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Zusammenfassung

Hintergrund: Gestationsdiabetes mellitus (GDM) ist definiert als eine Glukoseintoleranz
unterschiedlichen Schweregrades, die zum ersten Mal wéhrend der Schwangerschaft
auftritt. GDM birgt erhebliche kurz- und langfristige Gesundheitsrisiken fiir die Mutter,
den sich entwickelnden Fetus und deren Nachkommen. Humanmilch-Oligosaccharide
(HMO) sind hoch bioaktive Glykane in der Muttermilch, die dem gestillten Kind viele
Vorteile bieten. Die HMO-Konzentration in der Muttermilch variiert in Abhédngigkeit von
genetischen Faktoren wie dem miitterlichen Sekretorstatus, aber auch von verdnderbaren
Faktoren wie Erndhrungs- und Lebensgewohnheiten, oder Stoffwechselzustand. Wir
stellten die Hypothese auf, dass HMO in der Muttermilch durch GDM in der
vorangegangenen Schwangerschaft verandert werden.

Methoden: Wir hatten Zugang zu Proben aus einer Studie, die am UT Southwestern
Medical Center, Texas durchgefiihrt wurde und bei der Muttermilchproben zu 4
Zeitpunkten, wéhrend eines hyperinsulindmisch-euglykdmischen Clamp-Versuch 5-7
Wochen und 15-17 Wochen postpartum gesammelt wurden. Muttermilch (5ul) wurde mit
Wasser verdiinnt und mit einem internen Standard (lineares B6-Trisaccharid) versetzt.
Lipide, Proteine und Salze wurden durch Festphasenextraktion (C18-, Carbograph-
Saulchen) entfernt. Die isolierten, getrockneten HMO wurden mit 2-Aminobenzamid
(2AB) fluoreszenzmarkiert und nach Entfernung iiberschiissigen 2ABs, mittels HPLC mit
Fluoreszenzdetektion getrennt.

Ergebnisse: Milch von Miittern, die wiahrend der Schwangerschaft GDM hatten, enthielt
5-7 Wochen nach der Geburt niedrigere Konzentrationen von LDFT-, LNnT-, LSTb-,
LSTc-, LNH1- und DSLNT. Wir zeigen auch, dass sich die HMO-Konzentrationen in der
Muttermilch unabhédngig vom GDM-Status, im Verlauf des Clamp-Versuchs verdnderten.
LDFT, LNFP1 und LNDFH verringerten sich signifikant wéhrend des Clamp-Versuchs.
LNT hingegen wies einen signifikanten Anstieg auf. Wir beobachteten auch niedrigere
6'SL-, LSTc- und LNH2-Konzentrationen im Verlauf der Laktation. LNnT war negativ
mit dem BMI nach der Geburt korreliert. Hohere C-Peptid- und Insulin-Werte waren mit

niedrigeren HMO-Konzentrationen in Muttermilch assoziiert.




Schlussfolgerung: Unsere Studie zeigte signifikante Unterschiede der HMO-
Konzentrationen in der Muttermilch zwischen Miittern mit und ohne GDM. Dies war die
erste  Studie bei der die HMO-Konzentrationen iiber einen hyperinsulindmisch-
eugklamischen Clamp-Versuch untersucht wurden. Es sind weitere Studien mit grof3eren

Studienpopulationen erforderlich, um die Ergebnisse zu untermauern.

VI



Abstract

Background: Gestational diabetes mellitus (GDM) is defined as a glucose intolerance of
varying severity that appears for the first time during pregnancy. GDM poses significant
short-and long-term health risks to the mother, developing fetus, and offspring. Human
milk oligosaccharides (HMO) are highly bioactive glycans in human milk with many
benefits for the breast-fed-infant. HMO concentration in human milk varies with genetic
factors such as maternal secretor status, but also with modifiable factors such as diet,
lifestyle, or metabolic status. We hypothesized that HMO in human milk are altered by
GDM in the previous pregnancy.

Methods: We had access to human milk samples collected at four time points during a
hyperglycemic-euglycemic clamp 5-7 weeks and 15-17 weeks postpartum at UT
Southwestern Medical Center Texas. Human milk (5pul) was diluted with water and
internal standard (linear B6 trisaccharide) was added. Lipids, proteins and salts were
removed by solid phase extraction (C18/Carbograph). Isolated dried HMO were
fluorescently labeled with 2-aminobenzamide (2AB) and separated by HPLC with
fluorescence detection after removal of excess 2AB using silica.

Results: Milk from mothers who had experienced GDM during pregnancy showed
significantly lower concentrations of LDFT, LNnT, LSTb, LSTc, LNHI and DSLNT at 5-
7 weeks postpartum. HMO concentrations in human milk also changed independently of
GDM status during the clamp experiment. LDFT, LNFP1 and LNDFH in milk
significantly decreased during the clamp, while LNT showed a significant increase.
Comparing HMO concentrations at 5-7 and 15-17 weeks postpartum, we observed a
decrease of 6'SL, LSTc and LNH2 with time. LNnT was negatively correlated with
postpartum BMI. Higher C-peptide and insulin levels were associated with lower HMO
concentrations in human milk.

Conclusion: Our study showed significant differences in HMO-concentrations in human
milk between mothers with and without previous GDM. In addition, this was the first study
to look at changes in HMO-concentrations over a hyperinsulinemic-euglycemic clamp
experiment. Further studies with larger study populations are needed to corroborate the

results.
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1 Einleitung

1.1 Gestationsdiabetes

1.1.1 Definition

Gestationsdiabetes (GDM) oder auch Schwangerschaftsdiabetes ist definiert als

Glukoseintoleranz, die erstmals wiahrend einer Schwangerschaft auftritt (1).

1.1.2 Epidemiologie

GDM stellt die hiufigste Stoffwechselstorung in der Schwangerschaft dar (2) und betrifft
rund 10% aller Schwangerschaften in Osterreich (3,4). Die weltweiten Privalenzen von
GDM variieren aufgrund unterschiedlicher epidemiologischer Untersuchungen in
verschiedenen = Bevdlkerungsgruppen  hinsichtlich  des  Untersuchungszeitpunkts,
risikoadaptierten oder generellen Screenings, sowie der verwendeten diagnostischen
Testverfahren mit unterschiedlichen Diagnosekriterien (5). Unter der Einhaltung der
Kriterien der International Association of Diabetes in Pregnancy Study Group (IADPSG)
wurde 2021 eine vergleichende Schitzung der globalen Priavalenz von GDM durch die
International Diabetes Federation (IDF) im Rahmen einer Metaanalyse von 57 Studien
durchgefiihrt. Die gepoolte globale standardisierte Pridvalenz lag bei 14% (95%
Konfidenzintervall: 13,97-14,04%) aller Schwangerschaften (6).

Studien zufolge ist die Pravalenz in den letzten Jahren betrachtlich angestiegen. Griinde fiir
den weltweiten Anstieg sind zum einen Anderungen bei Screeningverfahren, als auch die
Festlegung neuer diagnostischer Grenzwerte. Zudem nehmen auch wesentliche
Risikofaktoren, wie vor allem Adipositas und auch das erhdhte Alter (>35 Jahre)
schwangerer Frauen, immer stirker zu (5).

Ebenso wird die Entstehung von GDM durch weitere Faktoren begiinstigt. Dazu gehoren
die ethnische Zugehorigkeit, das Vorliegen einer positiven Familienanamnese fiir Diabetes
mellitus Typ II, GDM in einer vorangegangenen Schwangerschaft, in der Anamnese
erhobener Pridiabetes (Niichternblutzucker > 100mg/dl, Status post (St. p.),
Geburtsgewicht > 4500g in einer fritheren Schwangerschaft und weitere Erkrankungen der

Insulinregulation wie das Polyzystische Ovar-Syndrom (3,5,7-10).




1.1.3 Pathophysiologie

Die gesamte Komplexitit der pathophysiologischen Mechanismen von GDM ist noch nicht
vollstindig geklért (5). Wéhrend einer gesunden Schwangerschaft steigt der Insulinbedarf
physiologisch an. Der Grund dafiir ist die zunehmende Insulinresistenz im Laufe der
Schwangerschaft. Der fetale Energiebedarf wird grofBtenteils durch Glukose gedeckt,
welche iiber einen Konzentrationsgradienten passiv iliber die Plazenta zum Fetus
transportiert wird. Da der Fetus in der fortgeschrittenen Schwangerschaft immer mehr
Glukose zu sich umleitet, reduziert sich der maternale Glukosespiegel. Um den
Konzentrationsgradienten aufrecht erhalten zu konnen, kommt es zu einem Anstieg
plazentarer und lokaler Hormone, welche eine Insulinresistenz bewirken und die
hepatische Glukoseproduktion erhohen (11-16). Gleichzeitig kommt es zu einer
Vermehrung der 3-Zellen und zu einer Erh6hung der glukosestimulierten Insulinsekretion,
um eine liberméBige Glukosezufuhr zum Fetus zu vermeiden (17). Nach der Geburt nimmt
die B-Zellmasse wieder ihre urspriingliche Grof3e an (18,19).

In erster Linie basiert die Pathophysiologie von GDM auf einer B-Zell-Dysfunktion in
Kombination mit Gewebeinsulinresistenz (20). Durch die B-Zell-Dysfunktion kommt es
entweder zu einem vollstdndigen Versagen der Insulinsekretion oder zu einem relativen
Insulinmangel. Die Insulinresistenz, welche zusitzlich zur physiologischen Erhéhung der
Insulinresistenz im Laufe der Schwangerschaft besteht, kann dadurch nicht mehr
kompensiert werden (21,22). Unterschieden wird zwischen einem insulinresistenten GDM
(50-60%), einem insulinmangelbedingten GDM (15-30%) und einem GDM bei dem beide
pathophysiologischen Faktoren vorliegen (23).

Kausal fiir die Insulinresistenz sowie auch fiir die Insulinsekretionsstorung ist zum Teil
eine genetische Pridisposition. Ubergewicht, schlechter Lebensstil, sowie der Einfluss von
Umweltfaktoren wirken sich negativ auf die Ausprigung der genetisch pradisponierten
Insulinresistenz und Insulinsekretionsstorung aus. Somit diirfte bereits prikonzeptionell
eine herabgesetzte Insulinsensitivitét vorliegen, die durch den physiologischen Anstieg der
Insulinresistenz wahrend der Schwangerschaft verstirkt wird und durch die hormonell
bedingte Steigerung der hepatischen Glukoseproduktion nicht ausreichend kompensiert
werden kann (5). Zudem konnen auch subklinischen Entziindungen, die durch die Synthese
von proinflammatorischen Zytokinen in der Plazenta sowie auch im Fettgewebe entstehen,

die Insulinresistenz erh6hen (24,25).




1.1.4 Diagnostik

In Osterreich wird bei allen Frauen zwischen der 24.-28. Schwangerschaftswoche (SSW)
im Rahmen der zweiten Mutter-Kind-Pass Labor-Vorsorge ein generelles Screening zur
Diagnostik einer mdglichen Glukosetoleranzstorung empfohlen. Fiir dieses Screening wird
der orale Glukosetoleranztest (oGTT)  herangezogen (3,10,26). Da die
pathophysiologischen Grundlagen des GDM bereits prakonzeptionell gelegt werden, gibt
es immer mehr wissenschaftliche und klinische Beweise fiir das Vorliegen von GDM in
der Frithschwangerschaft. Immer mehr Frauen weisen bereits im 1. Trimenon
Hyperglykdmie und Insulinresistenz auf, welche mit einem erhohten Risiko fiir
Fehlgeburten und kongenitale Anomalien verbunden sind, auch wenn der glykdmische
Grenzwert fiir Diabetes mellitus Typ II unterschritten wird (23).

Bei Schwangeren, die ein hohes Risiko fiir GDM haben, ist bereits vor der 24. SSW eine
Untersuchung hinsichtlich einer Glukosestoffwechselstorung sinnvoll. Im Falle eines
klinischen Verdachtes (Diabetessymptome wie beispielsweise Polydipsie, Glucosurie oder
Polyurie/Makrosomie) ist eine  sofortige  Untersuchung, unabhdngig vom
Schwangerschaftsalter, durchzufiihren. Mdgliche Testverfahren sind die Messung der
Niichternglukose sowie Spontanglukose, die Bestimmung des glykierten Hadmoglobin

(HbATIc) und die Durchfiihrung eines oGTT (10).

1.1.4.1 Oraler Glukosetoleranztest

Der oGTT wird in der 24.-28. SSW durchgefiihrt. Aufgrund der tageszeitlichen
Schwankungen der Glukosetoleranz, sollte der Test zwischen 06:00 und 09:00 morgens
nach einer Nahrungskarenz von acht bis zwolf Stunden begonnen werden. Wéhrend des
oGTT wird die Blutglukose der Schwangeren zu drei Zeitpunkten gemessen (3,10). Die
Messung der Blutglukose erfolgt dabei ausschlieflich vends, entweder direkt im vendsen
Plasma oder im vendsen Vollblut, dessen Wert anschlieBend eine Umrechnung mit dem

Faktor 1,11 in einen vendsen Plasmawert erfordert (10).




