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Materialbestdnde vorlagen, wurde Plazentagewebe aus unterschiedlichen Arealen

verwendet.

2.1.3. Kindliche Parameter

Die Erhebung der anthropometrischen Daten (Geburtsgewicht, Korperlange,
Kopfumfang) der Neugeborenen erfolgte im Rahmen der postnatalen Erstuntersuchung.
Diese wurden von den Hebammen durchgefiihrt. Dabei fanden einheitliche Mal3bander
und Waagen Anwendung. Der Ponderal-Index berechnet sich aus Korpergewicht [kg] /
(KorpergroRe [m])®. Dieser Index dient der Beurteilung der Konstitution des
Neugeborenen (136).

Weiterhin wurde der sogenannte APGAR Score nach 1,5 und 10 Minuten postnatal
erhoben. Der APGAR Score wird zur Beurteilung des klinischen Zustands des
Neugeborenen verwendet. Bei einer Gesamtzahl von <5 Punkten liegt eine vitale
Bedrohung fiir das Neugeborene vor, 5-8 Punkte entsprechen einer grenzwertigen,
beobachtungsbedurftigen Situation, 9-10 Punkte erreichen lebensfrische Neugeborene.
Entsprechend der routinemaRigen Versorgung Neugeborener erfolgte ebenfalls die
Ermittlung des Saure-Basen-Status aus der Nabelarterie zur Diagnose und Einschatzung
einer potentiell unter der Geburt entstandenen Azidose. Der Grenzwert des pH-na liegt
bei 7,00 (137).

2.2. Protokoll der DNA Isolierung aus humaner Plazenta

In Vorbereitung auf die folgenden Analysen musste die Extraktion der DNA aus dem
Plazentagewebe erfolgen. Fur die vorliegende Arbeit habe ich zum Erhalt optimaler
Messergebnisse hinsichtlich des DNA Reinheitsgrades die Methode der DNA Extraktion
aus humanem Plazentagewebe durch mechanische Homogenisierung und Verwendung
des Quick-DNA™ Miniprep Plus Kits (Zymo Research, Irvine, USA; Katalognummer
D4068) etabliert.

|. Probenvorbereitunag:

Als Probengefale wurden die Lysing Matrix D Rohrchen mit Keramikkugeln (ceramic
beads) der Firma MP biochemicals verwendet. Vom gefrorenen Plazentagewebe wurden
jeweils ca. 25mg auf Trockeneis abgewogen und dem Lysing Matrix R6hrchen zugefihrt.

Die Keramikkugeln sowie die Plazentaprobe wurden zundchst mit 295ul Aqua destillata
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benetzt. Im Anschluss wurden 95ul Solid Tissue Puffer (Quick-DNA™ Miniprep Plus Kit,

Zymo Research) zugegeben.

Il. Mechanische Homogenisierunag:

Die Lysing Matrix D R6hrchen wurden in den FastPrep 24 (MP Biomedicals) eingesetzt.
Der Homogenisator wurde unter Verwendung der Grundeinstellung (MP24x2) fir
insgesamt 90 Sekunden mit einer Geschwindigkeit von 6m/s genutzt. Danach wurden
alle Proben 5 Minuten bei einer Geschwindigkeit von 5000xg zentrifugiert (Eppendorf
Centrifuge 5424R). Die Uberstande wurde in Mikroreaktionsrohrchen (Eppendorf;1,5ml)

uberfiihrt.

lll. Enzymatischer Verdau:

Fur den enzymatischen Verdau fand die Proteinkinase K Anwendung. Jede Probe wurde
mit 10pl Proteinkinase K (Quick-DNA™ Miniprep Plus Kit, Zymo Research) versetzt. Es
folgte die Inkubation der Proben bei einer Temperatur von 55°C fir insgesamt zwei
Stunden. Nach grtindlichem Mischen der Proben wurden jeweils 200ul der Losung in ein

neues Mikroreaktionsgefald (Eppendorf; 2mL) Uberfuhrt.

V. DNA Extraktion:

Der weitere Versuchsablauf entspricht dem Herstellerprotokoll des Quick-DNA™
Miniprep Plus Kits (Zymo Research, Irvine, USA) fir feste Gewebeproben. Alle im
Folgenden genannten Losungen sind Bestandteile des DNA Kits. Fir das Zentrifugieren
wurde die Zentrifuge von Eppendorf 5804R genutzt.

Zu der bereits extrahierten Lésungen (a 200ul) wurden jeweils 400ul Genomic Binding
Pufferlosung hinzugegeben. Die Losungen wurden grindlich vermischt und in eine
sogenannte Zymo Spin IIC-XL Saule transferiert und fur eine Minute bei >12000xg
zentrifugiert. Die spezielle Reaktionssaule der Firma Zymo wurde in ein neues
Reaktionsgefald eingesetzt, mit 400ul DNA Pre-Wash Buffer gewaschen und zentrifugiert
(eine Minute bei >12000xg). Das Reaktionsgefall wurde im Anschluss entleert und das
spezielle R6hrchen wieder eingesetzt. Analog zu den vorherigen Schritten wurde die
Spezialsdule nochmals mit zun&achst 700ul g-DNA Wash Buffer versetzt, zentrifugiert und
dann mit 200ul g-DNA Wash Buffer gewaschen. Im Anschluss an die erneute
Zentrifugierung wurde das Eppendorfgefald verworfen und die Zymo-Spin Saule in ein
Neues eingesetzt. Im letzten Schritt erfolgt die Elution mit 50ul DNA Elution Puffer. Nach
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einer Inkubationszeit von insgesamt 5 Minuten bei Raumtemperatur erfolgt die letzte

Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit fir eine Minute.

V. Interne Qualitatskontrolle:

Zur Uberprifung des Reinheitsgrades der DNA sowie der Konzentrationsbestimmung
fand der FLUOstar Omega (BMG Laptech) Anwendung. Ein hoher DNA Reinheitsgrad
wurde bei dem Verhaltnis A260/A280 > 1,8 angenommen.

VI. Lagerung:

Alle Proben wurden aliquotiert und bei einer Temperatur von -80°C eingelagert.

Materialien, Reagenzien Hersteller

Lysing Matrix D, 2mL Tube MP Biomedicals
Quick-DNA™ Miniprep Plus Kit, Zymo Research
Katalognummer D4068

Ampuwa Spullésung Fresenius Kabi

Gerate Firma

FastPrep®-24 MP Biomedicals

Feinwaage Sartorius

Zentrifuge Eppendorf Centrifuge 5424R
Zentrifuge Eppendorf Centrifuge 5804R
FLUOstar Omega BMG Laptech

Tabelle 2: Ubersicht verwendeter Materialien und Geréate

2.3. Analyse der DNA Methylierungen

Die Analyse des DNA Methylierungsprofils aus humaner Plazenta erfolgte am Max-
Planck-Institut fur Psychiatrie in Minchen, Deutschland, durch Frau M. Rex-Haffner. Es
wurde jeweils 1ug DNA der insgesamt 139 Plazentaproben geldst in 40ul DNA Elution
Buffer (Quick-DNA™ Miniprep Plus Kit, Zymo Research, Irvine, USA) an das dortige
Labor Ubergeben.

Laut Protokoll wurde zunéchst die Bisulfit Konversion der DNA mithilfe des EZ-96 DNA
Methylation Kit (Zymo Research, Irvine, USA) durchgefihrt. Zur Erfassung des Genom-
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weiten Methylierungsstatus fanden die Illumina Infinium MethylationEPIC Arrays (Illumina
Inc., San Diego, USA) entsprechend dem Herstellerprotokoll Anwendung. Die
Auswertung der Arrays erfolgte unter Verwendung des iScan Systems (lllumina Inc., San
Diego, USA). Fur die Analysen der vorliegenden Arbeit wurden die CpGs untersucht, die
auf den EPIC Arrays abgebildet worden waren und in den 3 Kandidatengenen lokalisiert
sind (NR3C1 Gen: 89 CpGs, 11BHSD2 Gen: 23 CpGs und FKBP5 Gen: 50 CpGs). Die
Qualitatskontrolle erfolgte mithilfe der R-Software minfi. Das finale Datenset beinhaltete

insgesamt 162 getestete CpGs der drei Kandidatengene.

2.4. Bestimmung der Telomerlange

Die Bestimmung der Telomerlange erfolgte am Center for Environmental Sciences an
der Universitat in Hasselt, Belgien, durch die Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. T. Nawrot
mittels Real-Time PCR (qPCR). Hierfur wurde pro Probe 1ug DNA bendtigt. Zunachst
erfolgte die Uberprifung der DNA Integritat mithilfe der Agarose-Gelelektrophorese. Fur
die gPCR wurden pro Probe genau 5ng DNA bendtigt. Eine genau Beschreibung der
Analyseschritte der Arbeitsgruppe fur die Ermittlung der TL mittels gPCR findet sich im
Anhang, Kapitel 3, der Arbeit von Martens et al. (138).

Fir die Berechnung der Telomerlange wurde die Software gBase (Biogazelle,
Zwijnaarde, Belgium) verwendet. Die relative Telomerlange wird im Folgenden als T/S-
Ratio angegeben. Hierbei entspricht T der relativen Telomerlange, die ins Verhaltnis zur

Sequenzlange eines Referenzgens, einem single copy gene (S), gesetzt wird.

2.5. Statistische Auswertung

Die statistischen Analysen bezlglich der deskriptiven Statistik und Charakterisierung der
Stichprobe wurden mit der Software SPSS 25 (IBM SPSS Statistics, Armonk, New York,
USA) durchgefiihrt. Ergebnisse mit p < .05 wurden als signifikant gewertet.

Im ersten Schritt erfolgte die Erstellung der deskriptiven Statistik fir die maternalen
Parameter sowohl fur die BET- / Kontrollgruppe, als auch unter Bertcksichtigung des
Gestationsalters (Friih- vs. Reifgeborene). Mithilfe des t-Testes flr unabh&ngige
Stichproben wurden die Charakteristika maternales Alter bei Entbindung, Koérpergrol3e,
Gewicht und BMI bei Schwangerschaftsfeststellung sowie bei Entbindung auf
Unterschiede in den beiden Kohorten untersucht. Aufgrund der rechtsschiefen Verteilung

der Angaben zu Gravida / Para fand der Mann-Whitney-U-Test zur Bewertung von
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Unterschieden in den beiden Vergleichsgruppen Anwendung. Fur die Parameter
Ethnizitat, Nikotinkonsum, vorzeitiger Blasensprung, antibiotische Therapie und
Entbindungsmodus (Spontanpartus vs. Sectio) wurden zunachst Kreuztabellen angelegt
und im Anschluss der Chi-Quadrat-Test nach Pearson durchgefuhrt, um auf einen
Zusammenhang zwischen den genannten Parametern und der BET Applikation zu
testen. Fur alle Analysen wurden Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet.