In den Tagen vor dem Test darf die Schwangere ihre Essgewohnheiten, insbesondere im
Hinblick auf den Kohlenhydratanteil, nicht verdndern (5). Ebenso ist eine Einnahme von
kontrainsulindren Medikamenten (z.B. Cortisol, Thyroxin) am Morgen des Testtages zu
vermeiden. Beim Vorliegen von akuten Erkrankungen, Fieber oder einer Hyperemesis
gravidarum ist eine Verschiebung des oGTT um einige Tage erforderlich. Nach
chirurgischen FEingriffen am Magen-Darm-Trakt, wie beispielsweise bariatrische
Operationen, ist der oGTT aufgrund der beschriankten Aussagekraft und der Gefahr eines
moglichen Dumping-Syndroms kontraindiziert (5,10).

Am Testbeginn sollte die Schwangere unmittelbar nach der Bestimmung der
Niichternglukose eine Glukoseldsung, bestehend aus 75g Glukose geldst in 300ml Wasser,
in einer Zeit von 5min schluckweise trinken. Wihrend des gesamten oGTT sollte die
Schwangere eine sitzende Position einnehmen und unnétige korperliche Tatigkeiten
vermeiden. Die Blutglukose wird dann erneut nach der ersten Stunde (60min) und nach der
zweiten Stunde (120min) gemessen (3,10).

In den IADPSG-Kriterien (International Association of Diabetes and Pregnancy Study
Group), sind die diagnostischen Grenzwerte des oGTT auf der Grundlage der Ergebnisse
der HAPO-Studie (Hyperglycemia and adverse pregnancy outcomes) (27), festgelegt
(5,28). Die Diagnosekriterien wurden auch bereits von anderen Organisationen wie der
WHO (World Health Organization) und der FIGO (International Federation of Gynecology
and Obestretics) iibernommen (5). Fiir die Diagnose von GDM ist bereits ein erhohter Wert

ausreichend (10).

Tabelle 1: Diagnostische Blutglukose Grenzwerte des oGTT 75g Glukose nach den IADPSG-Kriterien
(28)

Venoses Plasma | Venoses Plasma

Zeitpunkt in mg/dl in mmol/l
Blutglukosewerte niichtern > 92mg/dl > 5,Immol/l
Blutglukosewerte nach 1 Stunde > 180mg/dl > 10,0 mmol/l
Blutglukosewerte nach 2 Stunden > 153mg/dl > 8,5mmol/l




1.1.5 Maternale Komplikationen

1.1.5.1 Direkte maternale Komplikationen

Schwangere Frauen mit GDM weisen ein erhohtes Risiko fiir schwangerschaftsinduzierte
Hypertonie und Praeklampsie auf. Grund dafiir sind die ungiinstigen Verdnderungen im
Glukosestoffwechsel, welche die Trophoblasteninvasion und somit auch die Plazentation
beeintrachtigen (5,29). In vorangegangenen Studien zeigte sich zudem ein vermehrtes
Auftreten von Harnwegsinfekten sowie Candidainfekten wéhrend der Schwangerschaft.
Das Vorliegen von GDM ist auch mit einem erhdhten Risiko fiir Komplikationen im
Rahmen der Entbindung und dem Benétigen geburtshilflicher Eingriffe vergesellschaftet.
Dazu zéhlt das erhohte Risiko fiir eine Frithgeburt < 37+0 SSW, Schulterdystokie sowie
hohergradigen Geburtsverletzungen, insbesondere im Zusammenhang mit einem
Polyhydramnion und fetaler Makrosomie. Die am héufigsten bendétigten geburtshilflichen
Eingriffe sind die primére Sectio und die Geburtseinleitung (5,27,30-32).

1.1.5.2 Maternale Langzeitkomplikationen

Frauen mit GDM in der Schwangerschaft haben ein deutlich erhdhtes Risiko nach der
Geburt an Diabetes mellitus Typ II zu erkranken (33). Das Ausmal} dieses Risikos wurde
in einer vor kurzem durchgefiihrten systematischen Ubersichtsarbeit und Metaanalyse (20
Studien mit n = 1.332.373 Frauen postpartum, darunter 67.956 Frauen mit GDM) deutlich
veranschaulicht. Als Resultat zeigte sich fiir Frauen nach GDM ein 10-fach erhdhtes
Risiko Diabetes mellitus Typ II zu entwickeln (34).

GDM in der Vorgeschichte ist im Rahmen des metabolischen Syndroms auch mit anderen
kardiovaskuldren Risikofaktoren, wie Bluthochdruck, atherogene Dyslipidimie und
Adipositas assoziiert, woraus ein erhohtes Risiko fiir kardiovaskuldre Erkrankungen
resultiert (5,35-39). Studien zufolge haben Frauen, die wihrend der Schwangerschaft unter
GDM litten, ein doppelt so hohes Risiko fiir ein kardiovaskuldres Ereignis, als Frauen mit

unauffilligem Schwangerschaftsverlauf (40).
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1.1.6 Kindliche Komplikationen

1.1.6.1 Direkte fetale Komplikationen

GDM stellt eine unmittelbare Gefahr sowohl fiir den Fetus als auch fiir das Neugeborene
dar. Bei GDM erhoht sich, durch die miitterliche Hyperglykdmie in der mittleren bis spéten
Schwangerschaft, die Konzentration von Fettsduren (FS) und Aminoséuren (AS) im Blut
der Mutter (41). Aufgrund der erleichterten plazentaren Diffusion werden dem Fetus
tibermdfBige Néhrstoffe zugefiihrt, wodurch eine fetale Hyperglykédmie resultiert. Es kommt
zu einer verstarkten Stimulation der fetalen B-Zellen des Pankreas, was wiederum eine
fetale Hyperinsulindmie verursacht (42,43).

Die fetale Hyperinsulinimie ist fiir die Symptome der diabetischen Fetopathie
verantwortlich (5). Die diabetische Fetopathie kann zum Zeitpunkt der Geburt
unterschiedliche stark ausgeprdgt sein und Symptome wie Hypoglykédmie,
Hyperbilirubindmie, Polyglobulie, Hypomagnesidmie, Hypokalzidmie und das
Atemnotsyndrom umfassen (5,44,45).

Insulin beschleunigt zudem iiber seinen wachstumssteigernden Effekt den fetalen
Anabolismus und das Wachstum, sowie die Zunahme des fetalen Fettgewebes. Die Folge
davon sind Makrosomie (Geburtsgewicht >4000g) bzw. LGA (large for gestational age),
die zu perinatalen Komplikationen wie Schulterdystokie, Verletzungen des Plexus
brachialis und perinataler Asphyxie flihren konnen. Perinatale Asphyxie kann mit

intrauterinem Fruchttod assoziiert sein (5,46).
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1.1.6.2 Kindliche Langzeitkomplikationen

GDM hat aber auch langfristige Auswirkungen auf Kinder. So haben Kinder von Frauen,
die in der Schwangerschaft GDM entwickelt haben, ein héheres Risiko an Ubergewicht
und Adipositas zu leiden sowie an Diabetes mellitus Typ II zu erkranken (10).

Im Rahmen der jiingsten HAPO-Follow-up Studie konnte zwischen den prinatalen
Glukosewerten der Mutter und den jeweiligen Glukosewerten der Kinder, einschlieBlich
der damit verbundenen Ereignisse, ein allgemein linearer Zusammenhang erkannt werden
(47).

Bei der urspriinglichen HAPO-Studie wurde bei insgesamt 25.505 schwangeren Frauen
zwischen der 24. und 32. SSW ein 2h 75g oGTT durchgefiihrt. Wenn die
Niichternplasmaglukose unter 105mg/dl (<5,8mmol/l) und die 2h Plasmaglukose unter
200mg/dl (11,1 mmol/l) lagen, wurden die Ergebnisse des oGTT doppelt verblindet. Die
verblindeten Probandinnen erhielten keine Behandlung (27). Fiir die HAPO-Follow-up
Studie wurden 4.832 Kinder der Teilnehmerinnen, im Alter von 10-14 Jahren, rekrutiert.
Dabei wurde gezeigt, dass hohere miitterliche Glukosewerte beim oGTT signifikant mit
einem hoheren Risiko fiir gestorte Glukosetoleranz und erhdhte Niichternglukose im
Kindesalter verbunden war. Ebenso ist die Hiufigkeit von Ubergewicht und Adipositas bei

Kindern, deren Miitter hohere Glukosewerte im oGTT aufwiesen, erhoht (47—49).
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1.1.7 Therapie

1.1.7.1 Diabetologische Diat/Lifestyle Modifikation

Grundlage der GDM-Behandlung ist die medizinische Erndhrungstherapie (MNT) in
Kombination mit korperlicher Aktivitit und Blutzuckerselbstkontrollen (50). Der
Schwangeren wird nach der Diagnosestellung zunéchst ein individueller Erndhrungsplan
erstellt. Der Diétplan ist abhingig vom Korpergewicht, vom Gesundheitszustand und somit
dem Ausmal} der korperlichen Aktivitit der Schwangeren, sowie von ethnischen und
kulturellen Besonderheiten (10,50). Ebenso sollte die werdende Mutter iiber alle Risiken
fir den Fetus und sie selbst aus medizinischer Sicht informiert werde, um die maximale

Compliance erreichen zu konnen (50).

1.1.7.1.1 Korperliche Aktivitiit

Studien zufolge verringert eine kontinuierliche korperliche Aktivitit das GDM-Risiko und
verbessert zusdtzlich die Belastbarkeit der Schwangeren wihrend der Schwangerschaft
sowie auch der Geburt (51,52). Im Rahmen einer unproblematischen Schwangerschaft
sollte die Aktivitdtszeit pro Woche mindestens 150min betragen und Sportarten umfassen,
welche sich mit einer Schwangerschaft vereinbaren lassen. AuszuschlieBen wiren herbei
beispielsweise der Kampfsport oder auch Sportarten bei denen eine erhdhte Verletzungs-
oder Sturzgefahr bestehen (10).

Bo et al. konnte in einer randomisierten Studie mit 200 GDM Schwangeren nachweisen,
dass ziigiges Gehen pro Tag fiir 20 Minuten den postprandialen Glukosespiegel, den
HbAlc-Wert, das C-reaktive Protein (CRP) und alle neonatalen und miitterlichen

Komplikationen reduziert (53).

1.1.7.1.2 Blutzuckerselbstkontrollen

Téglich sollten mindestens 4 Messungen des Blutzuckers durchgefiihrt und dokumentiert
werden. Die 4 Messungen sollten den Niichternglukosewert am Morgen sowie 3 jeweils 1h
postprandiale Werte beinhalten (54). Zusitzlich zu den Blutzuckerwerten ist es sinnvoll,
auch die Ermndhrung sowie die korperliche Aktivitit in einer Art Tagebuch zu
dokumentieren damit eine Identifizierung der ursdchlichen Faktoren fiir eine

(postprandiale) Hyperglykdmie ermoglicht werden kann (50,55).
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1.1.7.1.3 Erniihrung

Der tigliche Kalorienbedarf einer Schwangeren mit Normalgewicht liegt ungefahr bei 24-
30kcal/kg (10). Jedoch gibt es nur begrenzt Daten, welche die erforderliche Kalorienzufuhr
und ideale Gewichtszunahme bei GDM Schwangerschaften klar festlegen (50). Die
téglichen Kalorien werden prozentuell auf die Makronahrstoffe verteilt:

e 40-50% Kohlenhydrate

e 30-35% Fett sowie

o 20% Eiweil3 (10)
Kohlenhydrate stellen bei Schwangeren mit GDM den entscheidendsten Makrondhstoff
dar. Durch Verstoffwechselung von Kohlenhydraten steigt der Blutzuckerspiegel, wodurch
die postprandiale Hyperglykdmie im Wesentlichen von der Kohlenhydratzufuhr abhingt
(56). Somit sollten vor allem hochwertige und komplexe Kohlenhydrate in den Didtplan
aufgenommen werden, welchen einen niedrigen glykdmischen Index haben und dazu
beitragen, den Insulinbedarf zu reduzieren, sowie postprandiale Hyperglykdmien zu
minimieren (57). Morgens sollte die Kohlenhydratmenge, aufgrund der gesteigerten
Insulinresistenz, geringer sein im Vergleich zu den spiteren Mahlzeiten (5).
Empfohlen ist zudem eine ballaststoffreiche Erndhrung (rund 30g/Tag). Die Proteinzufuhr
sollte bei 60-80g/Tag liegen. Wichtig ist die Bedarfsdeckung an Vitaminen und
Mineralstoffen (Vitamin D, Vitamin B, Folsdure, Kalzium, Magnesium, Eisen, Jod). Um
zu hohe postprandiale Blutzuckerspitzen vermeiden zu konnen, ist eine Aufteilung in
ungefdhr 3 kleineren Hauptmahlzeiten sowie 2-4 Zwischenmahlzeiten indiziert (3,5,10).
Bei adiposen Schwangeren lautet die Empfehlung der Endocrine Society eine Reduktion
der Kalorienaufnahme um ungeféhr ein Drittel, um den Blutglukosespiegel zu verbessern,
jedoch eine starke Gewichtsabnahme sowie das Auftreten von Katabolismus zu vermeiden

(5,10).
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1.1.7.2 Medikamentose Therapie

Laut der American Diabetes Association benétigen rund 15-30% der Schwangeren mit
GDM trotz empfohlener MNT und Lifestylemodifikation Pharmakotherapie (58). Bei nicht
adidquater Blutzuckereinstellung durch Lebensstilverdnderungen wird eine zusitzliche
medikamentdse Therapie eingeleitet, um den fetalen Pankreas zu schiitzen und fetale
Hyperinsulindmie sowie diabetische Fetopathie zu vermeiden (3,10). Fetaler
Hyperinsulinismus kann indirekt durch die Bestimmung der maternalen mittleren
Blutglukose (10 Werte aus dem Kapillarblut) diagnostiziert werden. Bei einem mittleren
Blutglukosewert >100mg/dl liegt eine Indikation fiir den Start einer Insulintherapie vor (3).
Aufgrund der fehlenden Plazentagidngigkeit sowie dem besser dokumentierten Wissenstand

wird Insulin gegeniiber oraler Antidiabetika bevorzugt angewendet (10).