Im zweiten Schritt erfolgte die Datenanalyse der kindlichen Parameter. Zunachst wurden
Neugeborene der BET- und Kontrollpopulation beziglich des Geschlechts und der
Frihgeburtlichkeit mithilfe des Pearson-Chi-Quadrat-Test verglichen. Weiterhin wurde
ein t-Test fur unabhangige Stichproben durchgefuhrt, um zu ermitteln, ob es einen
Unterschied der durchschnittichen Dauer des Gestationsalters [Tage] bei den
Neugeborenen der BET- und Kontrollgruppe gibt. Dartber hinaus wurde im gleichen
Testmodus untersucht, ob es signifikante  Unterschiede bezilglich der
anthropometrischen Faktoren Geburtsgewicht, Korperlange, Kopfumfang, Ponderal
Index nach BET Gabe zwischen den Studiengruppen vorliegen. Auch fand der t-Test fur
unabhangige Stichproben Verwendung, um zu untersuchen, ob sich der arterielle
Nabelschnur-pH zwischen den Neugeborenen der BET und Kontrollgruppe
unterscheidet. Aufgrund der linksschiefen Verteilung der APGAR Werte wurde flr deren
Beurteilung hinsichtlich einer moglichen Einflussnahme der BET Gabe der Mann-
Whithney-U-Test genutzt. Fur die genannten Testverfahren werden Mittelwerte und

Standardabweichung angegeben.

2.5.1. Statistische Analyse der DNA Methylierung

Die statistische Auswertung der genomweiten Assoziationsstudie wurde durch Frau Dr.
rer. nat. D. Czamara vom Max Planck Institut fir Psychiatrie in Minchen durchgefihrt.
Zunachst wurde der prozentuale Anteil der methylierten Zellen, der sogenannte beta-
Wert (B-Wert), fur jedes Sample berechnet. Hierfir wurde die Software R bzw. das R-
Paket minfi verwendet. Der B-Wert ist definiert als Quotient aus der Intensitat des
methylierten Allels (M) / Intensitdt des unmethylierten Allels (U) + Intensitdt des
methylierten Allels (M) + 100. Der p-Wert liegt zwischen 0 und 1 bzw. 0 und 100%. Das
Ergebnis 0 gibt an, dass keine methylierten Moleklle nachweisbar waren. Je mehr sich
der B-Wert der Zahl 1 bzw. 100% nahrt, desto haufiger kénnen methylierte CpG Sites

nachgewiesen werden (139, 140).
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Anschlieiend wurde eine Subset-quantile Within Array Normalization (SWAN) (141)
durchgefuhrt. Zwei Samples wurden aufgrund technischer Artefakte ausgeschlossen,
sodass insgesamt 137 Proben fiir die Assoziationsanalysen verwendet werden konnten.
Mithilfe des R-Pakets RefFreeEWAs (142) erfolgte die Uberpriifung der Anzahl der
vorliegenden Zelltypen. Hier bestatigte sich, dass nur ein Zelltyp vorliegt. Anhand der
anatomischen  Lokalisation der  Probenentnahmestellen ist von reinem
Trophoblastgewebe auszugehen, sodass in den folgenden Analysen eine Korrektur fur

den Zelltyp entfiel.

Mithilfe von linearen Regressionsanalysen wurde untersucht, ob ein Zusammenhang
zwischen der BET Exposition und Veranderungen im Methylierungsprofil der Gene
NR3C1, 11HSD2 und FKBP5 im Plazentagewebe besteht. Als abhéangige Variable
wurde der B-Wert der jeweilige Methylierungsprobe verwendet. Als Kovariaten wurden
das Geschlecht des Kindes, das Gestationsalter, maternales Alter bei Entbindung,
Ethnizitat (européisch vs. nicht-européisch) und miutterlicher Nikotinkonsum verwendet.
AnschlieRend wurde auf geschlechtsspezifische Unterschiede untersucht, indem die
Analysen jeweils nur in der weiblichen bzw. mannlichen Kohorte durchgefiihrt worden
sind. Im dritten Schritt wurde berechnet, ob Interaktionen zwischen der ANS und dem
kindlichen Geschlecht vorliegen. Zusatzlich wurde innerhalb der BET Kohorte untersucht,
ob das zeitliche Intervall zwischen ANS und Geburt Einfluss auf die Methylierungsstruktur
der Kandidatengene im Plazentagewebe nimmt. Hierfir wurden ebenfalls lineare
Regressionsanalysen unter Bertcksichtigung der oben genannten Kovariaten erstellt.
Alle Assoziationen wurden fur multiples Testen Uber alle Methylierungsproben korrigiert.
Hierflir wurde eine false-discovery-rate (FDR) nach Benjamini-Hochberg (143) von 0.05

angesetzt.

2.5.2. Statistische Analyse der Telomerlange

Als abhangige Variable wurde stets die TL verwendet. Zunachst erfolgte fir jeden
Einflussfaktor jeweils ein Gruppenvergleich mittels t-Test. Im Anschluss wurden
multivariate Modelle mithilfe des allgemeinen linearen Modells (SPSS 25, IBM SPSS
Statistics, Armonk, New York, USA) erstellt, die fur die Kovariaten fetales Geschlecht,
Gestationsalter, maternales Alter, prakonzeptioneller BMI, Vorliegen einer Infektion

sowie Antibiotikagabe wahrend der Schwangerschaft adjustiert sind, da sie potentiell den
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Zusammenhang zwischen intrauterinen Parametern und kindlicher TL konfundieren

konnen (144). Das Signifikanzniveau wurde fur alle Analysen bei p < .05 angesetzt.

Im ersten Schritt wurde fur den Einflussfaktor BET mittels t-Test flr unabhangige
Stichproben untersucht, ob sich die mittlere TL in Abhangigkeit von der ANS in den
beiden Studienkohorten unterscheidet. Im Anschluss erfolgte die Erstellung eines
multivariaten Modells, in dem die Einflussnahme der ANS auf die TL unter
Berucksichtigung der oben genannten Kovariaten analysiert worden ist. Analog dazu
wurde im zweiten Schritt der Einflussfaktor fetales Geschlecht auf die TL untersucht. Im
Anschluss wurde der Einflussfaktor BET unter Berlcksichtigung des kindlichen
Geschlechts betrachtet. Hierbei fanden zunachst stratifizierte Analysen innerhalb des
jeweiligen Geschlechts statt. Im multivariaten Modell wurde dann unter Bertcksichtigung
der Haupteffekte ANS und kindliches Geschlecht, des Interaktionsterms fetales
Geschlecht x ANS sowie der oben genannten Kovariaten die Einflussnahme auf die TL
untersucht. Zusétzlich zur Haupthypothese wurde im multivariaten Modell unter
Beruicksichtigung der oben genannten Kovariaten innerhalb der BET Gruppe untersucht,
ob der Zeitpunkt der ANS einen Einfluss auf die TL hat.
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3. Ergebnisse

3.1. Beschreibung der Studienpopulation

3.1.1. Maternale Parameter

Die Studiengruppe umfasst insgesamt 139 Frauen, von denen 54 Schwangere (38.8%)
die BET bei drohender Frihgeburt erhalten haben. Die héaufigsten Ursachen fir die
stationare Aufnahme waren eine Zervixinsuffizienz (n = 34) und ein vorzeitiger
Blasensprung (n = 12). Der Kontrollgruppe konnten 85 Frauen (61.2%) zugeordnet
werden. Diese Kohorte der Schwangeren stellte sich am haufigsten aufgrund eines
vorzeitigen Blasensprungs (n = 32), Wehentéatigkeit / Geburt (n = 17) oder zur geplanten
Sectio / Re-Sectio (n = 6) vor.

Zwischen den beiden Studiengruppen zeigen sich keine signifikanten Unterschiede
bezlglich der maternalen Faktoren Alter, Korpergrof3e, Gewicht und BMI vor der
Schwangerschaft sowie bei Entbindung. Weiterhin besteht kein Zusammenhang
zwischen den Faktoren Ethnizitat, Nikotinkonsum, Entbindungsmodus und der BET
Gabe. Die Ergebnisse sind konsistent unter Beriicksichtigung des Gestationsalters (Frih-
vs. Reifgeborene), wie in Tabelle 3 dargestellt. Es ist jedoch festzuhalten, dass Frauen
in der BET Kohorte signifikant haufiger eine Antibiotikatherapie erhielten (Chi-Quadrat (1)
= 4294, p = .04, n =139). Dieser Effekt zeigt sich nur bei Betrachtung des

Gesamtkollektivs.
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maternale Parameter

Gesamtkollektiv

Friihgeborene (<37+0 SSW)

Reifgeborene (> 37+0 SSW)

(n=139) (n=38) (n=101)
Kontrolle BET p-Wert Kontrolle BET p-Wert Kontrolle BET p-Wert
(n=85) (n=54) (n=19) (n=19) (n=66) (n=35)
Alter bei Entbindung [Jahre] 29.6 +55 28.5+6.2 .30 29.9+6.1 29.5+6.8 .84 295+5.3 28.0+5.8 .20
KorpergréRe [cm] 164.2+6.9 166.2£7.2 A2 164.1+7.1 165.8+5.4 41 164.2+7.0 166.4 £8.2 .18
(n=51) (n=32)
Gewicht vor Schwangerschaft [kg] 64.1+11.4 66.8 £ 14.7 21 67.6 £11.5 67.6 £16.7 1.00 63.0+11.2 66.4 £ 13.8 .19
BMI vor Schwangerschaft [kg/m?] 23.8+4.2 241+51 .64 25.1+4.3 246 +5.6 72 23.4+4.1 239+49 58
(n=51) (n=32)
Gewicht bei Entbindung [kg] 78.4+11.3 79.4£16.0 .67 79.2+9.9 77.0+£16.1 .63 78.1+11.7 80.8 £15.9 .36
(n=80) (n=51) (n=17) (n=63) (n=32)
BMI bei Entbindung [kg/m?] 29.1£ 3.9 28.8+55 .76 29.7+31 28.0t£5.4 27 29.0+£4.2 29.4+55 .72
(n=80) (n=49) (n=17) (n=63) (n=30)
Ethnizitat
> européisch 66 (80.5%) 38 (79.2%) .86 15 (83.3%) 15 (93.8%) 35 51 (79.7%) 23 (71.9%) .39
> nicht-europaisch 16 (19.5%) 10 (20.8%) 3 (16.7%) 1 (6.3%) 13 (20.3%) 9 (28.1%)
(n=82) (n=48) (n=18) (n=16) (n=64) (n=32)
Anzahl Gravidae 2[1;3] 2 [1;3] .88 3[1;3] 2 [1;4] .80 2[1;3] 2[1;3] .88
Median [1. Quartil; 3. Quartil]
Paritat 1[1;2] 1[1;2] .22 2[1;3] 1[1;2] .36 1[1;2] 1[1;2] 17
Median [1. Quartil; 3. Quartil]
Entbindungsmodus
> vaginal 60 (70.6%) 42 (77.8%) 35 15 (78.9%) 16 (84.2%) .68 45 (68.2%) 26 (74.3%) 52
> Sectio caesarea 25 (29.4%) 12 (22.2%) 4 (21.1%) 3 (15.8%) 21 (31.8%) 9 (25.7%)
vorzeitiger Blasensprung 18 (21.2%) 7 (13.0%) .22 8 (42.1%) 5 (26.3%) .30 10 (15.2%) 2 (5.7%) .16
Antibiotikatherapie 14 (16.5%) 17 (31.5%) .04 7 (36.8%) 9 (47.4%) .51 7 (10.6%) 8 (22.9%) .10
Nikotinkonsum 18 (21.2%) 14 (25.9%) .52 6 (31.6%) 6 (31.6%) 1.00 12 (18.2%) 8 (22.9%) .57

Tabelle 3: Ubersicht der maternalen Parameter

Angaben in Mittelwert + Standardabweichung bzw. absolute und relative Haufigkeit. Bei Abweichung von der Gesamtanzahl der eingeschlossenen Frauen wurde

die Angabe der zur Verfigung stehenden Falle (n) angegeben. Markiert wurden signifikante Veranderungen (p < .05).
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3.1.2. Kindliche Parameter

In der vorliegenden Arbeit wurden 139 Plazentaproben ausgewertet. Wie Abbildung 4
zeigt, setzt sich die BET Gruppe aus 29 Madchen (53.7%) und 25 Jungen (46.3%)
zusammen. Die Vergleichsgruppe setzt sich aus 85 Kontrollen (61.2%) zusammen,
davon waren 38 Neugeborene weiblich (44.7%) und 47 méannlich (55.3%).
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Abbildung 4: Prozentualer Anteil der Geschlechter in der BET- & Kontrollgruppe

Unter Berlcksichtigung des Gestationsalters wurden in dieser Sekundaranalyse die
Daten von 38 Friihgeborenen (27.3%) und 101 Reifgeborenen (72.7%) ausgewertet. Von
den Fruhgeborenen haben 19 Neugeborene (35.2%) die Lungenreife mit BET erhalten.
Im Vergleich dazu gab es 19 Frihgeborene (22.4%), die diese supportive Therapie nicht
erhalten konnten. In der Gruppe der reifgeborenen Kinder hatten 35 Kinder (64.8%) vorab
die Indikation zur ANS erflllt. 66 Neugeborene (77.6%) waren reifgeborenen und
bedurften keine Therapie (siehe Abbildung 5). Es besteht kein Zusammenhang zwischen
dem kindlichen Geschlecht (Chi-Quadrat (1) = 1.0, p = .30) bzw. dem Gestationsalter
(Chi-Quadrat (1) = 2.7, p = .10) und der Indikation zur ANS.

Es gibt keinen signifikanten Unterschied zwischen dem durchschnittlichen
Gestationsalter [Tagen] in den Vergleichsgruppen. In der BET Gruppe betrug das mittlere
Gestationsalter M = 266.8 Tage, SD = 14.9, n = 35. Die Mitter der Kontrollgruppe (M =
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267.7 Tage, SD = 13.1, n = 85) waren im Vergleich nicht signifikant langer schwanger (t
(137) =.382, p =.70).
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Abbildung 5: Prozentualer Anteil der Friih-/ Reifgeborenen in der BET- & Kontrollgruppe

Im Rahmen der deskriptiven Analyse fallt auf, dass Neugeborene, die die BET Gabe zur
Lungenreifeinduktion erhalten haben, einen kleineren Kopfumfang (M = 33.5, SD = 1.7,
n = 54) haben, als ihre altersgleichen Kontrollen (M = 34.4, SD = 1.4, n = 85; p = .001).
Dieser Aspekt wurde in Abbildung 6 veranschaulicht. In Abbildung 7 ist der Effekt auch
fur die reifgeborenen Kinder dargestellt (BET Gruppe: M = 34.0, SD = 1.5, n = 35 vs. der
Kontrollgruppe: M = 34.8, SD = 1.2, n = 66; p = .01). In der Kohorte der Frihgeborenen
ergeben sich keine signifikanten Unterschiede bezlglich des Kopfumfanges (BET: M =
32.6,SD =1.7,n=19; Kontrolle: M =33.1, SD =1.3,n = 19; p = .36).

Ebenfalls weisen Frilhgeborene der BET Gruppe einen signifikant niedrigeren arteriellen
Nabelschnur pH auf (M = 7.29, SD = 0.6, n = 19), als die Frihgeborenen, die der
Kontrollgruppe angehéren (M = 7.33, SD = 0.4, n = 19; p = .03). Bei Betrachtung des
Gesamtkollektivs sowie der Subgruppenanalyse der Reifgeborenen ist dieser Effekt nicht

reproduzierbar.
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Fir die Parameter kindliches Geschlecht, Gestationsalter, APGAR nach 1, 5, und 10
Lebensminuten sowie fiur die anthropometrischen Parameter Koérperlange,
Geburtsgewicht und Ponderal Index zeigen sich weder in der Gesamtbetrachtung der
Studiengruppen noch in der Analyse der Subgruppen Friih-/ Reifgeborene signifikante

Unterschiede. Tabelle 4 gibt einen Uberblick tiber alle kindlichen Parameter.

Gesamtkollektiv
BET p=.001 Kontrolle
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Abbildung 6: Kopfumfang im Gesamtkollektiv fiir die BET- & Kontrollgruppe
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Abbildung 7: Kopfumfang der reifgeborenen Kinder der BET- & Kontrollgruppe
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Kindliche Parameter

Gesamtkollektiv

Frihgeborene (<37+0 SSW)

Reifgeborene (> 37+0 SSW)

(n=139) (n=38) (n=101)
Kontrolle BET p-Wert Kontrolle BET p-Wert Kontrolle BET p-Wert
(n=85) (n=54) (n=19) (n=19) (n =66) (n=35)
Geschlecht
e weiblich 38 (44.7%) 29 (53.7%) .30 7 (36.8%) 9 (47.4%) .51 31 (47.0%) 20 (57.1%) .33
e mannlich 47 (55.3%) 25 (46.3%) 12 (63.2%) 10 (52.6%) 35 (53.0%) 15 (42.9%)
Gestationsalter [Tage] 267.7+13.1 266.8 £ 14.9 .70 248.6 £ 6.7 250.2+7.5 .51 273.2+85 275.8+8.7 .15
Koérperlange [cm] 50.0+2.6 49.7+2.7 .51 47.6+2.0 47.8+2.1 .75 50.7+2.4 50.7+2.4 .97
Kopfumfang [cm] 344+14 335+1.7 .001 331+13 326+1.7 .36 348+1.2 34.0+15 .01
Geburtsgewicht [g] 3194.4+434.8 3093.0 + 544.6 .25 2716.8+313.9 2695.0+431.9 .86 3331.8+362.2 3309.0+476.6 .79
Ponderal-Index 26+.25 25+.24 .21 25+ .16 25+.25 .40 2.6+.28 25+.22 .43
Nabelschnur pH 7.29 + .07 7.29 + .06 .95 7.33+.04 7.29 + .06 .03 7.27 + .07 7.28 + .06 .51
(n=84) (n=53) (n =65) (n=34)
APGAR nach 1 min 91[9;9] 91[9;9] .68 9[9;9] 9[8;9] .54 91[9;9] 9[9;9] .88
(Median [1. Quartil; 3.
Quartil])
APGAR nach 5min 10 [10;10] 10 [9;10] .18 10 [9;10] 10 [9;10] .37 10 [10;10] 10 [10;10] .59
(Median [1. Quartil; 3. (n=84) (n=18)
Quartil])
APGAR nach 10min 10 [10;10] 10 [10;10] .16 10 [10;10] 10 [10;10] 1.0 10 [10;10] 10 [10;10] .09
(Median [1. Quartil; 3. (n=84) (n=18)

Quartil])

Tabelle 4: Ubersicht der kindlichen Parameter

Angabe in Mittelwert + Standardabweichung bzw. absolute und relative Haufigkeit. Bei Abweichung von der Gesamtanzahl der beriicksichtigten Kinder wurde die

Angabe der zur Verfligung stehenden Félle (n) angegeben. Markiert wurden signifikante Veranderungen (p < .05).
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3.2. DNA Methylierungen

In den folgenden Darstellungen finden die Daten von 137 Plazenten Bertcksichtigung.
Es wurden insgesamt 162 CpGs fur die oben genannte Hypothese ausgewertet. Eine
Ubersicht aller Ergebnisse der Regressionsanalysen findet sich gegliedert nach den drei
Kandidatengenen im Anhang in den Tabellen 6 - 9. Alle Assoziationen der vorliegenden
genomweiten  Assoziationsstudie wurden fur multiples Testen Uber alle
Methylierungsproben korrigiert. Hierfir wurde eine false-discovery-rate (FDR) nach
Benjamini-Hochberg von 0.05 angesetzt. Alle Analysen sind adjustiert fur das kindliche
Geschlecht, das Gestationsalter, maternales Alter bei Entbindung, Ethnizitat (européisch

vs. nicht-europdisch) und maternalen Nikotinkonsum.

3.2.1. Einflussfaktor: BET

Um den Einfluss der BET Gabe zu untersuchen, sind 89 CpGs des NR3C1 Gens auf
Chromosomen 5 analysiert worden. Infolge der ANS ergaben sich fir das NR3C1 Gen
keine signifikanten Veranderungen im Methylierungsprofil nach FDR Korrektur (alle p-
Werte nach FDR Korrektur > .63).

Die Analyse der 23 CpG sites des 11BHSD2 Gens beziglich eines potentiellen
Einflusses der antenatalen BET Exposition ergab ebenfalls keine signifikanten
Adaptationen des Methylierungsausmalfies nach FDR Korrektur (alle p-Werte nach FDR
Korrektur > 1).