Tabelle 2: Zielwerte des Blutzuckerspiegels (3,59)

Zeitpunkt Kapilléires Vollblut
Blutglukosewerte niichtern < 95mg/dl
Mittlere Blutglukosewerte < 100mg/dl
Blutglukosewerte nach 1 Stunde postprandial < 140mg/dl
Blutglukosewerte nach 2 Stunden postprandial < 120mg/dl
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1.1.7.2.1 Insulin

Insulin kann, in Abhéngigkeit vom Zeitpunkt der auftretenden Hyperglykémie, entweder
als Einzeldosis einmal tdglich oder auch in mehreren Dosen verteilt iiber den Tag appliziert
werden (55).

Als Basisinsulin wird haufig das intermedidr wirkende NPH-Insulin verwendet. Andere
Langzeitinsuline wie beispielsweise Glargin oder Detemier konnen ebenfalls bei
Schwangeren eingesetzt werden (10). Eine Einzeldosis des NPH-Insulins bzw. der
langwirksamen Insulinanaloga konnen abends eingenommen werden, um eine
morgendliche Hyperglykdmie zu vermeiden. Bei Schwangeren mit Neigung zur
postprandialer Hyperglykdmie, werden schnellwirksame Insuline wie Insulin Lispro und
Aspart vor der Mahlzeit, zur Vermeidung von postprandialen Spitzenwerten, verabreicht.
Tritt Hyperglykdmie vor allem im Lauf des Tages auf, sollte eine Kombination aus
langwirksamen/intermedidren und kurzwirksamen Insulin zur Behandlung herangezogen

werden. Die Gesamtdosis pro Tag sollte 0,7-1,0 Einheiten/kg nicht iiberschreiten (60).

1.1.7.2.2 Orale Antidiabetika

Mogliche Alternativen zu Insulin wihrend der Schwangerschaft sind, die Biguanide
(Metformin) und die Sulfonylharnstoffe (Glibenclamid). Beide Wirkstoffe sind
plazentagiingig (10). Im Rahmen einer systematischen Ubersichtsarbeit und Metaanalyse
zeigten Amin M. et al. auf, dass Metformin gegeniiber Glibenclamid, bevorzugt
angewendet werden sollte, da in der Glibenclamid-Gruppe ein signifikanter Anstieg des
Risikos fiir Makrosomie und LGA sowie ein nicht signifikanter Anstieg des Risikos fiir
neonatale Hypoglykdmie beobachtet werden konnte (61). Aufgrund der unzureichenden
Datenlage, beziiglich der Langzeitauswirkungen auf den Fetus, sind die oralen
Antidiabetika nicht als Mittel der ersten Wahl empfohlen (62). Sollte Insulingabe nicht
moglich sein oder von der Schwangeren abgelehnt werden, konnen stattdessen orale
Antidiabetika eingesetzt werden (55). Insbesondere bei Frauen mit Ubergewicht und

Insulinresistenz ist die Gabe von Metformin sinnvoll (10).
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1.2 Vorteile der Muttermilch und Stillen

Stillen hat positive Auswirkungen auf Mutter und Kind. In einer longitudinalen
Kohortenstudie konnten Stube et al. einen direkten Zusammenhang zwischen der
Entstehung von Bluthochdruck und dem sofortigen oder friihzeitigenden Abstillen
aufzeigen. Frauen, mit einer Stillzeit <9 Monate zeigten einer erhdhtes
Bluthochdruckrisiko gegeniiber Frauen, welche > 12 Monate stillten. Dasselbe gilt fiir
Frauen, die nie gestillt haben, verglichen mit jenen Frauen, die > 6 Monate stillten (63).
Da, wie oben bereits erwdhnt, GDM ein erhdhtes Risiko fiir postpartalen Diabetes mellitus
Typ II birgt (33) und bereits bekannt ist, dass sich das Stillen positiv auf die friihe
postpartale Glukosetoleranz auswirkt, fithrten Ziegler et al eine prospektive
Beobachtungsstudie durch, um den kurz- und langfristigen Einfluss des Stillens auf die
postpartale Diabetesentwicklung zu untersuchen. Die Studie ergab ein um >40%
verringertes Langzeitrisiko nach GDM an Diabetes Typ II zu erkranken, wenn Frauen
stillten. Am stérksten zeigte sich diese Reduktion, wenn die Frauen mehr als 3 Monate
stillten (64). Chowdhury et al. stellten in einer Metaanalyse ebenfalls ein um 26%
geringeres Brustkrebsrisiko und ein um 35% geringeres Eierstockkrebsrisiko bei Frauen
fest, die ldnger als 12 Monate gestillt hatten, im Vergleich zu Frauen, die nicht gestillt
hatten (65).

Neben den Studien, welche die positiven Auswirkungen des Stillens auf die Mutter
untersuchten, zeigte eine prospektive Studie von Ortega-Gracia ef al. eine Reduktion des
BMI bei gestillten Kindern von der Geburt bis zum 6. Lebensjahr. Zudem reduziert sich
auch das Risiko Diabetes mellitus Typ II zu entwickeln (66). Sterdal et al. untersuchten
den Zusammenhang zwischen der Stillzeit und dem Auftreten von Infektionen in den
ersten 18 Lebensmonaten. Es zeigte sich ein verringertes Risiko fiir infektionsbedingte
Krankenhausaufenthalte, je ldnger die Kinder ausschlielich gestillt wurden. Kinder, die
kiirzer als 6 Monate gestillt wurden, hatten ein hoheres Risiko fiir einen
Krankenhausaufenthalt im Vergleich zu >12 Monaten gestillten Kinder. Bei einer Stillzeit
von 6-11 Monaten zeigte sich jedoch ein dhnliches Risiko, als bei einer Stillzeit von einem
Jahr oder mehr (67). Loge et al. konnten in einer Metaanalyse eine, durch Stillen
verringerte Anfilligkeit fiir Asthma im Kindesalter, sowie ein reduziertes Risiko fiir
allergische Rhinitis bis zum 5. Lebensjahr und Ekzeme bis zum 2. Lebensjahr aufzeigen

(68).
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Van Meel et al. fanden einen Zusammenhang zwischen einer verkiirzten Stilldauer und
einem verringerten forcierten exspiratorischen Volumen sowie forcierter Vitalkapazitéit im
Schulkindalter (69).

Muttermilch spielt auch bei der Entwicklung des Darmmikrobioms eine wichtige Rolle.
Unterschiede im Darmmikrobiom, welche in den ersten sechs Lebensmonaten zwischen
gestillten und nichtgestillten S#uglingen existieren, bleiben bis zum 2. Lebensjahr
bestehen. Das Darmmikrobiom nicht gestillter Sduglinge oder von Sduglingen mit kurzer
Stilldauer weist im Vergleich zu gestillten Sduglingen in den ersten 6 Lebensmonaten eine

hohere mikrobielle Vielfalt auf und dhnelt eher dem eines Erwachsenen (70).

Abbildung 1 Positive Effekte des Stillens auf Mutter (blau) und Kind (griin)

Bei der Mutter wird durch das Stillen das Risiko fiir kardio-vaskuldre Erkrankungen (63), Diabetes mellitus
Typ II (64), sowie Brust- u. Eierstockkrebs (65) gesenkt. Beim Kind fordert die Muttermilch die kognitive
Entwicklung (71) und ein gesundes Darmmikrobiom (70,72). Zudem senkt Stillen beim Sdugling das Risiko
fiir Infektionen (67), der Entwicklung eines Diabetes mellitus Typ II (66), Fettleibigkeit (66), Allergien und
Asthma (68,69).
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1.2.1 Bestandteile der Muttermilch: Woher die Effekte kommen

Die Hauptbestandteile der Muttermilch sind, neben dem Wasser (87-88%), Kohlenhydrate,
Proteine und Fette. Sie zdhlen zu den festen Bestandteilen der Muttermilch, den
sogenannten Makrondhrstoffen. Insgesamt enthdlt die Muttermilch rund 124g/1 feste
Bestandteile, welche sich in

e 7% (60-70g/1) Kohlenhydrate,

o 3.8% (35-40g/1) Fette sowie

e 1% (8-10g/1) Proteine
gliedern lassen (73). Durch die reife Milch erhélt der Sdugling ca. 65-70 kcal/100ml, wobei
40% der Gesamtkalorienzufuhr aus den Kohlenhydraten und 50% aus den Fetten stammen
(74). Kolostrum hingegen ist sehr proteinreich mit einem Proteingehalt von 14-16g/1, dafiir
jedoch relativ fettarm mit einem Fettgehalt von 15-20g/1 (73,75).
Die Laktose, ist als Bestandteil der Kohlenhydrate fiir den Siugling von enormer
Bedeutung, da der Magen-Darm-Trakt noch nicht vollstindig entwickelt ist und eine
Glukoseverwertung ansonsten nicht moglich wére (76). Human-Milch Oligosaccharide
(HMO) sind komplexe Kohlenhydrate und die dritthdufigsten festen Bestandteile der
Muttermilch. Insgesamt machen HMO 20% aller Kohlenhydrate in Muttermilch aus, was
rund 12-14g/1 in reifer Milch, und >20g/l im Kolostrum entspricht (77,78).
Bei den in Muttermilch vorkommenden Fetten, handelt es sich zu 95-98% um Triglyceride.
Zusitzlich beinhaltet die Muttermilch 2 essentielle Fettsduren (FS), darunter Linolséure
sowie die o-Linolsdure (73). Durch exzessive Gewichtszunahme im Laufe der
Schwangerschaft sowie durch ungiinstige Erndhrung der stillenden Mutter konnen
vermehrt Transfettsduren in die Muttermilch gelangen, welche ungiinstige Auswirkungen
auf die Entwicklung und das Wachstum des Sduglings haben kénnen (79,80).
Neben Makronidhrstoffen enthilt die Muttermilch viele Vitamine, Mineralstoffe, Hormone
und Wachstumsfaktoren, Immunglobuline, sowie auch ein spezifisches Mikrobiom und

MicroRNAs (73).
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1.3 Human-Milch Oligosaccharide

1.3.1 Struktur und Synthese

Human-Milch Oligosaccharide (HMO) sind komplexe, unkonjugierte, humanspezifische
Kohlenhydrate (81). Insgesamt wurden bereits mehr als 200 unterschiedliche HMO
identifiziert (82), deren Bausteine die fiinf Monosaccharide Glukose, Galaktose, N-
Acetylglukosamin, Fukose sowie Sialinsdure darstellen. Alle HMO besitzen als
Grundbaustein Laktose an ihrem reduzierenden Ende. Die Laktose wird durch den
Laktosesynthetase-Enzymkomplex im Golgi-Apparat der Brustdriisenepithelzellen
wihrend der Laktation synthetisiert (83,84). Ausgehend von Laktose konnen mithilfe von
Enzymen durch Fukosylierung oder Sialylierung die einfachsten HMO Fukosyllaktose und
Sialyllaktose gebildet werden. Verldngerung der Laktose-Einheit und somit Bildung
langerer Zuckerketten erfolgt mit Galaktose/N-Acetylglukosamin-Disaccharideinheiten,

welche durch Fukosyl- und/oder Sialyltransferasen weiter modifiziert werden konnen (84)

(A) Monosaccharide:
Glukose Galaktose N-Acetylglukosamin Fukose N-acetyl- Neuraminsdure
(Gle) (Gal) (GleNAc) (Fuc) (Neu5SAc)
(B) HMO-Grundgeriist: (C) Unmodifizierte HMO:
Lakto-N-biose Laktose
al-2
al-3 A— B1-4
al-4

1313. B1- 3m81 4. B1-3
‘ O B1-6°—" B1-3
02-3
02-6 Y (LNT) Lakto-N-Tetraose

N-acetvllaktosamine

(D) Fukosyvlierte HMO: (E) Sialylierte HMO:
B1-4 B1-4
(2'FL) 2’-Fukosyllaktose (3’SL) 3’-Sialyllaktose
al-2 o2-3

. B1-4
al-3 . 02-6
(6'SL) 6’-Sialyllaktose

(3FL) 3-Fukosyllaktose O 31_4.

Abbildung 2 HMO Strukturen
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(A) Monosaccharidschliissel der HMO (B) Strukturelle Aufbau der HMO nach einem grundlegenden
Bauplan. (C) Eine Verlidngerung des Laktosegeriists ist durch das Hinzuftigen von Lakto-N-Biose (Typ I-
Ketten) oder N-Acetyllaktosamin (Typ II-Ketten) in unterschiedlichen Bindungen (81-3, 31-4 oder B1-6)
moglich. Um Trisaccharide zu bilden, kann die Laktose in verschiedenen Bindungen auch fukosyliert (D)

oder sialyliert (E) sein. Modifizierung der Abbildung nach (85).

1.3.2 Postulierte positive HMO Effekte

Die Struktur der HMO bestimmt ihre spezifischen Funktionen. Nach der Aufnahme tiber
die Muttermilch gelangen HMO, aufgrund fehlender Glykosidasen im kindlichen Magen-
Darm Trakt, in intakter Form bis in den distalen Diinndarm und Dickdarm des Séuglings
(85). Von dort aus erreichen HMO in geringer Konzentration auch den kindlichen
Blutkreislauf. Studien zufolge wurden das Vorhandensein von HMO im Blut (86,87) sowie
im Urin (88,89) von gestillten Sduglingen bestdtigt, was wiederum deren systemischen

Wirkungen erklirt (90).