Wahrend wir bei den vorherigen Genen keine Signifikanzen feststellen konnten, liel3 sich,
wie in Abbildung 8 dargestellt, in der Analyse des FKBP5 Gens in der CpG site
€g22363520 (Chromosomen 6, Basenpaarposition 35558488) unter Beriicksichtigung
der Kovariaten kindliches Geschlecht, Gestationsalter, maternales Alter, maternaler
Nikotinkonsum und Ethnizitat eine signifikante Hypomethylierung nachweisen (p-Wert
nach FDR Korrektur = 3.78x1079%). Wie Abbildung 9 zeigt, ist dieser Effekt gleichermaRen
bei mannlichen (p-Wert nach FDR Korrektur = 1.7x10®), als auch weiblichen
Neugeborenen (p-Wert nach FDR Korrektur = 2.1x10) zu beobachten. Insgesamt
wurden im Rahmen der Analyse 50 CpGs des FKBP5 Gens untersucht.
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Abbildung 8: DNA Methylierung der CpG Site cg223635209 des FKBP5-Gens in der BET- &
Kontrollgruppe
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Abbildung 9: DNA Methylierung der CpG Site ¢cg223635209 des FKBP5-Gens a) aller Jungen und b) aller
Madchen
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3.2.2. Einflussfaktor: kindliches Geschlecht

Soweit im Rahmen der Analyse der 89 CpGs des NR3C1 Gens beurteilbar, kann ein
Einfluss des kindlichen Geschlechts auf die DNA Methylierung des Kandidatengens
ausgeschlossen werden (alle p-Werte nach FDR Korrektur > .33).

Dem gegenuber konnte in zwei der 23 getesteten CpGs des 11BHSD2 Gens eine
Hypermethylierung bei den Madchen nachgewiesen werden. Wie in Abbildung 10 & 11
dargestellt, zeigte sich sowohl im Lokus ¢g24270678 (Chromosomen 16,
Basenpaarposition 67465029) eine signifikante Hypermethylierung (p-Wert nach FDR
Korrektur = .01), als auch in der CpG Site ¢g13678281 (Chromosomen 16,
Basenpaarposition 67466470, p-Wert nach FDR Korrektur = .001).

In den analysierten CpGs des FKBP5 Gens liel3en sich kein Einfluss des kindlichen
Geschlechts auf das DNA Methylierungsprofil nachweisen (alle p-Werte nach FDR

Korrektur > 1).
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Abbildung 10: Methylierung der CpG Site cg24270678 des 115 HSD2 Gens bei Jungen & Madchen
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Abbildung 11: Methylierung der CpG Site cg13678281 des 1153HSD2 Gens bei Jungen & Madchen

3.2.3. Einflussfaktor: BET unter Berucksichtigung des kindlichen Geschlechts

In der vorliegenden Arbeit kann kein Einfluss des Interaktionsterms BET x kindliches
Geschlecht im Methylierungsprofil der untersuchten CpGs im NR3C1 Gen gefunden
werden (alle p-Werte nach FDR Korrektur > 1).

Auch in der Analyse des 11BHSD2 Gens ergeben sich unter Berucksichtigung der
Interaktionseffekte von antenataler GC Gabe und kindlichem Geschlecht keine
signifikante Veranderungen in der Methylierungsstruktur der untersuchten CpGs (alle p-
Werte nach FDR Korrektur > 1).

Des Weiteren lassen sich auch im FKBP5 Gen keine signifikanten Veranderungen im
Methylierungsprofil unter Berticksichtigung von maéglichen Interaktionen zwischen BET

und kindlichem Geschlecht nachweisen (alle p-Werte nach FDR Korrektur > 1).

3.2.4. Einflussfaktor: Zeitpunkt der ANS

Zusatzlich zur Haupthypothese wurde der Einflussfaktor Zeitpunkt der ANS innerhalb der
BET Kohorte untersucht. In keinem der Kandidatengene lie3en sich signifikante
Adaptationen des Methylierungsprofils nach multiplen Testen nachweisen (alle p-Werte
nach FDR Korrektur > 1).
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3.3. Analysen der Telomerlange

Far alle im folgenden dargestellten Einflussfaktoren erfolgt zunéchst die Beschreibung
der jeweiligen Gruppenvergleiche ohne Adjustierung. Im Anschluss werden jeweils
multivariate Analysen prasentiert. Hierbei wurde fir die Kovariaten fetales Geschlecht,
Gestationsalter, maternales Alter, préakonzeptioneller BMI, Vorliegen einer Infektion
sowie Antibiotikagabe wahrend der Schwangerschaft kontrolliert, da diese Faktoren
potentiell einen konfundierenden Einfluss auf die untersuchten Zusammenhange haben
konnen (144).

3.3.1. Einflussfaktor: BET

Der Gruppenvergleich zeigt, dass sich die TL in der BET Gruppe (M = 1.02 [T/S], SD =
.22, n = 53) nicht signifikant von der TL in der Kontrollgruppe (M = 1.02 [T/S], SD = .25,
n = 80) unterscheidet (t(131) = .03, p =.98).

Dementsprechend ist auch im multivariaten statistischen Modell kein signifikanter Effekt
der ANS auf die TL nachweisbar (F(1,128) = .01, p =.92, n = 130).

3.3.2. Einflussfaktor: kindliches Geschlecht

Bei der isolierten Untersuchung der Einflussnahme des kindlichen Geschlechts auf die
TL, fallt auf, dass Jungen kirzere Telomere (M = .98 [T/S], SD = .24, n = 68) aufweisen,
als ihre weiblichen Altersgenossinnen (M = 1.06 [T/S], SD = .24, n = 65), t(131) = 1.9, p
= .06. Im multivariaten Modell ist ein signifikanter Effekt des fetalen Geschlechts auf die
TL nachweisbar (F(1,128) = 4.69, p = .03, n = 130).

3.3.3. Einflussfaktor: BET unter Berlicksichtigung des kindlichen Geschlechts

Es erfolgte zunachst die Bewertung des BET Einflusses stratifiziert nach dem kindlichen
Geschlecht. Im paarweisen, intrageschlechtlichen Vergleich ist in den Studiengruppen
kein signifikanter Unterschied der TL bei den Madchen zwischen der BET- und
Kontrollgruppe darstellbar (BET: M = 1.02 [T/S], SD = .24, n= 28; Kontrolle: M = 1.09
[T/S], SD = .24, n = 37; p = .21). Die Analyse der méannlichen Probanden ergibt ebenfalls
keinen signifikanten Unterschied der TL in den genannten Vergleichsgruppen (BET: M =
1.02 [T/S], SD = .21, n = 25, Kontrolle: M = .96 [T/S], SD = .25, n =43; p = .28).
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Wie Abbildung 12 zeigt, kommt es unter dem Einfluss der BET Gaben deskriptiv zu einer
Zunahme der TL bei den Jungen, sodass sich insgesamt die TL zwischen den
Geschlechtern angleicht (Madchen: M = 1.02; SD = .24, n = 28; Jungen: M = 1.02; SD =
.21;n =25; p =.95).
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Abbildung 12: Telomerlénge in der BET- & Kontrollgruppe stratifiziert nach dem kindlichen Geschlecht

Zusatzlich zu den stratifizierten Berechnungen erfolgte auch eine multivariate Analyse
mit dem Interaktionsterm fetales Geschlecht x ANS. Hier konnte unter Beriicksichtigung
des Interaktionsterms, den Haupteffekten fetales Geschlecht und ANS sowie den oben
genannten Kovariaten jedoch kein signifikanter Einfluss des Interaktionsterms auf die TL
nachgewiesen werden (F(3,126) = 3.02, p =.09; n = 130). Tabelle 5 zeigt die statistischen
Kennwerte fir dieses Modell.
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Pradikator Freiheitsgrade (df) F-Test p-Wert

Geschlecht 1 2.83 10

ANS 1 .02 .88

fetales Geschlecht x ANS 1 3.02 .09
maternales Alter 1 1.29 .26
prakonzeptioneller BMI 1 .02 .90
Gestationsalter 1 .39 54
Infektion 1 2.76 10
Antibiose 1 2.54 A1

Tabelle 5: Multivariate Analyse mit dem Interaktionsterm fetales Geschlecht x ANS

Statistische Kennwerte fiir das Modell, das den Einfluss des Interaktionsterms fetales Geschlecht x ANS

unter Berucksichtigung der Haupteffekte und Kovariaten auf die TL beschreibt

3.3.5. Einflussfaktor: Zeitpunkt der ANS

Zusatzlich zur Haupthypothese wurde der Einfluss des Zeitpunktes der ANS wéhrend der
Schwangerschaft unter Bertcksichtigung der oben genannten Kovariaten in der BET
Gruppe auf die TL untersucht. Fir den Zeitpunkt der ANS ist kein signifikanter Einfluss
auf die TL (F(33,16) = .26, p = 1.00, n = 50) nachweisbar.
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4. Diskussion

Das Forschungsfeld der perinatalen Programmierung bietet einen mdglichen
Erklarungsansatz fur die Transmission friiher Umweltfaktoren auf das ungeborene
Kind und dessen Gesundheit im weiteren Lebensverlauf. Es wird angenommen, dass
die Effekte dieser intrauterinen Faktoren durch die Aktivierung der maternalen und
kindlichen HHNA vermittelt werden, was letztendlich in einer gesteigerten
Kortisolexposition des Feten resultiert. Aktuelle Studien zeigen vielfaltige
Auswirkungen einer erhohten GC Exposition auf den heranwachsenden Feten. So
kann eine verstarkte GC Exposition eine Wachstumsrestriktion sowie negative
Langzeiteffekte fur die physische und psychische Gesundheitsentwicklung bewirken.
Aktuell ist nicht abschlie3end geklart, welche Mechanismen auf molekularbiologischer
Basis im Sinne der perinatalen Programmierung die Langzeiteffekte einer
Uberm&aRigen GC Exposition ubertragen bzw. verursachen. Als maogliche
Erklarungsansatze werden sowohl epigenetische Veranderungen, vor allem Hyper- /
Hypomethylierungen, als auch Modifikationen der TL diskutiert.

In der Geburtsmedizin finden synthetische GC regelmél3ig in Form von Betamethason
im Rahmen der ANS bei drohender Friihgeburt Anwendung. Diese Therapie fiihrte zu
einer deutlichen Reduktion der perinatalen Morbiditat und Mortalitat. Insbesondere
unter  Bericksichtigung der medizinisch indizierten BET Gaben zur
Lungenreifeinduktion ist es fir Geburtsmediziner und Eltern wichtig zu kléaren, welche
Folgen diese Therapieoption fur das Neugeborene langfristig haben kénnte und

welche geschlechtsspezifischen Unterschiede zu beachten sind.

In der vorliegenden Studie wurde erstmals der Einfluss der prénatalen GC Exposition
am Beispiel der ANS auf das Methylierungsprofil der glukokortikoid-responsiven Gene
NR3C1,11BHSD2, FKBP5 und der TL in humanem Plazentagewebe unter
Berucksichtigung geschlechtsspezifischer Aspekte untersucht. Hierbei zeigte sich bei
beiden  Geschlechtern nach BET Gabe ein signifikant  geringeres
Methylierungsausmalf im Lokus cg22363520 des FKBP5 Gens. Sowohl fur die Gene
NR3C1 und 11BHSD2, als auch die TL lie3en sich keine signifikanten Veranderungen

nach der pranatalen BET Exposition im Plazentagewebe nachweisen.
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4.1. Einfluss der BET Exposition auf die DNA Methylierung der Kandidatengene
4.1.1. NR3C1 Gen

Das Gen NR3C1 kodiert fir den GR, der insbesondere durch die Bindung des freien
Kortisols im Rahmen der HHNA Aktivierung eine zentrale Rolle bei der Transmission
der GC vermittelten Signalwege einnimmt. Die Methylierung des NR3C1 Gens geht
mit einer reduzierten GR Expression einher. Infolgedessen zirkuliert mehr Kortisol, da
weniger Bindungskapazitdten gegeben sind, und die negative Feedbackschleife kann

nicht ausgelost werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals der Einfluss der GC Exposition am
klinischen Beispiel der ANS auf den Methylierungsstatus des NR3C1 Gens in
humanem Plazentagewebe untersucht. Weder bei der Betrachtung des BET
Einflusses bzw. des kindlichen Geschlechts, noch bei Bertcksichtigung der in
Abschnitt 3.2. genannten Kovariaten zeigten sich signifikante Veranderungen im
Methylierungsprofil der 89 untersuchten CpGs des Kandidatengens NR3C1.

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse kann diskutiert werden, dass die BET Gabe zur
Lungenreifeinduktion lediglich eine kurzfristige Dysbalance im GC Haushalt darstellt
und daher keinen und / oder keinen langanhaltenden Effekt auf das DNA
Methylierungsprofil des GR in humaner Plazenta hat. Bisher wurden vor allem
Auswirkungen einer chronischen Stressexposition wéahrend der Schwangerschaft
untersucht. Beispielsweise konnte eine Assoziation zwischen einer langfristigen
pranatalen Stressexposition in Form einer maternalen Depression und einer
reduzierten Expressionsrate des GR in der Plazenta aufgezeigt werden (145, 146). Im
Mausmodell beschreiben Mueller und Bale, dass sowohl der Zeitpunkt der pranatalen
Stressexposition, als auch das fetale Geschlecht Einfluss auf die neurobiologische
Entwicklung und das Verhalten nehmen. So weisen nur mannliche Mausejungen nach
friher Stressexposition depressive Symptome sowie eine erhdhte Stressreaktivitat auf
(147). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Neugeborene von Mittern, die im 2.
Trimenon vermehrt Stress erfahren hatten, eine reduzierte Selbstregulierung, einen
verminderten Muskeltonus und eine ausgepragtere Lethargie aufwiesen (148). Als
einen Transmissionsmechanismus weisen die Wissenschaftler eine verstarkte

Methylierung des NR3C1 Gens und eine konsekutiv verminderte GR Expression nach
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(147). Folglich bleibt das negative Feedback aus und es kommt zu einer dysregulierten
HHNA - Aktivitat und erhohten Kortisolspiegeln (149).

4.1.2. 11BHSD2

Das in der Plazenta lokalisierte 11HSD2 Enzym spaltet Kortisol in seine inaktiven
Metaboliten. Eine chronische prapartale Stressexposition ist mit einer verstarkten
Methylierung des 11BHSD2 Gens assoziiert und geht mit einer reduzierten
Genexpression und somit einer verminderten Anzahl von 11HSD2 Enzymen einher

(148, 150). In der Konsequenz besteht eine hohere fetale Kortisolexposition in utero.

In der vorliegenden Studie wurde der Effekt der ANS im Rahmen der
Lungenreifeinduktion auf die DNA Methylierung des 11BHSD2 Gens in humanem
Plazentagewebe untersucht. Parallel zu den Ergebnissen des NR3C1 Gens war die
GC Exposition nicht mit signifikanten Veranderungen im Methylierungsstatus der 23
untersuchten CpGs des 113HSD2 Gens assoziiert. Bei der isolierten Betrachtung des
kindlichen Geschlechts fiel auf, dass Méadchen in zwei CpG Sites (cg13678281;
€g24270678) einen signifikant hoheren Methylierungsgrad aufwiesen, als die
mannlichen Neugeborenen. Anhand des Ergebnisses kann diskutiert werden, dass
weibliche Feten in utero einer hoheren Kortisolexposition aufgrund der reduzierten
Anzahl von 11BHSD2 Enzymen infolge der Hypermethylierung der zwei Genloki
ausgesetzt sind. Infolgedessen misste in weiteren Studien untersucht werden, ob
weibliche Feten / Neugeborene potentiell sensibler auf exogene Kortisoleinfliisse

reagieren.

Bezugnehmend auf die aktuelle Literatur stehen die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit teilweise im Widerspruch. Beispielsweise zeigen Jensen Pena et al. im
Tiermodell (Ratte) eine signifikante Reduzierung der 11BHSD2 mMRNA im
Plazentagewebe im Rahmen einer anhaltenden maternalen Stressbelastung. Als
Ursache wird eine verstarkte DNA Methylierung im Promotorenbereich der 11pHSD2
aufgezeigt (150). Paquette et al. bestatigen &hnliche Beobachtungen in einer
Humanstudie. Diese Arbeitsgruppe berichtet von Assoziationen zwischen
Methylierungen im Promotorenbereich des 11BHSD2 Gens, einer verminderten

11BHSD2 Expression und erhthten Stressanzeichen beim Neugeborenen im Sinne
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einer leichteren Erregbarkeit, Aufmerksamkeitsschwéche und einem reduzierten
Muskeltonus (151). Auch Monk et al. beschreiben Veradnderungen in der
neurobehavioralen Entwicklung im Sinne einer verzdgerten motorischen Entwicklung,
Lernschwierigkeiten sowie einer erhdhten Emotionalitdt infolge einer verstarkten
Kortisolexposition in utero durch Methylierung des 11pHSD2 Gens bei Frauen mit
einem gesteigerten Stresserleben (148). Dennoch gibt es auch Studien, die keine
Assoziation zwischen einer pranatalen Stresserfahrung in Form einer maternalen
Depression und der 11BHSD2 Expressionsrate belegen kénnen. Reinolds et al.
untersuchten in ihrer Arbeit den Einfluss einer maternalen Depression unter
Bericksichtigung des Gestationsalters auf die Plazentafunktion. Frauen mit einer
ausgepragten depressiven Symptomatik wahrend der Schwangerschaft wiesen zwar
mehr GR mRNA auf, jedoch liel3 sich der Effekt fir die 11HSD2 nicht nachweisen
(146). Es gilt zu bertucksichtigen, das bei den zitierten Studien unterschiedliche
Stressformen (z.B. subjektives Stressempfinden, maternale Depressionen) sowie
Methoden zur Quantifizierung von Stress (Fragebdgen, Kortisolbestimmung im
Speichel der Mutter, Assessment Tests fur Neugeborene) Anwendung fanden.
Weiterhin gilt zu beachten, dass die unterschiedlichen Sequenzierungstechniken des
Plazentamaterials Einfluss auf die Auswertung der Methylierungsergebnisse haben
kénnten. Im Vergleich zur vorliegenden Arbeit wurde nie der Einfluss einer exogenen
GC Exposition ausgewertet, sondern Situationen, die mit einem erhéhten

Stresserleben fur Mutter und Kind assoziiert sind, analysiert.

4.1.3. FKBP5

FKBP5 reguliert als sogenanntes Co-Chaperon die Funktion des GR. Es reduziert die
Bindungsaffinitdt des GR und verhindert so die nukleare Translokation, was zu einer
verminderten biologischen Wirkung des GR fihrt (152, 153). Epidemiologische
Studien zeigen, dass v.a. die Kombination aus bestimmten genetischen Varianten des
FKBP5 Gens und stressinduzierte DNA Methylierung von FKBP5 (z.B. im Rahmen von
Missbrauch oder frihen Traumaerfahrungen) zu einem erhohten Risiko fur
stressinduzierte psychiatrische Erkrankungen, wie eine posttraumatische Belastungs-

stérung, Depression oder Suizidalitat fihren kénnen (153, 154).

In der vorliegenden Studie zeigt sich nach pranataler GC Exposition ein signifikant

geringeres Methylierungsausmalfd im Lokus ¢g22363520 des FKBP5 Gens. Sowohl
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bei Madchen, als auch Jungen zeigt sich die gleiche Effektrichtung, sodass

geschlechtsspezifische Unterschiede ausgeschlossen werden kdnnen.

Entsprechend den Erkenntnissen von Wiechmann et al. konnten wir ebenfalls GC
abhangige Veranderungen im Methylierungsprofil im FKBP5 Gens nachweisen (155),
wobei zu bertcksichtigen gilt, dass in der genannten Studie Dexamethason bzw. die
Testung an peripheren Blutzellen sowie Mundschleimhautzellen vollzogen worden ist.
Die von uns beschriebene signifikante Hypomethylierung liegt in der
Basenpaarposition 35558488, die im Intron 7 auf Chromosomen 6 lokalisiert ist. Eine
Methylierung im Intron 7 nimmt eine zentrale Steuerungsfunktion ein. Aufgrund der
Lokalisation des Introns 7 am Transkriptionsstartpunkt des FKBP5 Gens, kann es im
Rahmen einer Methylierung eine Veranderung des FKBP5 Expression herbeifiihren
(153, 154). Die Daten von Klengel et al. lassen die Schlussfolgerung zu, dass eine
Hypomethylierung in bestimmten CpGs, die im Intron 7 des FKBP5 Gens lokalisiert
sind, mit einer verstarkten FKBP5 Expression assoziiert sind. Infolgedessen wird die
Sensitivitat des GR bzw. seine biologische Wirkung reduziert (154). Unter
Berucksichtigung der spezifischen Allelausstattung des FKBP5 Gens konnten auch
Paquette et al. zeigen, dass eine Hypomethylierung in zwei CpGs im Intron 7 des
FKBP5 Gens negativ mit der FKBP5 Expressionrate korreliert (153).