Effekte auf das Baby: Effekte auf die Mutter:
e pribiotische Wirkung e Schutz vor Mastitis
 antiadhisive, antimikrobielle Wirkung ¢ Schutz vor Harnwegsinfekten
* Modulierung des Immunsystems
e Modulatioren der intestinalen

Epithelzellantwort

natiirlicher Schutz gegen NEC

e Forderung der Gehirnentwicklung

Abbildung 3 Postulierte positive Effekte auf das gestillte Baby und die stillende Mutter
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1.3.2.1 HMO als Prabiotika

Bis zum Einsetzen der Geburt gilt der Korper des Siuglings als mehr oder weniger steril.
Sobald der Sédugling mit lebensfahigen Mikroorganismen konfrontiert wird, beginnt die
mikrobielle Besiedlung. Viele &duBlere Faktoren beeinflussen die Entwicklung des
Mikrobioms. Den wichtigsten Einflussfaktor stellt die Sduglingsnahrung dar (72,91-93).

HMO wirken als Pribiotika (94). Aufgrund ihrer Resistenz gegeniiber der
gastrointestinalen Verdauung gelangt der Grofiteil der HMO in den Dickdarm des
Neugeborenen, wo sie ihre prébiotische Wirkung entfalten, um ein gesundes
Darmmikrobiom zu bilden und die Gesundheit des Kindes indirekt verbessern (95). HMO
fordern das Wachstum von niitzlichen Mikroorganismen (Bifidobakterium-Arten) im
Darm, indem sie als Nahrungsquelle fiir solche dienen (94). Bifidobacterium longum
subsp. longum, Bifidobacterium longum subsp. infantis, Bifidobacterium breve sowie
Bifidobacterium bifidum zdhlen zu den héaufigsten Bifidobakterium-Arten des
Darmmikrobioms von gestillten Sduglingen (96). Die Artenvielfalt der Bifidobakterien
steht in einer engen Beziehung mit dem Sekretorstatus der Mutter (97). Anhand von
Beobachtungsstudien konnte bei gestillten Sduglingen eine von Bifidobakterien
dominierten friihe Darmmikrobiota mit einem positiven Sekretorstatus der Mutter
assoziiert werden (98). Der Stuhl von gestillten Sduglingen, mit solch einem Mikrobiom,
weist einen niedrigeren pH-Wert auf, was einen besseren Schutz vor bestimmten
Durchfallerkrankungen bietet (99). Bifidobakterien besitzen insgesamt das vielféltigste und
groflte Spektrum an katabolen Enzymen, Transkriptionsregulatoren, Transportern und
Glykosidhydrolasen die an der HMO-Verwertung beteiligt sind, sodass diese Bakterien
eine Vielzahl an HMO metabolisieren kénnen (100,101). Die Bifidobakterien modulieren
unteranderem auch das Immunsystem des Neugeborenen (102,103) und schiitzen vor
enteropathogener Besiedelung (104-106). Sie konkurrieren mit potenziell schédlichen
Mikroben um dieselbe Nahrungsquelle und produzieren kurzkettige FS und andere
Metaboliten, welche das Wachstum von wichtigen Kommensalen fordert und somit
potenzielle Krankheitserreger verdrdangt (107). Zudem ist bereits bekannt, dass HMO auch
durch Bacteroides-Arten verstoffwechselt werden konnen (108). Bacteroides
thetaiotamicron, als Beispiel, unterstiitzt das Immunsystem sowie den Stoffwechsel und
kommt in einer reifen, gesunden Darmflora vor, in welcher die HMO verwerten werden

(109).
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1.3.2.2 HMO als antiadhasive, antimikrobielle Mittel

HMO wirken als antiadhésive oder antimikrobielle Mittel: sie hemmen direkt das Anhaften
oder das Wachstum bestimmter Krankheitserregern (110,111). Sie dienen als
Koderrezeptoren an der Schleimhautoberflache, sodass verschiedene Keime wie Bakterien,
Viren und Parasiten nicht mehr an die Epithelzellen binden und somit keine Krankheit
verursachen konnen (112). Bereits 1990 beschrieben Coppa et al. das antiadhdsive
Potenzial der HMO. Neutrale Oligosaccharide ohne Sia-Bausteine zeigten eine signifikante
Adhédsionshemmung von enteropathogenen E.coli (113). Da 1% aller HMO den
Korperkreislauf erreichen und iiber den Urin absorbiert und ausgeschieden werden, knnen
sie z.B. die uropathogene E. coli-induzierte Himagglutination reduzieren (114), wodurch
die Haufigkeit an Harnwegsinfektionen verringert wird (85,113).

Newburg et al. wiesen eine Verbindung zwischen dem maternalen Sekretorstatus und der
Infekthaufigkeit sowie dem Schweregrad der Erkrankungen bei gestillten Sduglingen nach.
Muttermilch mit einem hoheren Anteil an 2-verkniipften Fukosyloligosacchariden bietet
einen besseren Schutz vor Durchfillen bei Sduglingen (115). Antiadhédsive Wirkungen von
bestimmten HMO wurden gegeniiber Campylobacteri jejuni, EPEC, Pseudomonas
aeruginosa und Salmonella enterica serovar fyris nachgewiesen (116,117). Milch-
Oligosaccharide blockieren auch Viren wie den Noro- und Rotavirus, welche zu den
haufigsten Ursachen von Durchfillen im Séuglings- und Kleinkindalter zdhlen (118).
Ebenso reduzieren manche HMO die Bindung und zytotoxische Wirkung von Entamoeba
histolytica an humane Darmepithelzellen (119).

Die antiadhidsive oder antimikrobielle Wirkung der HMO beschrénkt sich nicht nur auf die
Darmschleimhaut und den Harntrakt. Beim Verzehr von Muttermilch werden auch
Schleimhautoberflichen im Nasen-Rachen-Raum des Sduglings bedeckt. Zum Teil gelangt
die Muttermilch auch in die oberen Atemwege im Rahmen tiefer Aspirationsepisoden (85).
Aufgrund dessen reduziert sich bei gestillten Sduglingen die Haufigkeit von
Mittelohrentziindungen, welche durch Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus
pneumoniae oder Himophilus influenzae ausgeldst wird. Gestillte Sauglinge haben zudem
auch ein geringeres Risiko an dem respiratorischen Synzyti-Virus (RSV) zu erkranken

(120,121).
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1.3.2.3 HMO als Immunmodulatoren

Neben der Fahigkeit der HMO das Immunsystem iiber die pribiotische und antiadhdsive
oder antimikrobielle Wirkung indirekt zu beeinflussen, sind HMO auch in der Lage die
Immunantwort direkt zu modulieren. Dies geschieht entweder lokal, durch die Wirkung
auf Zellen des Schleimhaut-assoziierten lymphatischen Gewebes, oder systemisch, da rund
1% der HMO den systemischen Kreislauf erreichen (122—124).

Eiwegger et al. beobachteten in einer in-vitro-Studie, bei der T-Zellen aus dem
Nabelschnurblut sialylierten HMO ausgesetzt wurden, eine Zunahme der Interferon-y-
produzierenden CD3+CD4+ Lymphozyten, sowie der Interferon-y- und Interleukin-13-
produzierenden CD3+CD8+ Lymphozyten. Sialylierte HMO sind somit in der Lage die
Lymphozyten Reifung bei gestillten Sduglingen positiv zu beeinflussen (125). Zudem
konnten sialylierte  HMO Th-2-Typ-Reaktionen bei Atopie gefdhrdeten Personen
unterdriicken, wodurch sie postnatale allergenspezifische Immunantworten modulieren
konnen. In einem in-vitro-Modell konnte in Lymphozyten von Erwachsenen mit
Erdnussallergie durch sialylierte HMO eine Reduktion der IL-4-Produktion beobachtet
werden, was auf eine mogliche Nutzung von bestimmten HMO in der Allergieprdvention

hindeuten konnte (126).

1.3.2.4 HMO als Modulatoren der intestinalen Epithelzellantwort

HMO fiihren durch eine Verdnderung der wachstumsbezogenen Zyklusgene, auch zu einer
direkten Modulierung der Darmepithelzellreaktion. Sie bewirken eine Reduktion des
Zellwachstum und eine Induktion der Differenzierung und Apoptose in kultivierten
humaner Darmepithelzellen (127,128).

Um die Effekte von HMO zu bestimmen, wurden Darmzelllinien gemeinsam mit Bakterien
oder Lipopolysacchariden, und Oligosacchariden, inkubiert und somit eine bakterielle
Infektion modelliert (146,147). Bei Co-Inkubation von HMO, Bifidobakterien und Zellen
der Caco-2-Darmzelllinie zeigte sich eine Herunterregulierung bestimmer Darmzellgene,
welche einen Zusammenhang mit der Chemokinaktivitdt haben (129). Bei fehlenden
bakteriellen Co-Stimulans hingegen erh6hen HMO in der HT-29-Zelllinie die Expression
mehrerer Chemokine (130). Weitere Studien zeigten, dass in HCT-8 und T84-
Darmzelllinien verschiedene HMO insbesondere 2'FL die Reduktion der molekularen

Signaturen einer Darmentziindung bewirken (129).
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1.3.2.5 HMO als natiirlicher Schutz gegen NEC

Nekrotisierende Enterokolitis (NEC) zéhlt zu den am héufigsten vorkommenden
Erkrankungen bei Frithgeborenen. Ungefdhr 5-12% der Frithchen mit einem
Geburtsgewicht <1500g entwickeln NEC. Die Symptome beginnen teils schleichend,
konnen sich jedoch rasch zu einer fulminanten NEC mit den typischen Charakteristika wie
portalvendsem Gas und/oder Pneumatosis intestinalis entwickeln (131). Im Rahmen der
operativen Sanierung der perforierten Darmabschnitte versterben rund 20-30% der
Neugeborenen (132). Friihgeborene, welche NEC iiberleben, haben ein hohes Risiko fiir
langfristige gastrointestinale Komplikationen sowie neurologischen
Entwicklungskomplikationen (131).

Studien zufolge haben gestillte Sduglinge ein 6-10fach reduziertes Risiko an NEC zu
erkranken, im Vergleich zu Sduglingen, welche mittels Sduglingsnahrung gefiittert werden
(133—-135). Jedoch entwickeln auch manche gestillte Sduglinge NEC, was darauf hinweist,
dass auch die Zusammensetzung der Muttermilch insbesondere der HMO einen
bedeutsamen Faktor darstellt (136).

In einem etablierten Rattenmodell wurde die NEC-Entwicklung durch ein spezifisches
HMO, Disialyl-Lakto-N-Tetraose (DSLNT) reduziert und die NEC-assoziierte
Mortalitdtsrate verbessert (137). Studien mit menschlichen Friihgeborenen zeigten ein
erhohtes Risiko fiir die Entwicklung von NEC im Zusammenhang mit niedrigeren

Konzentrationen an DSLNT in der Muttermilch (136,138).
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1.3.2.6 HMO als Nahrstoffe fiir die Entwicklung des Gehirns

Insbesondere bei Frithgeborenen, aber auch bei Reifgeborenen, erfordert das rasche
Wachstum des Gehirns einen hohen Bedarf an Sialinsdure (Sia). Sia ist ein essenzieller
Bestandteil der Hirnganglioside sowie der Polysialinsdurektetten (PolySia), welche eine
entscheidende Rolle bei der Entwicklung und Funktionsfdhigkeit des Nervensystems
spielen (139,140). Zudem ist sie fiir den Erhalt der Balance von der Signalweitergabe
erforderlich, die iber den N-Methyl-D-Aspart-Rezeptor (NMDA-Rezeptor) gesteuert wird
(140).

Der Grofteil der Sia in der Muttermilch stammt aus den sialylierten HMO. HMO besitzen
2-3x héhere Mengen an Sia als die Glykoproteine und Glykolipide. Letzteres trigt nur rund
1% zur Gesamtmenge an Sia in der Muttermilch bei (141).

Eine Vielzahl an Studien zeigten, dass Muttermilch im Vergleich zu Siuglingsnahrung

positive Effekte auf die IQ (Intelligenzquotient)-Testleistung hat (142).