FKBP5 wird u.a. in der Plazenta gebildet, wobei aktuell die funktionelle Relevanz sowie
das epigenetische Potential in der fetalen Entwicklung noch unzureichend erforscht
sind (153). Welche Auswirkung eine reduzierte GR Sensitivitat in der Plazenta nach
antenateler GC Exposition hat, muss in weiteren Longitudinalstudien erforscht werden.
Es kann jedoch durchaus diskutiert werden, ob es sich hierbei um einen potentiellen
Schutzmechanismus vor zu hohen intrauterinen GC Konzentrationen handelt. Dem
gegenuber steht aber auch die Mdglichkeit eines systemischen Effekts, d.h. in allen
fetalen Geweben, inklusive den Immunzellen, wiirde eine verminderte GC Sensitivitat
vorliegen. Als Kompensationsmechanismus koénnte eine dauerhaft gesteigerte
Kortisolproduktion die Folge sein. Die Annahme wird durch die Arbeit von Alexander
et al. gestitzt. Diese Arbeitsgruppe konnte nachweisen, dass Kinder, deren Mutter bei
drohender Frihgeburt die ANS erhalten hatten, noch im Alter von 6-11 Jahren eine
erhohte Kortisol Reaktivitat aufwiesen (156). Folglich kann geschlussfolgert werden,

dass die prapartale GC Exposition bereits friihzeitig zur Programmierung der HHNA-
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Aktivitat fuhrt. In Zusammenschau mit diesen sowie unseren Daten kann aufgrund der
gestorten ultrakurzen negativen Feedbackschleife eine langer andauernde
Kortisolexposition in Stresssituationen die Folge sein. Hierbei kdnnte es sich um einen
langfristigen Programmierungseffekt handeln, sodass diese Kinder sensibler fur
Stresserfahrungen waren und langfristig ein erhdhtes Risiko flr die Entwicklung
stressbedingter Erkrankungen bei entsprechender Gen-Umwelt-Interaktion birgen

kdnnten.

4.1.4. Einflussfaktor: Zeitpunkt ANS

Weder im Methylierungsprofil des NR3C1, des 11pHSD2 Gens, noch im FKBP5 Gen
lieRen sich Effekte fur das Intervall zwischen dem Zeitpunkt der ANS und der Geburt
nachweisen. Dennoch sollte dieser Aspekt in zukinftigen Studien mit einer erweiterten

Stichprobengrdl3e nicht vernachlassigt werden.

4.2. Auswirkung der ANS auf die Telomerlange

Die TL Neugeborener stellt eine Art Grundeinstellung der Zellresilienz dar, die
sukzessive uber die Lebensspanne abnimmt. Studien zeigen eine Korrelation
zwischen einer erniedrigten TL und einer erhéhten Inzidenz altersbedingter
chronischer Erkrankungen, wie Diabetes mellitus, Adipositas, kardiovaskulare
Erkrankungen und letztendlich einer erhéhten Mortalitat auf (104, 123). Die TL bei der
Geburt scheint ein wichtiger Einflussfaktor fir die TL Uber die Lebensspanne
darzustellen und kann deshalb als Vulnerabilitatsmarker fir altersbedingte
Erkrankungen im frihen Leben betrachtet werden (104, 112). Es wird eine stetig
wachsende Anzahl von Risikofaktoren identifiziert, welche in der Pranatalperiode eine

Verkurzung der Telomere begunstigen (104, 124, 144).

Hinsichtlich potentieller Programmierungseffekte einer exogenen GC Exposition am
Beispiel der ANS postulierten wir eine negative Korrelation zwischen BET Gaben und
der TL, wobei geschlechtsspezifische Modulationen zu berlcksichtigen seien.

Die von uns aufgestellte Hypothese bestatigte sich nicht. Bei Betrachtung des
Haupteffekts der ANS waren keine signifikanten Veranderungen der TL nachweisbar.
Im Rahmen der multivariaten Analyse zeigt sich, dass das fetale Geschlecht einen
signifikanten Einfluss auf die TL hat. Hierbei weisen Madchen tendenziell langere

Telomere auf, als Jungen. Unter dem Einfluss der ANS gleicht sich die Telomerlange
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zwischen den Geschlechtern an. Wird die weibliche Kohorte isoliert betrachtet, kann
tendenziell eine Verkirzung der TL nach Erhalt der Lungenreife beschrieben werden,
wobei der Effekt nicht signifikant ist. Genau entgegengesetzt ist der Trend bei den
mannlichen Neugeborenen zu beschreiben: in der BET Gruppe zeigt sich tendenziell
eine Zunahme der TL im Vergleich zur Kontrollgruppe. Jedoch ist auch dieser Effekt

nicht statistisch signifikant.

Einen maoglichen Erklarungsansatz fur den fehlenden Effekt der ANS auf die TL stellt
die relativ kurzfristige Veranderung der GC Exposition wahrend der Schwangerschaft
dar. Fur die regulierte Plazentapassage sorgt eine gesteigerte Expression von
11BHSD2. Folglich gelangt nur ein reduzierter Anteil des Betamethasons in den fetalen
Kreislauf. Braun et al. vermuten, dass die reaktive 11BHSD2 Expressionsrate
geschlechtsabhangig sein konnte. Sie zeigen, dass bei Jungen, v.a. bei den
Frihgeborenen, nach einmaliger BET Applikation eine erhéhte Menge an 11BHSD2
im Plazentagewebe gemessen werden kann. Dem gegenuber induziert die gleiche
Therapie bei Madchen eine Reduktion der 11BHSD2 Produktion und bewirkt somit
einen erhohten transplazentaren Kortisoltransfer (36). Folglich kann man
schlussfolgern, dass Madchen eine hdhere Sensibilitat gegeniber der GC Exposition
aufweisen als Jungen. Bosquet Enlow et al. postulieren, dass ménnliche Feten
besonders sensibel auf maternale Umwelteinflisse reagieren. Die Arbeitsgruppe
untersuchte den Einfluss von potentiellen Risiko- und Schutzfaktoren in der
Schwangerschaft auf die kindliche TL. Hier zeigte sich, dass u.a. ein maternaler
Nikotinabusus sowie ein erhdhter BMI mit einer kiirzeren TL bei Jungen assoziiert war.
Protektiv scheinen ein hdherer maternaler Bildungsgrad und ein hohes MalR an
familiarer Unterstutzung zu sein. Bei den Madchen konnten solche Assoziationen nicht
aufgezeigt werden. Bosquet Enlow et al. schlussfolgern, dass bereits friihzeitig der
Grundstein fur geschlechtsspezifische Pathogenesen von Volkskrankheiten gelegt
wird (157).

Dartber hinaus stellt das Intervall zwischen der ANS und Geburt einen potentiellen
Einflussfaktor der TL dar. In der vorliegenden Arbeit wurde dieser Aspekt zusatzlich
untersucht. Das multivariate Modell in der vorliegenden Arbeit war nicht signifikant. Es

bedarf weitere Studien um zu klaren, ob der Zeitraum flr potentielle
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Programmierungseffekte der TL mit der 24. SSW bereits abgeschlossen ist, denn erst

ab diesem Zeitpunkt ist die ANS zugelassen.

4.3. Auswirkung der Lungenreife auf die fetalen anthropometrischen Parameter
Unumstritten ist die Notwendigkeit der ANS bei drohender Fruhgeburtlichkeit zur
Reduzierung der neonatalen Morbiditat und Mortalitat (90). Dennoch darf nicht aul3er
Acht gelassen werden, dass bereits ein einmaliger BET Zyklus Auswirkung auf die
anthropometrischen Parameter, wie z.B. eine Reduzierung des Geburtsgewichts, der
Korperlange und des Kopfumfangs der Neugeborenen hat (46, 47, 91, 158). Mit einer
Reduktion des Kopfumfangs ist u.a. ein vermindertes Hirnvolumen assoziiert (159).
Fur frihgeborene Kinder hat dieser Aspekt lebenslangliche Folgen. So zeigen
Frihgeborene noch im Alter von sieben Jahren kognitive und motorische
Beeintrachtigung im Vergleich zu gleichalterigen Kindern, die reif geboren worden sind
(160). Auch eine Reduktion des 1Qs (161, 162) und Lernschwierigkeiten wurden im
Zusammenhang mit einem verminderten Kopfumfang (163) bei Neugeborenen
beschrieben. Folglich wird in den aktuellen Empfehlungen von einer repetitiven Gabe

der Lungenreife abgesehen (85).

In der vorliegenden Arbeit fiel im Rahmen der deskriptiven Analyse eine signifikante
Reduktion des Kopfumfangs bei Neugeborenen, die BET exponiert waren, auf.
Interessanterweise konnte der Effekt im Rahmen der Subgruppenanalyse nur bei den
reifgeborenen Kindern reproduziert werden. In der Gruppe der Frihgeborenen konnte
das Phanomen nicht beobachtet werden. Dies ist eventuell darin zu begriinden, dass
die Tokolyse, die simultan zur Lungenreife verabreicht wird, nur bis zum Abschluss der
RDS-Prophylaxe vorgesehen ist, d.h. nach 48 Stunden wird die Tokolyse beendet.
Kommt es im Anschluss zeitnah zur Entbindung, stehen Langzeit-Effekte auf das
Schadelwachstum noch aus, da diese erst im weiteren Entwicklungsverlauf
nachweisbar sind.

Fur die Parameter Geburtsgewicht und Korperlange ergaben sich in der vorliegenden
Arbeit keine signifikanten Unterschiede in den Studiengruppen. Diese Beobachtung
entspricht nicht den vielfach publizierten Auswirkungen der ANS auf die
anthropometrischen Parameter BET exponierter Neugeborener, sodass wir diesen

Widerspruch auf die relativ kleine Studienkohorte zurtckfihren.
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4.4. Starken und Limitationen der Studie

Bei der vorliegenden Sekundarauswertung wurden Daten einer prospektiv angelegten
Fall-Kontroll-Studie verwendet. Dieses kontrollierte Design gewahrleistet einen
genauen Vergleich der Studiengruppen (BET- / Kontrollgruppe bzw. Frih- /
Reifgeborene). Besonders hervorzugeben ist das ausgeglichene Verhéaltnis von
gestationsalterkontrollierten Mutter-Kind-Paaren in den Beobachtungsgruppen sowie
der Mdoglichkeit Daten von Frihgeborenen auszuwerten, deren Mditter keine
Lungenreife mehr erhalten konnten. Weiterhin ist die homogene Zusammensetzung
der Studienpopulation als positiv zu bewerten. Bei Betrachtung der maternalen
Charakteristika fallt auf, dass es keine signifikanten Unterschiede bei den zu
vergleichenden Parametern gibt. Die einzige Ausnahme bildet hier die Antibiotikagabe,
die lediglich bei Betrachtung des Gesamtkollektivs in der BET Gruppe signifikant
haufiger zum Einsatz kam. Zusatzlich ist die nicht-invasive Materialgewinnung der
Plazentaproben hervorzuheben. Im Rahmen der epigenetischen Analyse konnte ein
Zelltyp nachgewiesen werden, sodass anhand der Beschreibung der
Probengewinnung aus dem Plazentagewebe von reinem Trophoblastgewebe,
entsprechend dem kindlichen Anteil der Plazenta, ausgegangen worden ist. Aufgrund
des relativ reinen Gewebegrads sind die Ergebnisse der Arbeit von der Menge des
Trophoblastgewebes unabhéangig. Auch darf nicht aul3er Acht gelassen werden, dass
es sich bei der vorliegenden Studie um die erste Arbeit handelt, die speziell den
Einfluss synthetischer GC am klinischen Beispiel der ANS auf die TL sowie veranderte
Methylierungsmuster bei zentralen Genen im GC Metabolismus darstellt. Die Celestan
Gabe stellt unter Berticksichtigung der Frihgeburtenrate von 8,36% im Jahr 2017 (85)
in Deutschland keine Seltenheit im Alltag der Geburtsmediziner dar. Folglich ist es
sehr wichtig zu erforschen, welche Auswirkungen dieser wichtige Therapieansatz ggf.

langfristig auf die Neugeborenen haben kann.