1.3.2.7 Auswirkungen von HMO auch auf die Mutter

HMO koénnen, neben den potenziellen Vorteilen fiir den gestillten Sdugling, auch positive
Auswirkungen auf die stillende Mutter haben (85). Muttermilch besitzt keine Sterilitit,
sondern beinhaltet vielfiltige Bakteriengemeinschaften, welche von Frau zu Frau variieren
(143,144). Neben der Wirkung als natiirliche Probiotika fiir den gestillten Sdugling,
konnen diese Bakterien ebenso als potenzielle Kommensalen dienen oder als
Krankheitserreger, welche beispielsweise eine Mastitis verursachen konnen, angesehen
werden. HMO konnen durch ihre pribiotische Wirkung, ihre Funktion als Antiadhisiva,
oder durch ihre Fahigkeit lokale Immunantworten oder Epithelzellantworten der
Brustdriise direkt hervorzurufen, diese komplexen Bakteriengemeinschaften in der

Muttermilch beeinflussen (85).
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1.3.3 HMO Variabilitat

Die HMO-Zusammensetzung und -Konzentration in der Muttermilch ist von genetischen

und nicht genetischen, modifizierbaren Faktoren abhingig (145).
1.3.3.1 Genetische Faktoren

1.3.3.1.1 Secretor und Lewis Blutgruppensystem

Das HMO-Profil wird von zwei Blutgruppensystemen, dem Secrefor (Se)- und dem Lewis
(Le) System beeinflusst, deren Gene fiir die Kodierung zweier spezifischer Enzyme
verantwortlich sind (85,145). Das Se-Gene kodiert fiir die al-2-Fukosyltransferase
(FUT2), welche fiir die Bildung von 2'FL, Lakto-N-Fukopentaose 1 (LNFP 1) und
weiteren al-2 fukosylierten HMO verantwortlich ist. Frauen, bei denen dieser Se-Locus
aktiv ist, wird ein positiver Sekretor Status zugeordnet (146). Das Lewis-Gen kodiert fiir
die al-3/4-Fukosyltransferase (FUT3), mithilfe derer al-4-fukosylierte HMO wie Lakto-
N-Fukopentaose 2 (LNFPII) gebildet werden konnen (147). Mithilfe der genannten
Blutgruppensysteme konnen Milchproben stark vereinfacht den folgenden vier
Milchphinotypen zugeordnet werden: Le-positive Sekretoren (Se+ Let), Le-negative
Sekretoren (Set+ Le-), Le-positive Nicht-Sekretoren (Se- Le+), Le-negative Nicht-
Sekretoren (Se- Le-) (148).

Da aber auch die Milch von Se- Le- Frauen fukosylierte HMO wie 3FL und Lakto-N-
Fukopentaose 3 (LNFPIII) aufweisen konnen, zeigt, dass auch Se-/Le- unabhédngige FUTs
an der Bildung fukosylierten HMO beteiligt sein konnten (111).

1.3.3.2 Nicht-genetische Faktoren

1.3.3.2.1 Verinderungen von HMO Profilen mit den Laktationsstadien

Wihrend der Laktation verdndert sich der Gesamt-HMO-Konzentration. Im Kolostrum
liegt diese bei 17,7 + 3,3 g/l, nimmt in Ubergangsmilch auf 13,3 + 6,5 g/l ab und besitzt in
reifer Milch nur mehr eine Konzentration von 11,3 &+ 2,62 g/l (145). Zudem verdndern sich
auch die Konzentrationen der spezifischen HMO im Laufe der Laktation. Studien zufolge
verringert sich die Konzentration der meisten HMO mit fortschreitender Laktationsdauer.

Eine Ausnahme machte 3FL, das iiber die Laktationsdauer anstieg (149).
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1.3.3.2.2 Geographische Unterschiede auf HMO Konzentration

Thum ef al. zeigten in ihrem Review auf, dass Frauen aus europdischen Léndern sowie der
USA hohere Konzentrationen an 2'FL in allen Laktationsstadien aufwiesen als Frauen aus
asiatischen Regionen. Fiir die restlichen HMO konnte keine deutliche Tendenz erkannt

werden (149).

1.3.3.2.3 Einfluss von miitterlichem Metabolismus auf die HMO in Muttermilch

Mehrere Studien untersuchten, ob GDM oder Adipositas in der Schwangerschaft die
Zusammensetzung der HMO in Muttermilch verdndert, mit zum Teil kontroversen
Ergebnissen. In einer Studie von Dou ef al. wurden HMO-Konzentrationen in Kolostrum,
Ubergangsmilch und reifer Milch bei Frauen mit und ohne GDM in der vorangegangenen
Schwangerschaft gemessen. Im Laufe der Laktation zeigte sich eine Abnahme der meisten
HMO. 2°FL, 3FL und LNFPII blieben jedoch in einigen Ausnahmen iiber die Stillzeit in
beiden Studiengruppen stabil, wohingegen LFNPIII bei den Frauen mit GDM in der reifen
Milch die hochste Konzentration erreichte (150). LNFPIII ist in der Lage, die IL-10
Produktion in dendritischen Zellen und Makrophagen zu stimulieren, Adipozyten fiir
Insulinantwort zu sensibilisieren und im weillen Fettgewebe die Entziindung zu reduzieren
(151). Es zeigten sich zudem signifikant hohere Konzentrationen an 3'SL, LNnT, LNFPII
und DSLNT in der Se+Le+ GDM Gruppe im Vergleich zu der Set+Le+ gesunden Gruppe
(150).

In einer weiteren Studie fanden Li et al. signifikant geringere HMO-Konzentrationen im
Kolostrum von Miittern mit GDM im Vergleich zu gesunden Miittern, welche jedoch mit
zunehmender Laktationsdauer anstiegen (152).

Saben et al. untersuchten den Zusammenhang zwischen der HMO-Zusammensetzung und
Adipositas-assoziierten miitterlichen Faktoren. Dabei wurden HMO in Milchproben 2
Wochen postpartum analysiert, und mit Parametern der miitterlichen Glukosehomoostase
wiahrend der Schwangerschaft (30. SSW) assoziiert. Bei Se+ Frauen waren geringere
Sialyl-Lakto-N-Tetraose b (LSTb) und Sialyl-Lakto-N-Tetraose ¢ (LSTc) in Milch mit
hoherer Insulinsensitivitdt assoziiert. In der Gruppe der Se- Frauen hingegen waren Insulin
sowie Niichtern-Plasmaglukose negativ mit der Gesamt-Sialinsdure (HMO-gebunden)

sowie den Konzentrationen von 3'SL und DSLNT assoziiert (153).
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McGuire et al. bestitigten im Rahmen einer Querschnitts-Beobachtungsstudie mit
stillenden Frauen aus 11 Populationen eine negative Korrelation der Konzentration vieler
HMO mit dem BMI und dem Gewicht der Mutter. Zudem zeigten sich auch etliche
Unterschiede in den HMO zwischen den Populationen, was neben genetischen Faktoren,
ein Indiz fiir die &uBeren Einflussfaktoren auf die HMO Biosynthese darstellt (154).
Ebenso konnten LeMay-Nedjelski et al. aufzeigen, dass nicht GDM in der
Schwangerschaft, sondern pria-konzeptioneller BMI, Ethnizitit, sowie die Haufigkeit des
Stillens die HMO-Konzentration in reifer Muttermilch beeinflussen. Ein Zusammenhang
zwischen der HMO-Zusammensetzung und Glukosetoleranzstatus konnte nicht bewiesen
werden (155).

In einer Cross-Over-Studie konnten Seferovic ef al. einen signifikanten Zusammenhang
zwischen Konzentrationen spezifischer HMO in der Muttermilch und der miitterlichen
Erndhrung nachweisen (156). Weitere Studien schienen widerspriichliche Ergebnisse zu
liefern, wobei die Limitation bei der Genauigkeit der Messungen aufgrund der Anzahl und

Komplexitét der zu beriicksichtigenden Nahrungsbestandteile erklart wird (157).

1.3.3.2.4 Einfluss des miitterlichen Metabolismus auf prinatale HMO

Variabilitit der HMO aufgrund metabolischer Verdnderungen kdnnen aber auch schon vor
dem Beginn der Laktation beobachtet werden. HMO zirkulieren bereits ab der 10. SSW in
geringer Konzentration im miitterlichen Serum und nehmen mit hoherem Gestationsalter
zu. Im Vergleich zur Muttermilch liegen die Konzentrationen der gesamten HMO im
Serum wihrend der Schwangerschaft mit 0,1-1,8 nmol/ml um den Faktor 10,000 niedriger
(158). HMO konnten auch im Urin (159) schwangerer Frauen, sowie im Nabelschnurblut
(160) und im Fruchtwasser (161) nachgewiesen werden.

In der Vergangenheit wurde gezeigt, dass metabolische Faktoren wie GDM die
Konzentrationen bestimmter HMO wihrend der Schwangerschaft im miitterlichen Blut
(162) und auch im Nabelschnurblut (163) veridndert. Ein unmittelbarer Zusammenhang mit
HMO-Konzentrationen im Blut und der Glukose/Insulin Homdostase wurde in einer
weiteren Studie deutlich. Weiser-Fuchs ef al. zeigten einen signifikanten Anstieg der 3'SL
Konzentration im Serum eine Stunde nach der Glukosezufuhr aus dem niichternen Zustand
im Rahmen eines 75g oGTT in der 24-28 SSW. Die hohere 3'SL Serumkonzentration iiber

den gesamten oGTT war mit einer niedrigeren Insulinsensitivitit, hoheren Insulinsekretion
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sowie hepatischen Insulinresistenz verbunden (162). Hohere 3'SL sowie 3°SLN
Konzentrationen wurden auch im Nabelschnurblut nach Schwangerschaften mit GDM
nachgewiesen (163). Zudem zeigte sich in einem in vitro Versuch mit feto-plazentaren
Endothelzellen aus gesunden Terminplazenten, dass HMO, insbesondere 3’'SL,
Auswirkungen auf die Angiogenese haben (163). Die GDM-bedingten Verdnderungen der
HMO im Nabelschnurblut und der somit induzierten Hypervaskularisation der Plazenta
konnen dazu beitragen, den Fetus vor metabolisch induzierter Hypoxie zu schiitzen (164).

In der Studie von Schonbacher et al. wurden HMO im Serum, sowie BMI und Serumlipide
bei schwangeren Frauen in der 15., 24. und 32. SSW gemessen. 2'FL und LDFT waren
negativ mit dem pri-konzeptionellen BMI korreliert. 3’SL im Serum war mit einem
atherogenem Lipidprofil (hohe Triglyzeride, hohes LDL-Cholesterin) assoziiert, wihrend
2’FL mit einem protektivem Lipidprofil (hohes HDL-Cholesterin) assoziiert war. Bei stark
tibergewichtigen Frauen konnte ein signifikant verzogerter Anstieg von 2'FL und LDFT

zwischen der 15. und 24. SSW beobachtet werden (165).

1.3.4 Einfluss von Glukosemetabolismus auf HMO in Muttermilch und

mogliche Folgen?

Genetische Faktoren, die Laktationsphasen, die Ethnizitdt und auch modifizierbare
miitterliche Faktoren wie der BMI und die Erndhrung beeinflussen die HMO-
Zusammensetzung und -Konzentration. Das HMO-Profil ist wiederum entscheidend fiir die
verschiedenen Effekte auf den gestillten Sdugling und die Mutter. Es ist bereits bekannt,
dass GDM die HMO wihrend der Schwangerschaft im Serum und im Nabelschnurblut
verdndert, wobei unklar bleibt, ob diese Verdnderung die GDM Pathogenese vorantreibt
oder ihr entgegenwirkt, bzw. Folgen abmildern kann. Nur wenige Studien untersuchten, ob
GDM die HMO in der Muttermilch beeinflusst, mit kontroversen Ergebnissen. Es ist auch
nicht klar, ob die HMOs in der menschlichen Milch durch Verdnderungen im Glukose-
Insulin-Verhiltnis beeinflusst werden, wie sie durch einen hyperinsulinimischen Clamp

nachgeahmt werden.
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2 Hypothese und Ziele

Basierend auf der Beobachtung, dass GDM in der Schwangerschaft die pranatalen HMO
im miitterlichen Serum und im Nabelschnurblut beeinflusst, stellten wir die Hypothese auf,
dass diese GDM-bedingten Verdnderungen auch postpartum bzw. in der Muttermilch
bestehen bleiben. Dariiber hinaus stellten wir die Hypothese auf, dass HMO in der

Muttermilch auch direkt durch Anderungen des Insulinspiegels beeinflusst werden.

Dafiir wurde die HMO-Zusammensetzung und -Konzentration in Muttermilchproben, die
zu vier Zeitpunkten, wihrend eines hyperinsulindmisch-euglykdmischen Clamp-
Experiments von Miittern nach Schwangerschaften mit und ohne GDM gesammelt

wurden, untersucht.

Folgende Zielsetzungen wurden verfolgt:
o Vergleich der HMO-Konzentration in Muttermilch (5-7 Wochen postpartum) in
Frauen mit GDM in der Schwangerschaft mit Frauen mit normaler Glukosetoleranz
e Analyse der HMO-Konzentration in Muttermilch iiber im Verlauf -eines

hyperinsulindmisch-euglykédmischen Clamp-Versuch
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3 Material und Methoden

3.1 Studiendesign

Fiir die urspriingliche Studie wurden stillende und nicht stillende Miitter im Rahmen der
planméBigen Kontrolle im 3. Schwangerschaftstrimester und/oder bei der Routinekontrolle
zwischen der 2 und 5 Woche nach der Geburt am University of Texas Southwestern

Medical Center Dallas, USA, unter der Leitung von Maria Ramos, MD, rekrutiert.

Folgende Einschlusskriterien galten: Alter der Mutter von 21-49 Jahre, BMI der Mutter 2
Wochen postpartal von 25-35kg/m?, Geburt eines Einlings, eine normale Glukosetoleranz

(NGT) oder einen im 3. Trimester diagnostizierten didtologisch behandelten GDM (166).

Die Zuordnung zu den entsprechenden Gruppen (gestillt/nicht gestillt) erfolgte anhand der
selbst gewdhlten Fiitterungsmethode der Miitter. Miitter, welche ihr Kind stillten und
weniger als 177ml zusitzlich an Sduglingsnahrung pro Tag zufiitterten, wurden der
Stillgruppe zugeordnet. Miitter, die bis zu 3 Wochen nach der Geburt abgestillt und ihr
Kind ausschlieBlich mit Sduglingsnahrung gefiittert haben, werden der nicht stillenden

Gruppe zugeordnet.

Folgende  Ausschlusskriterien  wurden  beriicksichtigt: das  Vorliegen eines
insulinbehandelten GDM, Diabetes mellitus Typ II, Priaeklampsie, hormonelle
Empfingnisverhiitung, Leber- oder Nierenerkrankungen, die Einnahme von
Medikamenten, welche den Néhrstoffwechsel beeintrdchtigen, sowie unkontrollierte

Schilddriisenunterfunktion und postpartale Depression.

Die Studie wurde vom Institutional Review Board (IRB), Nr. STU 092010-071,
genehmigt. Alle Teilnehmerinnen unterzeichneten eine schriftliche

Einverstindniserkldrung.
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3.1.1 Erster Studienbesuch

Die Studie inkludiert zwei Studienbesuche. Im ersten Studienbesuch wurden
anamnestische sowie biometrische Daten erhoben. Diese inkludierten beispielsweise das
Alter der Mutter, die Dauer der Schwangerschaft, das Gewicht des Kindes zum Zeitpunkt
der Geburt sowie Grole, Korpergewicht und dem daraus resultierenden BMI der Mutter.
Im Rahmen des ersten Studienbesuches wurde ein zweistiindiger Niichtern-oGTT mit 75¢g
Glukose durchgefiihrt. Dabei wurde die Messung von Insulin, C-Peptid und Plasmaglukose
zu 5 Zeitpunkten (-10, 30 ,60 ,90 und 120 Minuten) durchgefiihrt. Ein normaler
Niichternglukosespiegel wurde bei Niichternplasmaglukosewerten unter 100mg/dl
angenommen, eine gestorte Niichternglukose (IFG) bei Werten von 100-125mg/dl und bei
Werten iiber 126mg/dl ein manifester Diabetes mellitus. Lag der 2h-Plasmaglukosewert
unter 140mg/dl handelte es sich um eine normale Glukosetoleranz (NGT), bei Werten von
140-199mg/dl lag eine gestorte Glukosetoleranz vor (IGT) und bei Werten tiber 200mg/dl

wiederum ein manifester Diabetes mellitus (166).

3.1.2 Zweiter Studienbesuch

Wihrend des zweiten Studienbesuches wurde ein hyperinsulindmisch-euglykdmischer
Clamp-Versuch durchgefiihrt. Die Nacht vor dem Clamp-Versuch tranken die
Teilnehmerinnen mit 70% Deuterium angereichertes Wasser um 22:00, 02:00 und 06:00.
Uber den gesamten Clamp-Versuch wurde den Teilnehmerinnen Glukose und Palmitat
infundiert. Fiir die Glukose war ein Zielwert von 90mg/dl vorgesehen mit
dementsprechender Anpassung der Glukoseinfusionsrate (GIT). Die Clamp bestand aus
einer Basalperiode und zwei darauffolgenden Clamp Schritten mit einer jeweiligen Dauer
von 2 Stunden. Die Basalperiode représentiert die korpereigenen Insulinsekretion. In der
ersten Stufe der Clamp erfolgte die Verabreichung einer konstanten, niedrig dosierten
Insulininfusion (10mU/m?/min, angepasst an die Korperoberflache). Im zweiten Schritt der
Clamp erfolgte die Konzentrationssteigerung der Insulininfusion auf mittlere oder hohe
Werte (20 bzw. 40 mU/m?*/min, angepasst an die Kdorperoberflache). Milchproben von
stillenden Frauen wurden zu 4 Zeitpunkten (0, 120, 240 und 360 Minuten) entnommen,
welche den niichternen Zustand und das FlieBgleichgewicht jeder einzelnen Stufe der
Clamp darstellen. Die Milchproben wurden darauthin bei -80° fiir die HMO-Messung
gelagert.
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Die Clamp Technik stellt den Goldstandard fiir die Beurteilung der Insulinsensitivitét dar.
Sie wird hiufig verwendet, um die Insulinwirkung auf die Glukoseverwertung zu messen.
Die fiir einen stabilen Zustand erforderliche Glukosemenge spiegelt die exogene
Glukoseverwertung wider, welche bendtigt wird, um die Hyperinsulindmie zu
kompensieren (167).

Time Getting Baseline measurements Wrap
(hours) ready before clamp up

-0.5 0 1 2 3 4 5 6

IV line placement Meal

| [U-*C¢] glucose and [1,2,3,4-'3C,] potassium palmitate infusions |

o i i i oL Wil RE!
Fluids by IglllAa dextrose infusion enriched to 2.5% with [U-""C;] glucose |

vein . low-dose insulin infusion ,medium or high-dose insulin infusion
I 1 T

| normal saline to keep vein open |

A F— —
calorimetry calorimetry calorimetry
t t t t
milk milk milk milk
| Intermittent blood draws ,

Measurements

Abbildung 4 Schema des hyperinsulinimisch-euglykéimischen Clamp-Versuch

Die niichternen Probandinnen erhielten eine konstante Insulininfusion, um die hepatische Glukoseproduktion
zu unterdriicken. Zudem wurde gleichzeitig eine 20%ige Dextroseldsung in unterschiedlichen Raten, welche
mit 2,5% U-'3C¢ angereichert ist, iiber die Vene verabreicht, um den kontinuierlich gemessen Blutzucker im

euglykidmischen Bereich zu halten. Unverdffentlichte Daten mit Genehmigung Maria Ramos, MD.

3.2 Follow up Studie

6 der stillenden Miitter aus der GDM-Gruppe konnten fiir eine Follow up Studie 15-17
Woche postpartum rekrutiert werden. Es erfolgte ein erneuter hyperinsulindmisch-

euglykdmischer Clamp-Versuch.

3.3 Studienpopulation

In dieser Diplomarbeit wurden Milchproben der stillenden Frauen untersucht. Die
Studienpopulation umfasst insgesamt 18 Frauen, welche in vier unterschiedlichen Gruppen
eingeteilt wurden:

e 6 stillende Frauen ohne GDM in der Schwangerschaft

e 12 stillende Frauen mit GDM in der Schwangerschaft
Fiir die Analyse und Auswertung 5-7 Wochen postpartum standen Proben aller 18
Studienteilnehmerinnen zur Verfiigung. Von sechs Frauen aus der GDM-Gruppe standen
auch Milchproben von der Follow-up Untersuchung 15-17 Wochen postpartum zur

Verfiligung.
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3.4 HMO Analyse

Sul Milch

Milchprobe + internal Standard CI8 Carbograph HMO + 2AB Silica HPLC

+H20 (65°, 2h) hak

e e o [ — > > -
18

Abbildung 5 Schema der Probenvorbereitung und HMO-Isolierung fiir die HPLC-Analyse

Muttermilch (Spl) wurde mit H20 verdiinnt und mit einem internen Standard (lineares B6-Trisaccharid)
versetzt. Lipide, Proteine und Salze wurden durch Festphasenextraktion (C18/Carbograph) entfernt. Die
isolierten, getrockneten HMO wurden mit 2-Aminobenzamid (2AB) fluoreszierend markiert und nach
Entfernung von iiberschiissigen 2AB mit Hilfe von Silica-Saulchen durch HPLC aufgetrennt und mit

Fluoreszenzdetektion detektiert.

3.4.1 HMO-Isolierung und Analyse durch HPLC mit

Fluoreszenzdetektion

3.4.1.1 Probenvorbereitung

Nach Erhalt der Muttermilchproben wurden diese bei -80°C gelagert und fiir den
Probendurchlauf sorgfiltig auf Eis aufgetaut. Sul der jeweiligen Muttermilchprobe wurde
mit 188,8ul H20 verdiinnt und mit 6,3 pl internen Standard (2mg/ml) (lineares B6-

Trisaccharid) versetzt.

3.4.1.2 Festphasenextraktion mittels C18 Saulchen

Fiir die Entfernung unpolarer Molekiile wie Proteine und Peptide wurden C18 Sdulchen im
(Multisep 100mg/ml; Thermo Scientific #60300-428) verwendet, die zuvor im 96 well-
Format in eine Lochplatte gesteckt wurde. Die Sdulchen wurden zunédchst mit 200ul 100%
Methanol und anschlieBend mit 200ul H20 auf einem Vakuumverteiler konditioniert. Die

Séulchen wurden mit 200ul der jeweiligen Probe beladen, wobei der Durchfluss, der die
polaren Oligosaccharide enthielt, in einer frischen Deep-well Platte gesammelt wurde.
Darauthin wurden die Sédulchen mit 200ul H20O gewaschen und der Durchfluss erneut

gesammelt.
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3.4.1.3 Festphasenextraktion mittels Carbograph Saulchen

Mittels Carbograph Sdulen (Multi-Sep Hypercarb 10mg/1ml; Thermo Scientific #60302-
606) wurden im ndchsten Schritt Salze aus den Proben entfernt. Zunéchst erfolgte die
Konditionierung der Sdulchen unter zweimaliger Verwendung von je 200ul 80%
Acetonitril (ACN/H20) mit 0,1% Trifluoressigsdure (TFA), gefolgt von zweimaliger
Verwendung von je 200ul H20, mithilfe eines Vakuumverteilers. Auf die
vorkonditionierten Carbograph Séulchen wurde der Durchfluss der C18-Saulchen geladen.
Die Eluierung der gebundenen HMO erfolgte nach Waschschritten mit H20 unter
zweimaliger Verwendung von je 200ul 40% ACN/H20 mit 0,5% TFA. Der Durchfluss
wurde in PCR Strip Tubes zur Trocknung fiir rund 14h im SpeedVac-Konzentrator
tiberfiihrt.

3.4.1.4 Fluoreszenzmarkierung

Nach der Trocknung der HMO wurde jede Probe mit je Sul 2-Aminobenzamid Labelling-
Reagenz (2-AB) versetzt und 2h lang bei 65°C in einem Thermocycler inkubiert. Bei
diesem Schritt erfolgt eine chemische Reaktion, bei der die Zucker am reduzierenden Ende
fluoreszenzmarkiert werden, was die Detektion einzelner HMO nach HPLC-Auftrennung
ermoOglicht. Die Herstellung des 2-AB Reagenz erfolgte mit 65mg 2AB, 65mg
Natriumcyanoborhydrid (NaBH3CN), 650ul Dimethylsulfoxid (DMSO) und 350ul
Eisessig.

Zur Unterbrechung des Markierungsprozesses wurde jeder Probe anschlieSend 95u1 100%
ACN zugesetzt.

3.4.1.5 Festphasenextraktion mittels Silica Saulchen

Mittels Kieselgelsdulchen (Hyper-SEP Silica Columns 25mg; Thermo Scientific #60300-
486) wurde das tiberschiissige 2-AB mittels Vakuumverteiler aus der Probe entfernt. Die
Saulchen wurden mit 200ul H20 und 200ul 100% ACN vorkonditioniert. Die Probe wird
gemeinsam mit 100pul 100% ACN in die Silica Siule iiberfiihrt. Uberschiissiges 2AB wird
durch das viermalige Waschen mit 100% ACN sowie 96% ACN/H20 aus der Sdule
entfernt. Die Oligosaccharide, welche die Kieselgel Silica-Partikel zuriickgehalten haben,
wurden durch zweimalige Verwendung von je 200ul H2O eluiert, in PCR-Tubes iiberfiihrt

und im SpeedVac-Konzentrator erneut getrocknet.
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3.4.1.6 Analyse mittels HPLC

Die am reduzierenden Ende mit 2-AB markierten HMO wurden mit einer TSKgel Amide-
80-Sédule (150mm x 3,0mm; 3pum PartikelgroBe) und einem linearen Gradienten auf einem
HPLC-System mittels hydrophiler Interaktionsfliissigkeitschromatographie getrennt. Die
2-AB markierten HMO wurden durch Fluoreszenzdetektion sichtbar gemacht. Die
Trennung wird von einem Fluoreszenzdetektor bei 360nm Anregung und 425nm Emission
tiberwacht und bei 35°C durchgefiihrt.
Fiir die Analyse wurde folgendes Losungsmittelsystem verwendet:

e Puffer A: 50mM Ammoniumformiatlosung (NH4CO2): 2,6ml Ameisensdure +

950ml H20 + Ammoniumhydroxid, um den pH-Wert auf 4,4 einzustellen
e Puffer B: 200ml Puffer A + 800ml Acetonitril
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3.4.2 Identifikation und Integration der HMO-Peaks

Mittels der ChemStation Software konnte die Identifizierung, Integration und Auswertung
der HMO-Peaks durchgefiihrt werden. Fiir die Peak-Annotation wurden HMO-Standards
(Dextra) verwendet. Nach dem Ziehen einer Baseline erfolgte das manuelle Setzen der

Integrationsmarken fiir die jeweiligen Peaks.