Als fahrender limitierender Faktor kann die relativ kleine Fallzahl (n= 139) diskutiert
werden. Es handelt sich um eine Sekundaranalyse einer bereits etablierten klinischen
Kohorte. In der vorliegenden Arbeit konnten mehrfach lediglich Trends, jedoch keine
signifikanten Ergebnisse beschrieben werden, sodass fir eine sichere Bewertung der
aufgestellten Hypothesen, insbesondere hinsichtlich des geschlechtsmodulierenden
Effekts, die Stichprobengrof3e erweitert werden sollte. Auch die Aussagekraft der

Subgruppenanalysen anhand des Gestationsalters (Frihgeborene, n = 38 vs.
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Reifgeborene, n = 101) ist aufgrund der geringen Fallzahlen eingeschrankt. Hierbei
darf jedoch nicht aulR3er Acht gelassen werden, dass es immer schwierig sein wird,
Frauen mit Frihgeburt ohne ANS zu rekrutieren, da lediglich die unmittelbar
bevorstehende Geburt, Notfallsituationen (z.B. vorzeitige Plazentaldsung) oder ein
fulminantes Amnioninfektionssyndrom Griinde zur Unterlassung der antenatalen BET
Gabe darstellen und hierbei weitere pathologische Veranderungen in der Plazenta in
Betracht gezogen werden mussten.

Limitierend ist zudem die unzureichende Darstellung sozio6konomischer Faktoren
(z.B. Bildungsgrad der Mutter, Einkommen, familidre Unterstlitzung) sowie fehlende
Angaben beziuglich des maternalen Stresserlebens oder psychiatrische
Nebendiagnosen. Im Rahmen der Daten- und Probenerfassung waren diese
Informationen fur die primare Fragestellung nicht zielfihrend, weshalb sie fur die
vorliegende Sekundéranalyse nicht zur Verfigung stehen. Eine héhere Aussagekraft
hatte beispielsweis mit einem eigenen Fragebogen fir die werdenden Mitter erzielt
werden kdnnen.

Weiterhin darf nicht aul3er Acht gelassen werden, dass diese Arbeit keinerlei
Aussagen uber potentielle Langzeiteffekte der ANS treffen kann. Insbesondere
hinsichtlich der beschriebenen Methylierungsbefunde kdnnen keine Konsequenzen
bei Exposition bestimmter Umweltfaktoren benannt sowie die Auswirkung der Gen-
Umwelt-Interaktionen auf die gesundheitliche Entwicklung beschrieben werden. In den
folgenden Studien sollte daher ein Follow-up der Neugeborenen / Kinder erfolgen um
potentielle Langzeiteffekte in ihrer Entwicklung und ihrem Gesundheitsstatus
beobachten zu kbnnen. Weiterhin waren Daten beziglich moglicher Adaptationen der
Methylierungsbefunde in den Kandidatengenen oder der TL interessant Uber die
Zeitspanne des Heranwachsens der Kinder zu erheben. Hierbei wird jedoch ein
weiterer limitierender Faktor deutlich: in der vorliegenden Arbeit wurde lediglich fetales
Gewebe anhand der Plazenta untersucht. Anhand der Verwendung von Material des
Mutterkuchens gelang es einfach und nicht- invasiv direkten Zugang zu fetalem
Gewebe zu erhalten, anderseits schliel3t es auch die mdgliche Reproduktion / Kontrolle
epigenetischer Analysen und der TL Uber die Lebensspanne der Kinder aus.
Gleichzeitig muss kritisch hinterfragt werden, ob die Gewebespezifitat ausreichend
Bericksichtigung fand. Bei Verwendung von reinem Trophoblastgewebe, kann nicht
sicher angenommen werden, dass die Ergebnisse in kindlichem Gewebe

reproduzierbar waren.
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Speziell fur die NR3C1 Analysen muss festgehalten werden, dass die von Saif et al.
(17) nachgewiesenen unterschiedlichen GR Isoformen innerhalb der Plazenta in der
vorliegenden Arbeit nicht analysiert worden sind. Auch erfolgte keine weiterfihrende
Differenzierung der genotypischen Variationen des FKBP5 Gens im vorliegenden
Datensatz.

Fur alle Methylierungsergebnisse gilt, dass weitere Studien bendtigt werden, um das
Potential einzelner hypo- oder hypermethylierter Loki in den entsprechenden Genen
abschlieRend bewerten zu kdnnen. Weiterhin sollte in weiteren, prospektiven Studien
mit gréReren Studienkohorten geklart werden, ob der Zeitpunkt der ANS einen
moglichen Einflussfaktor darstellt und welche Rolle das kindliche Geschlecht hierbei
spielt. Denn kann ein solcher Einfluss beschrieben werden, sollte langfristig im Sinne
der perinatalen Programmierung, fur die betroffenen Kinder und Heranwachsenden
eine auf ihre Bedurfnisse zugeschnittene Nachsorge initiert werden, um eine
moglichst langfristige physische und psychische Gesundheitsentwicklung zu

unterstutzen.
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5. Schlussfolgerung

Die vorliegende Studie ist die erste Arbeit, die den Einfluss einer iatrogen induzierten
GC Exposition am klinischen Beispiel der ANS auf die glukokortikoid-responsiven
Gene NR3C1, 11pHSD2 und FKBP5 sowie der TL in humanem Plazentagewebe
untersucht. Soweit anhand der erhobenen Daten beurteilbar, scheint die ANS zur
Lungenreifeinduktion keine Auswirkungen auf das Methylierungsprofil der Gene
NR3C1 und 11B-HSD2 zu haben. Im FKBP5 Gen konnte im Lokus cg22363520 eine
signifikante Hypomethylierung identifiziert werden, wobei kein Einfluss des kindlichen
Geschlechts vorlag. In Studien konnte bereits gezeigt werden, dass unter
Berucksichtigung der Lokalisation der betroffenen CpGs sowie der Allelausstattung
des FKBP5 Gens Hypomethylierungen mit einer negativen FKBP5 Expression
korrelieren. So kann anhand des vorliegenden Ergebnisses diskutiert werden, dass
aufgrund der reduzierten GR Sensitivitat langfristig Programmierungseffekte
bestehen, Kinder nach ANS sensibler auf Stress reagieren und somit eine erhdhte
Vulnerabilitét fur die Entwicklung stressassoziierter psychischer Erkrankungen unter

Beruicksichtigung der Gen-Umwelt-Interaktion haben kdnnten.

Hinsichtlich der TL konnte aufgezeigt werden, dass sich nach ANS die TL zwischen
den Geschlechtern tendenziell angleicht. So konnte bei den Jungen eine Zunahme der
TL bzw. bei den Madchen eine leichte Reduktion beschrieben werden. Auch fir den
Einfluss der ANS auf die TL bedarf es weitere prospektiv angelegte
Longitudinalstudien mit gréReren Studienkohorten, die die vorliegenden Ergebnisse
kontrollieren, sodass in der Konsequenz ggf. eine Anpassung des Vorgehens bei

drohender Frihgeburt in Abhangigkeit vom fetalen Geschlecht notwendig wird.

Mit Blick auf die Gegenwart und die Zukunft ist festzuhalten, dass die ANS die
wichtigste Therapieoption in der Reduktion von Morbiditat und Mortalitat der
Frihgeborenen darstellt. Die Lungenreife scheint primar kurzfristige Veranderungen
im GC Metabolismus hervorzurufen. Dennoch konnte im Rahmen der vorliegenden
Arbeit in einzelnen Loki der Kandidatengene Verdnderungen im Methylierungsprofil
nachgewiesen werden. Deren jeweilige Langzeiteffekte missen in weiteren
Longitudinalstudien mit gré3eren Fallzahlen weiter erforscht werden. Erst wenn die
genauen Ursachen und Programmierungseffekte der Anpassungen im

Methylierungsmuster einzelner Gene erforscht ist, kbnnen Praventionsprogramme fur
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Kinder und spater Erwachsene nach ANS erstellt werden, um ihnen eine langfristige
Gesundheit zu ermoglichen. Hierbei sollte das fetale Geschlecht in Zukunft
Bericksichtigung finden, da fur weibliche Feten eventuell ein anderes Therapieregime

greifen muss, als fur ihre ménnlichen Altersgenossen.
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7. Anhang

7.1. Ubersicht der Regressionsanalysen fiir DNA Methylierungen

Chromo- Basenpaar- CpG Name Einflussfaktor: Einflussfaktor: Einflussfaktor :
somen position BET Geschlecht BET x Geschlecht
nominaler  p-Wert nominaler  p-Wert nominaler  p-Wert
p-Wert nach FDR p-Wert nach FDR  p-Wert nach FDR
Korrektur Korrektur Korrektur
5 142658828 €g23273257 .09 1 .99 1 .70 1
5 142659682 €g26081259 .87 1 .38 1 .92 1
5 142677292 cg13514002 .27 1 .34 1 .23 1
5 142689858 €g24801588 .47 1 .85 1 .38 1
5 142690959 cg00407401 .42 1 72 1 91 1
5 142692961 cg19457823 .78 1 .81 1 .24 1
5 142695619 cgl12741214 .71 1 11 1 .85 1
5 142695636 cg04457787 .56 1 .64 1 .34 1
5 142696594 cg20728768 .49 1 11 1 .29 1
5 142697868 cg25708981 .19 1 41 1 14 1
5 142702733 cg19645279 .05 1 17 1 .40 1
5 142718549 cg19176661 .66 1 .93 1 .88 1
5 142721796 cg07715663 .80 1 .20 1 75 1
5 142727470 €g24052866 .53 1 A1 1 .92 1
5 142729377 €g22233604 .43 1 .18 1 .66 1
5 142729913 cg03857453 .77 1 17 1 14 1
5 142730701 cg15115787 .41 1 77 1 .88 1
5 142732502 cg12888360 .19 1 .83 1 .25 1
5 142733619 cg08695103 .52 1 .56 1 .69 1
5 142735238 cg14621978 .62 1 12 1 .63 1
5 142740314 cg18484679 .44 1 .50 1 44 1
5 142757011 cg16586394 .21 1 43 1 .67 1
5 142757312 €g25535999 .86 1 41 1 .45 1
5 142759375 cg03746860 .29 1 .30 1 .05 1
5 142762454 cg20598211 .33 1 .37 1 .26 1
5 142762613 cg05483455 .24 1 .94 1 .58 1
5 142768048 cg16594263 .19 1 .32 1 .80 1
5 142769612 cg16535116 .70 1 .04 1 .78 1
5 142769791 €g05900547 .95 1 .56 1 a7 1
5 142770757 919432243 .39 1 .14 1 74 1
5 142770782 €g19820298 .36 1 .33 1 .89 1
5 142776274 €g27107893 .22 1 .70 1 .27 1
5 142779552 cg06613263 .64 1 .40 1 31 1
5 142780254 cg17342132 .42 1 A7 1 49 1
5 142780439 cg07742588 .09 1 .49 1 .99 1
5 142780486 cg00294552 .48 1 .07 1 .16 1
5 142780531 cg16219186 .08 1 .78 1 A1 1
5 142780693 cg08845721 .28 1 .04 1 .63 1
5 142780984 €g12969488 .83 1 .52 1 .39 1
5 142781498 cg07733851 .49 1 .37 1 .59 1
5 142781532 cg18998365 .97 1 .31 1 .61 1
5 142781723 €g27122725 .59 1 .45 1 .57 1
5 142781736 cg06952416 .93 1 .61 1 .46 1
5 142782072 cg06521673 .37 1 .36 1 13 1
5 142782415 cgl7617527 .04 1 .04 1 15 1
5 142782791 cg20753294 .67 1 .24 1 .76 1
5 142782827 cg18146873 .25 1 .52 1 .29 1
5 142783379 cg00629244 .83 1 A1 1 .96 1
5 142783383 cg11152298 .63 1 .18 1 42 1
5 142783385 cg18019515 .07 1 .37 1 .58 1
5 142783569 cg17860381 .87 1 .02 1 49 1
5 142783607 cg04111177 .99 1 .05 1 .98 1
5 142783621 cg15910486 .87 1 .82 1 .87 1
5 142783639 cg15645634 .31 1 .82 1 .20 1
5 142783831 cg14939152 .36 1 .52 1 .80 1
5 142783843 €g18068240  .004 .63 .56 1 91 1
5 142783848 €g21209684 .17 1 .24 1 .84 1
5 142784019 cg01967637 .60 1 .10 1 .95 1
5 142784168 €g22402730 .17 1 .09 1 .23 1
5 142784187 cg19135245 .81 1 .10 1 .96 1
5 142784222 cg26464411 .97 1 .88 1 .60 1

Tabelle 6: Daten der Regressionsanalysen fur das NR3C1 Gen
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Chromo- Basenpaar- CpG Name Einflussfaktor: Einflussfaktor: Einflussfaktor :
somen position BET Geschlecht BET x Geschlecht
nominaler  p-Wert nominaler p-Wert nominaler p-Wert
p-Wert nach FDR  p-Wert nach FDR  p-Wert nach FDR
Korrektur Korrektur Korrektur
5 142784278 cg07515400 .28 1 .34 1 .03 1
5 142784323 cg06968181 .99 1 .80 1 .37 1
5 142784382 cg18849621 .64 1 .10 1 .76 1
5 142784462 cg16335926 .25 1 .02 1 .66 1
5 142784522 cg10847032 .12 1 .55 1 .65 1
5 142784721 €g21702128 .09 1 .48 1 .55 1
5 142784982 cg14558428 .09 1 .89 1 .59 1
5 142785172 €g24026230 .05 1 .53 1 .66 1
5 142785258 cg13648501 .09 1 71 1 .59 1
5 142785455 cg18718518 .06 1 21 1 .97 1
5 142785501 cg13764763 .17 1 31 1 .81 1
5 142786405 €g27345592 .04 1 .09 1 .54 1
5 142788776 cg07528216 .07 1 .10 1 .64 1
5 142792698 cgl16224829 .82 1 .02 1 71 1
5 142793924 cg01751279 .76 1 .73 1 .43 1
5 142798375 €g23430507 .62 1 .33 1 .53 1
5 142802329 cgl7349736 .92 1 .002 .33 .10 1
5 142806343 cg14438279 .71 1 .63 1 .78 1
5 142807171 €g25579735 .23 1 42 1 .25 1
5 142808610 cg08423118 .30 1 .29 1 .27 1
5 142814315 €g23776787 .29 1 .13 1 .14 1
5 142814388 cg03906910 .65 1 .61 1 .59 1
5 142814827 cg08818984 .97 1 .01 1 .58 1
5 142814934 €g26720913 .80 1 .02 1 .81 1
5 142815463 cg07589972 .61 1 .66 1 .75 1
5 142815469 cg12466613 .77 1 .52 1 77 1
5 142815807 €g21979215 .42 1 .67 1 .62 1
5 142816417 cg01294526 .89 1 A1 1 .66 1

Tabelle 7: Daten der Regressionsanalysen fur das NR3C1 Gen (Fortfuhrung Tabelle 6)

Chromo- Basenpaar- CpG Name Einflussfaktor: Einflussfaktor: Einflussfaktor:
somen position BET Geschlecht BET x Geschlecht
nominaler  p-Wert nominaler  p-Wert nominaler  p-Wert
p-Wert nach FDR  p-Wert nach FDR  p-Wert nach FDR
Korrektur Korrektur Korrektur

16 67463902 cg04712664 .15 1 .23 1 .80 1

16 67464093 €g15690037 .02 1 .001 .09 52 1

16 67464331 €g27130954 .64 1 .003 A7 72 1

16 67464483 cg08711598 .90 1 .01 1 79 1

16 67464503 cg02955911 .84 1 .60 1 .56 1

16 67464522 cg16545496 .17 1 .02 1 .28 1

16 67464610 cg02322203 .66 1 .02 1 .97 1

16 67464707 cg08789908 .07 1 .14 1 .73 1

16 67464829 cg07545640 .70 1 41 1 21 1

16 67464868 €g12790440 .54 1 .80 1 .03 1

16 67464878 cg10686375 .91 1 .56 1 71 1

16 67464886 cg13753571 .73 1 .07 1 .70 1

16 67464891 €g20556751 .93 1 .03 1 51 1

16 67465029 €g24270678 .03 1 8.99x10° .01 .03 1

16 67465042 cg12670061 .36 1 .05 1 .07 1

16 67465455 cg07724674 .41 1 A1 1 .53 1

16 67465461 €g20981893 .58 1 .13 1 A7 1

16 67465561 €g12081455 .36 1 .83 1 .82 1

16 67466260 cg01443318 .14 1 .003 .40 .90 1

16 67466470 cg13678281 .30 1 5.86x10°® .001 .87 1

16 67467751 cg02734600 .93 1 .51 1 .93 1

16 67469937 cg09807841 .98 1 .03 1 74 1

16 67471172 cg04750517 .19 1 .87 1 .02 1

Tabelle 8: Daten der Regressionsanalysen fiir das 11BHSD2 Gen
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Chromo- Basenpaar- CpG Name Einflussfaktor: Einflussfaktor: Einflussfaktor:
somen position BET Geschlecht BET x Geschlecht
nominaler  p-Wert nominaler  p-Wert nominaler  p-Wert
p-Wert nach FDR p-Wert nach FDR  p-Wert nach FDR
Korrektur Korrektur Korrektur

6 35544468 cg02665568 .12 1 11 1 .34 1
6 35551624 €g16912838 .29 1 31 1 51 1
6 35551932 cg06087101 .44 1 .68 1 .06 1
6 35558488 €g22363520  4.76x10  7.71x10° .43 1 .70 1
6 35565116 cg10300814 .29 1 .10 1 15 1
6 35569471 cg07633853 .11 1 .29 1 .68 1
6 35570224 cg14284211 .27 1 .85 1 .82 1
6 35570573 €g13344434 .49 1 .38 1 71 1
6 35592694 €g16005389 .93 1 .23 1 .49 1
6 35603143 cg16052510 .48 1 .18 1 .92 1
6 35611554 €g04791658 .54 1 .34 1 72 1
6 35611576 cg09268536 .27 1 .34 1 .04 1
6 35611611 cg04137760 .28 1 .16 1 44 1
6 35612351 cg08586216 .02 1 .84 1 .98 1
6 35618763 cg05039098 .24 1 .45 1 .33 1
6 35619165 cg07696519 .89 1 .15 1 .80 1
6 35619239 €g26495008 .25 1 .83 1 .73 1
6 35619454 cg11905112 .49 1 .98 1 .36 1
6 35631009 cg01839003 .13 1 .08 1 .68 1
6 35631736 cg07061368 .29 1 74 1 .55 1
6 35633557 €g21789597 .84 1 .20 1 .78 1
6 35635985 cg19014730 .08 1 .46 1 .26 1
6 35642470 cg06409316 .52 1 .57 1 .79 1
6 35645341 cgl17085721 .70 1 .39 1 .02 1
6 35652521 €g14642437 .40 1 .07 1 .96 1
6 35654363 cg03546163 .19 1 .64 1 .28 1
6 35655764 cg00862770 .53 1 .08 1 .66 1
6 35656242 cg00140191 .45 1 .90 1 1.0 1
6 35656590 cg10913456 .07 1 .07 1 .39 1
6 35656758 cgl16012111 .07 1 .59 1 .23 1
6 35656848 cg07843056 .13 1 .78 1 44 1
6 35656906 cg01294490 .98 1 .54 1 74 1
6 35657040 cg03245912 .66 1 .03 1 .53 1
6 35657180 €g20813374 .60 1 .62 1 51 1
6 35657202 cg00130530 .05 1 .80 1 .19 1
6 35657921 cg08636224 .80 1 .10 1 .85 1
6 35659141 cg03591753 .73 1 .40 1 31 1
6 35662800 cg08642543 .13 1 .63 1 .73 1
6 35677981 cg03098337 .27 1 .62 1 .97 1
6 35681420 €g24295963 .75 1 .01 1 .36 1
6 35687310 914339974 .82 1 77 1 .67 1
6 35687457 €g15929276 .44 1 41 1 .23 1
6 35693573 €g23416081  .001 A1 .89 1 73 1
6 35695489 cg06937024 .67 1 .35 1 .34 1
6 35695859 cg11845071 .12 1 17 1 .35 1
6 35695934 cg00610228 .90 1 .99 1 37 1
6 35696061 cg07485685 .04 1 77 1 .56 1
6 35696300 cgl7030679 .27 1 .03 1 .06 1
6 35696726 €g25563198 .90 1 .65 1 .45 1
6 35696870 cg25114611 .62 1 .80 1 a7 1

Tabelle 9: Daten der Regressionsanalysen flir das FKBP5 Gen
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