! J
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2 FL Gal-Lac
\
LNFP 1
|
}| LNDFH
‘ LNT | |
f |
| LDFT GSLIF NPT LNFP 2/3 \
| ‘ 3FL | *
\‘\ | {\ | If }\ Lt }q\ll LNH 1/2
\ UM a Tal e w, w A 4 DSLNT
I U VAR vl d

T
20 25 30 40

Retentionszeit [min]
Abbildung 6 HMO-Peaks der fiir die Analyse verwendeten HMO der Milchprobe (blau) im Vergleich

mit dem HMO-Standard (rot)

Tabelle 3 Bekannte Retentionszeit der HMO im HMO-Standard

Abk. HMO Retentionszeit (min)

2°FL 2" -Fucosyllactose 10,415
3FL 3 Fucosyilactose 11,582
LDFT Lactodifucotetraose 16,005
3 3" Salyllactose 16,536
6'3 6" Salyllactose 21,392
LNT Lacto-N-Tetraose 21,767
LNnT Lacto-N-Neotetraose 22,279
3" S3FL 3" Salyl-3-Fucosyllactose 22,702
LNFP1 Lacto-N-Fucopentaose 1 27,914
LNFP2/3 Lacto-N-Fucopentaose 2/3 30,020
LSTa Salyl-Lacto-N-Tetraose a 31,751
LSTb Salyl-Lacto-N-Tetraose b 33,301
LSTc Salyl-Lacto-N-Tetraose ¢ 34,818
LNDFH Lacto-N-Difucohexaose 36,270
LNH1/2 Lacto-N-Hexaose 1/2 39,232
DSINT Disialyl-Lacto-N-Tetraose 41,559
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3.5 Statistischen Methoden

Fiir die statistische Analyse wurden zundchst die jeweiligen Area under the Curve (AUC)
fiir jeden HMO-Peak in den jeweiligen Milchproben berechnet, auf den internen Standard

normiert.

Die ausgewerteten Daten wurden zur weiteren Analyse in GraphPad Prism geladen. Um
die Dynamik der einzelnen HMO-Konzentrationen im Verlauf des Hyperinsulindmisch-
euglykdmischen Clamp-Versuch darstellen zu konnen, wurden die Werte mithilfe des
Friedman-Test mit Dunns Mehrfachvergleich getestet. Mithilfe des Mann-Whitney U-Test
konnte auf eventuellen Unterschieden zwischen den HMO-Konzentrationen in der
Muttermilch von Frauen mit und ohne GDM untersucht werden. Die Korrelation zwischen

den HMO und dem BMI wurden durch die Spearman Rangkorrelation bewertet.

Bei p < 0,05 wurde eine statistische Signifikanz angenommen. Fiir die bessere

Veranschaulichung wurden Diagramme im GraphPad Prism erstellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Merkmale der Studienpopulation

Die nachstehende Tabelle zeigt Merkmale der stillenden Frauen, deren Milchproben in
dieser Arbeit untersucht wurden (n=18). Das Alter der Studienteilnechmerinnen lag
durchschnittlich bei 34 Jahren. Im Durchschnitt hatten die Frauen einen postpartum BMI
von 30 kg/m? Die mittlere Schwangerschaftsdauer lag bei 275 Tagen und das
durchschnittliche Geburtsgewicht bei 3553 kg. Keiner der dieser Parameter war
unterschiedlich bei den Frauen mit und ohne GDM in der Anamnese (Tabelle 4), wobei ein
Trend zu einem héheren BMI (31,1 vs. 27,2 kg/m?; p=0.08) in der GDM-Gruppe
beobachtet wurde.

Bei allen Frauen zeigte der oGTT (durchgefiihrt in der 5.-7. Woche postpartum) normale
Glukosetoleranz mit einem Mittelwert von 88mg/dl Niichternglukose und 144 mg/dl 2h
Glukose nach 75g oGTT. Die beiden Gruppen (mit und ohne GDM in der Anamnese)
unterschieden sich jedoch in der Glukoseregulation. Frauen, die wéahrend der
Schwangerschaft unter GDM litten, hatten auch 5.-7. Wochen postpartum noch signifikant
hohere Niichternglukosewerte (90£5,6 mg/dl vs. 83+4,8 mg/dl; p=0,025) und signifikant
hohere 2h Glukosewerte (157,8+22,2 mg/dl vs. 115,7£13,1 mg/dl; p=0,001) als Frauen mit
normaler Glukosetoleranz in der Schwangerschaft.

9 der 12 Frauen mit vorangegangenem GDM zeigten zum Zeitpunkt 5-7 Wochen
postpartum noch eingeschriankte Glukosetoleranz (IGT) mit 2h Glukosewerten >
140mg/dl; und eine der Frauen hatte erhohte Niichternglukose mit Werten > 100mg/dl
(IFG). Nur zwei der Frauen mit vorangegangenem GDM zeigten normale Glukosetoleranz,
wihrend alle sechs Frauen mit normaler Glukosetoleranz wéhrend der Schwangerschaft
auch normale Glukosetoleranz und normale Niichternglukose-Werte nach der
Schwangerschaft hatten.

Im Rahmen der urspriinglichen Studie wurden wéhrend des oGTTs auch die Insulin- und
C-Peptid-Werte im Plasma im niichternen Zustand und 2h nach Glukosezufuhr bestimmt.
Aufgrund fehlender Werte wurde eine Probandin aus der GDM-Gruppe fiir die Analyse
ausgeschlossen. Die Insulinwerte nach GDM-Schwangerschaften und nach gesunden
Schwangerschaften unterschieden sich nicht, weder niichtern (5,4+5,4 pU/ml vs. 2,6£1,8

pU/ml; p=0,232) noch 2h nach der Glukosezufuhr (50,0+48,1 pU/ml vs. 22,2453 pU/ml;
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p=0,186). Auch hinsichtlich der C-Peptide Werte lassen sich zu den beiden oGTT
Zeitpunkten, niichtern (1,4£1,0 ng/ml vs. 1,0£0,1 ng/ml; p=0,362) und 2h nach
Glukosezufuhr (7,242,2 ng/ml vs. 5,5+0,8 ng/ml; p=0,082), keine signifikanten

Unterschiede zwischen Schwangerschaften mit und ohne GDM erkennen (Tabelle 4).

Tabelle 4 Charakteristika der Studienpopulation

GDM (n=12) NGDM (n=6) Alle (n=18) p Value
Alter Mittelwert 33,7 33,5 33,6
(in Jahren) Standardabweichung 3,7 5,7 4,2 0=0,940
Minimum 27,0 26,0 26,0 ’
Maximum 38,0 42,0 42,0
Gestationsalter bei der Geburf Mittelwert 276 274 275
(in Tagen) Standardabweichung 7 6 6 0=0,668
Minimum 266 266 266 ’
Maximum 288 281 288
Geburtsgewicht Mittelwert 3557 3545 3553
(9) Standardabweichung 398 292 358 0=0,949
Minimum 2830 3045 2830 ’
Maximum 4070 3765 4070
Niichtemglukose (0GTTpp) |Mittelwert 90,0 83,0 88,0
mg/dl Standardabweichun: 5,6 4,8 6,2
o Minimum ° 80,0 77,0 77,0 p=0,025
Maximum 101,0 90,0 101,0
2h Glukose (oGTT pp) Mittelwert 157,8 115,7 143,7
(mg/dl) Standardabweichung 222 13,1 28,0
Minimum 113,0 97,0 97,0 p=0,001
Maximum 191,0 129,0 191,0
BMI Mittelwert 31,1 27,2 29,8
(kg/m?) Standardabweichung 4,8 23 4,5 p=0,080
Minimum 25,1 24,5 245 ’
Maximum 39,8 31,1 39,8
GDM (n=11) NGDM (n=6) Alle (n=17)
Insulin niichtem (oGTTpp)  |Mittelwert 54 2,6 4.4
U/ml Standardabweichun 5,4 1,8 4,6
wiim Ninimum : 05 05 05 p=0.232
Maximum 16,2 5,2 16,2
Insulin 2h (oGTT pp) Mittelwert 50,0 2272 40,2
(U/mi) Standardabweichung 48,1 53 40,5 0=0,186
Minimum 17,4 15,0 15,0 ’
Maximum 182,1 31,4 182,1
C-Peptid niichtem (oGTTpp) |Mittelwert 1,4 1,0 1,2
(ng/ml) Standardabweichung 1,0 0,1 0,8
Ninimum 07 08 07 p=0.362
Maximum 4,2 1,1 4,2
C-Peptid 2h (oGTT pp) Mittelwert 7,2 5,5 6,6
(ng/ml) Standardabweichung 2,2 0,8 2,0
Ninimum 49 4,0 4,0 p=0.082
Maximum 12,7 6,8 12,7

pp, postpartum, p-Value bezieht sich auf die signifikante Differenz zwischen den beiden Studiengruppen:
GDM, Frauen mit vorangegangenem GDM; oder NGDM, Frauen nach gesunden Schwangerschaften,
festgestellt mit T-Test. Bei den Insulin- und C-Peptid Werten wurde eine Probandin aus der GDM-Gruppe

aufgrund fehlender Daten ausgeschlossen.
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4.2 HMO-Konzentrationen in der Muttermilch

Abbildung 7 zeigt in einer Ubersichtsgrafik die Konzentrationen aller gemessenen HMO in
der Muttermilch (AUC normalisiert auf den internen Standard). Fiir die Ubersicht wurden
die HMO-Konzentrationen der Milchproben aller 18 Studienteilnehmerinnen (GDM und
NGDM) 5-7 Woche postpartum zum Zeitpunkt 0 des hyperinsulindmisch-euglykdmischen

Clamp-Versuchs herangezogen.

Folgende HMO wurden in dieser und aller nachstehender Analysen gemessen: 2’-
Fukosyllaktose (2°FL), 3-Fukosyllaktose (3FL), Laktodifukotetraose (LDFT), 3’-
Sialyllaktose (3'SL), 6’-Sialyllaktose (6°SL), Lakto-N-Tetraose (LNT), Lakto-N-
Neotetraose (LNnT), 3’-Sialyl-3-Fukosyllaktose (3°S-3FL), Lakto-N-Fukopentaose 1/2/3
(LNFP1/2/3), Sialyl-Lakto-N-Tetraose a/b/c (LSTa/b/c), Lakto-N-Difukohexaose
(LNDFH), Lakto-N-Hexaose 1/2 (LNH1/2) und Disialyl-Lakto-N-Tetraose (DSLNT). Fiir
die Messung von 2'FL, LDFT und LNDFH wurden die Sekretor negativen Frauen, bei
dieser und jeder nachstehenden Analyse, ausgeschlossen. Die ausgewerteten HMO werden

in Abbildung 7 dargestellt.
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Abbildung 7 HMO-Konzentrationen in der Muttermilch der gesamten Studiengruppe

Gezeigt werden die Mediane und Interquartilsabstinde in einem Sdulen-Balken Diagramm; n=18.
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4.3 Einfluss von GDM auf HMO-Konzentration in Muttermilch

Insgesamt wurden Milchproben von 18 Studienteilnehmerinnen ausgewertet. 6 Frauen
davon hatten eine gesunde Schwangerschaft mit normaler Glukosetoleranz und 12 Frauen
hatten GDM in der vorangegangenen Schwangerschaft. Die flir die Analyse verwendeten
Milchproben wurden im Rahmen des hyperinsulindmisch-euglykédmischen Clamp-
Versuchs (5-7 Wochen post partum) gesammelt. Um die HMO-Konzentration in der
Muttermilch nach Schwangerschaften mit und ohne GDM zu vergleichen, wurden die
Milchproben zum Zeitpunkt 0 des hyperinsulindmisch-euglykédmischen Clamp-Versuchs,

herangezogen.

Mithilfe der Durchfiihrung eines Mann-Whitney U-Test wurden signifikante Unterschiede
in den HMO-Konzentrationen zwischen den beiden Gruppen detektiert und in Form eines
Tukey-Box Plot veranschaulicht. Bei der Auswertung von 2'FL, LDFT und LNDFH

wurden die Sekretor negativen Frauen ausgeschlossen.
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Wie in Abbildung 8, 9 und 10 gezeigt wird, waren die Konzentrationen von LDFT (p=
0,026), LNnT (p= 0,045), LSTb (p= 0,032), LSTc (p= 0,014), LNH1 (p= 0,016) und
DSLNT (p= 0,032) signifikant unterschiedlich zwischen Miittern mit vorangegangenem

GDM und ohne GDM. Die Konzentrationen der restlichen gemessenen HMO zeigten keine

signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 8 Konzentrationen fukosylierter HMO (AUC normalisiert auf den internen Standard) in

der Muttermilch nach Schwangerschaften mit und ohne GDM.

(A) LDFT (p= 0,026) in der Milch war im Mann-Whitney U-Test signifikant niedriger nach

Schwangerschaften, die mit GDM kompliziert waren, veranschaulicht mithilfe eines Tukey-Box-Plot. (B)
2'FL (p= 0,768), (C) 3FL (p= 0,682), (D) LNFP1 (p= 0,291), (E) LNFP2/3 (p= 0,553) und (F) LNDFH (p=

0,432) zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Signifikanzen wurden bei

p<0,05) angenommen.
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Abbildung 9 Konzentrationen sialylierter HMO und Gesamt-HMO-Konzentrationen (AUC
normalisiert auf den internen Standard) in der Muttermilch nach Schwangerschaften mit und ohne
GDM

Nach GDM Schwangerschaften waren folgende sialylierte HMO in Milch signifikant niedriger (getestet
mittels Mann-Whitney U Test): (C) LSTb (p=0,032), (D) LSTc (p=0,014) und (E) DSLNT (p=0,032). (A)
3’SL (p=0,103), (B) 6'SL (p=0,336) sowie (F) die Summe aller HMO (p=0,180) zeigten keinen signifikanten
Unterschieden nach Mann-Whitney U Test dargestellt in einem Tukey-Box-Plot.
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Abbildung 10 Konzentrationen unmodifzierter HMO (AUC normalisiert auf den internen Standard)

in der Muttermilch nach Schwangerschaften mit und ohne GDM
GDM fiihrte zu signifikant niedrigeren Konzentrationen von (A) LNnT (p=0,045) und (C) LNHI (p=0,016)
in der Muttermilch getestet mit Mann-Whitney U-Test, dargestellt als Tukey-Box-Plot. (B) LNT (p=0,103)

zeigt keinen signifikanten Unterschied.
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4.4 HMO-Konzentrationen in Muttermilch im Laufe des
hyperinsulinamisch-euglykamischen Clamp-Versuchs bei
Miittern mit und ohne vorangegangenem GDM

Um die Konzentrationen der unterschiedlichen HMO in der Muttermilch von Frauen mit
und ohne GDM f{iber die vier Zeitpunkte des hyperinsulindmischen-euglykdmischen
Clamp- Versuch zu vergleichen, erfolgte die Analyse der Milchproben von insgesamt 18
Studienteilnehmerinnen. Eine Probandin aus der gesunden Gruppe musste aufgrund
fehlender Milchprobe zum vierten Zeitpunkt des Clamp-Versuchs aus der Auswertung
ausgeschlossen werden. Somit blieben in der gesunden Gruppe die Milchproben von 5

Probandinnen.

Die Analyse erfolgte mittels zweifaktoriellen ANOVA und der anschlieenden Darstellung
der Ergebnisse in Tukey-Box Plots. Die Sekretor negativen Frauen wurden bei der

Auswertung von 2'FL, LDFT und LNDFH wieder ausgeschlossen.

Signifikante Unterschiede in den HMO-Konzentrationen von LNnT (p= 0,016) und LSTc
(p= 0,029) zwischen der GDM und gesunden Gruppe, jedoch nicht iiber den Verlauf,
wurden mit der zweifaktoriellen ANOVA festgehalten. Uber den Verlauf des
hyperinsulindmisch-euglykdmischen =~ Clamp-Versuchs  zeigten sich  signifikante
Unterschiede in den HMO-Konzentrationen von LDFT (p= <0,001) und LNT (p= 0,02).
Fiir die restlichen HMO konnten keine signifikanten Anderungen gefunden werden. Die

Ergebnisse werden in Abbildung 11 dargestellt.
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Abbildung 11 Konzentrationen von HMO in der Milch wiihrend eines hyperinsuliniimischen-
euglykimischen Clamp-Versuchs bei Miittern mit und ohne vorherigem GDM.

Die Turkey-Box-Plots zeigen Konzentrationen von (A) LNnT und (B) LSTc in der Muttermilch von Miittern
mit GDM und ohne GDM zu vier Zeitpunkten wihrend des Clamp-Versuchs. Die zweifache ANOVA ergab
signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen in Bezug auf den GDM-Status (p<0,05).
Konzentrationen von (C) LDFT und (D) LNT zeigten einen signifikanten Unterschied iiber die Zeit (p <
0,001 u. p <0,05). (E) LNH 1 sowie (F) die Gesamt-HMO zeigten keine signifikanten Verdnderungen.
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Wie in Abbildung 11 dargestellt wurde, gibt es Hinweise auf signifikante Unterschiede der
verschiedenen =~ HMO-Konzentrationen im  Verlauf des hyperinsulindmischen-
euglykdmischen Clamp-Versuch. Um eine genauere Aussage dariiber treffen zu konnen,
haben wir aufgrund der kleinen Probenmenge, eine Analyse unabhingig vom fritheren
GDM-Status  durchgefiihrt. Fir diese  Auswertung wurden dieselben 17
Studienteilnehmerinnen wie im Vorergebnis mit einbezogen.

Signifikante Unterschiede im Zeitverlauf wurden mit Hilfe des Friedman-Tests mit Dunns

Mehrfachvergleich ermittelt.

In Abbildung 12 sind die Verldufe der Konzentrationen von 2'FL, LDFT, LNT, LNFP1,
LNDFH sowie die Gesamt-HMO {iber den hyperinsulindmischen-euglykdmischen Clamp-
Versuch dargestellt. 2°FL zeigte iber den gesamten Verlauf (p < 0,05), jedoch
insbesondere im letzten Schritt der Clamp nach der Verabreichung von hochdosiertem
Insulin eine signifikante Abnahme (p < 0,001). LDFT nahm signifikant iiber den Verlauf
ab (p < 0,001 und p < 0,0001). LNFP1 und LNDFH zeigten ebenfalls eine signifikante
Abnahme iiber den Clamp-Versuch (p < 0,05). LNT nahm als einziges HMO signifikant
mit der Zeit zu (p < 0,05). Die iibrigen HMO zeigten keine signifikanten Verdnderungen.
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Abbildung 12 HMO-Konzentrationen in der Muttermilch wéhrend eines hyperinsulinimischen-
euglykimischen Clamp-Versuch bei Frauen unabhéngig vom friiheren GDM-Status.

Hilfe des Dunns

Signifikante Unterschiede im Zeitverlauf wurden mit Friedman-Tests mit

Mehrfachvergleich ermittelt. (A) 2°'FL nahm im letzten Schritt verglichen mit dem vorherigen Schritt und
dem Ausgangswert signifikant ab. (B) LDFT nahm im Verlauf signifikant ab, (C) LNT nahm im Verlauf des
Clamp-Versuchs signifikant zu, (D) LNFP1 und (E) LNDFH nahmen signifikant ab. (F) Gesamt-HMO

zeigten keine signifikante Verdnderung. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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4.5 HMO-Konzentrationen im Verlauf der Laktation bei Miittern
mit vorangegangenen GDM-Schwangerschaften

Um auch eine Aussage dariiber treffen zu konnen, ob und wie sich die verschiedenen
HMO-Konzentrationen im Verlauf der Laktation in der Muttermilch nach GDM verindern,
verglichen wir Milchproben von 6 Studienteilnehmerinnen 5-7 Wochen postpartum mit

Milchproben vom Zeitpunkt 15-17 Wochen postpartum.

Mittels Mann-Whitney U-Test wurden signifikante Unterschiede in 6’SL (p= 0,009), LSTc
(p= 0,009) und LNH2 (p=0,002) Konzentrationen in der Muttermilch zwischen den
unterschiedlichen Laktationsperioden festgestellt. Die restlichen HMO zeigten keine
signifikanten Verdnderungen. Es werden folgende HMO zusitzlich gezeigt: 2°FL, 3FL,
LDFT, 3'SL, LNT, LNnT, LNFP1, LNFP2/3 sowie die Gesamt-HMO. Die Ergebnisse
werden in Abbildung 13, 14 und 15 dargestellt.
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Abbildung 13 Vergleich der Konzentrationen fukosylierter HMO (AUC normalisiert auf den internen
Standard) in der Muttermilch 5-7 Wochen und 15-17 Wochen postpartum bei Miittern mit
vorangegangenen GDM-Schwangerschaften.

(A) 2°FL (p= 0,343), (B) 3FL (p= 0,937), (C) LDFT (p= 0,886), (D) LNFP1 (p= 0,394), (E) LNFP2/3 (p=
0,394) sowie die Konzentration der (F) Gesamt-HMO (p= 0,4) zeigten in der Milch 5-7 Wochen post partum

im Vergleich zur Milch 15-17 Wochen postpartum im Mann-Whitney U-Test keine signifikanten

Veranderungen. Dargestellt in Form von Tukey-Box-Plots. Signifikante Unterschiede wurden bei p<0,05

angenommen.
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Abbildung 14 Vergleich der Konzentrationen sialylierter HMO (AUC normalisiert auf den internen
Standard) in der Muttermilch 5-7 Wochen und 15-17 Wochen postpartum bei Miittern mit
vorangegangenen GDM-Schwangerschaften.

Im Mann-Whitney U Test zeigten sich in der Milch 5-7 Wochen postpartum signifikant hdhere
Konzentrationen an (B) 6'SL (p=0,009) und (C) LSTc (p=0,009) als nach 15-17 Wochen. (A) 3'SL (p=
0,258) zeigt keinen signifikanten Unterschied, dargestellt in Tukey-Box-Plots.(**p<0,01)
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Abbildung 15 Vergleich der Konzentrationen unmodifizierter HMO (AUC normalisiert auf den
internen Standard) in der Muttermilch 5-7 Wochen und 15-17 Wochen postpartum bei Miittern mit

vorangegangenen GDM-Schwangerschaften.
(A) LNT (p=0,18) und (B) LNnT (p=0,24) zeigte keine signifikanten Verdnderungen. (C) LNH2 (p=0,002)
zeigt im Mann-Whitney U-Test signifikante hohere Konzentrationen in der 5-7 Woche postpartum,

dargestellt in einem Tukey-Box-Plot. (**p<0,01).
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Im zweiten Schritt der Analyse, wurden die HMO-Konzentrationen {iiber alle vier
Zeitpunkte der Clamp, zwischen der 5-7 Woche und 15-17 Woche postpartum miteinander
verglichen. Mithilfe der zweifaktoriellen ANOVA konnten signifikante Unterschiede in
den Konzentrationen von 6'SL (p= 0,018), LSTc (p= 0,009) und LNH2 (p=0,0001)
zwischen den beiden Laktationsperioden in Bezug auf den GDM-Status jedoch nicht {iber
den Verlauf des Clamp-Versuchs nachgewiesen werden. Die restlichen HMO zeigten keine
signifikanten Verdnderungen. Die Abbildung 16 zeigt diese signifikanten Unterschiede

zwischen den beiden Laktationsperioden.
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Abbildung 16 HMO-Konzentrationen im Verlauf des oGTT bei Miittern mit vorangegangenen GDM-
Schwangerschaften zu zwei Zeitpunkten in der Laktation.

Der Tukey-Box-Plot zeigt die Konzentrationen von (A) 6"SL (p= 0,018), (B) LSTc (p= 0,009) und (C) LNH2
(p= <0,001) in der Muttermilch von Miittern mit GDM zu vier Zeitpunkten wéhrend des Clamp-Versuchs
getrennt nach Zeitpunkten der Laktation, 5-7 Wochen postpartum und 15-17 Wochen postpartum. Die

zweifache ANOVA ergab signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen.
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4.6 Korrelation von HMO-Konzentrationen mit mutterlichem BMI

Um einen moglichen Zusammenhang zwischen postpartalem BMI und individuellen
HMO-Konzentrationen zu untersuchen, wurden die Milchproben von 18
Studienteilnehmerinnen zum Zeitpunkt 0 des hyperinsulindmisch-euglykdmischen Clamp-

Versuch 5-7 Wochen postpartum mit dem BMI wéhrend der Studie korreliert.

Fiir die Analyse verwendeten wir den Spearman Rangkorrelationskoeffizienten und stellten
die Ergebnisse in Form von Streudiagrammen dar. LNnT zeigte eine signifikant negative
Korrelation mit dem BMI (r= -0,5; p= 0,04). Die restlichen HMO waren nicht signifikant
mit dem BMI assoziiert. Fiir die Darstellung wurden nur einzelne der nicht signifikanten
HMO ausgewihlt. Abbildung 17 zeigt Spearman-Rangkorrelationen zwischen dem BMI
und 2'FL, LNnT, LNPFP1 und den Gesamt-HMO, dargestellt in Streudiagrammen.
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Abbildung 17 Korrelation individueller HMO-Konzentrationen mit dem BMI 5-7 Wochen postpartum
Spearman Korrelationskoeffizienten (r) und p-Werte (p) von (A) 2°FL, (B) LNnT, (C) LNFP1 und (D)
Gesamt-HMO, konnen den Streudiagrammen entnommen werden. Signifikanzen wurden bei p <0,05

angenomimen.
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4.7 Korrelation von HMO in Muttermilch mit dem
Glukosestoffwechsel postpartum

Um mogliche Zusammenhidnge zwischen Parametern der Glukosestoffwechselregulation
(Glukose-, C-Peptid- und Insulinwerte) postpartum mit den unterschiedlichen HMO-
Konzentrationen zu erkennen, wurden hierfiir wiederum Milchproben von insgesamt 17
Studienteilnehmerinnen zum Zeitpunkt 0 des hyperinsulindmisch-euglykdmischen Clamp-
Versuch 5-7 Wochen postpartum mit den Insulin-, C-Peptid und Glukosewerten zum
Zeitpunkt -10 min (10 min vor dem Trinken der Glukoselosung) und 120 min (2h nach der
oralen Glukoseaufnahme) des oGTT (durchgefiihrt im Rahmen des ersten Studienbesuchs)
analysiert. Eine Studienteilnehmerin aus der GDM-Gruppe musste aufgrund fehlender

Daten ausgeschlossen werden.

Nach der Analyse mit den Spearman Rangkorrelationskoeffizienten wurden signifikante
Korrelationen zwischen den einzelnen Parametern der postpartalen
Glukosestoffwechselregulation und den verschiedenen HMO-Konzentrationen mithilfe von

Streudiagrammen grafisch dargestellt (Abbildung 18 und 19).

Die Analyse mittels Spearman Rangkorrelationskoeffizienten ergab keine signifikanten
Korrelationen zwischen den Glukosewerte (baseline bei -10 min und 120 min nach oraler

Glukoseaufnahme) und HMO-Konzentrationen in der Milch.

Die basalen C-Peptid-Konzentrationen zum Zeitpunkt -10 min des oGTT zeigten ebenfalls
keine signifikanten Korrelationen mit ausgewerteten HMO. Allerdings fanden wir negative
Korrelationen zwischen den C-Peptid Werten zum Zeitpunkt 120 min des oGTT und LNT
(= -0,539; p= 0,028), LSTb (= -0,517; p= 0,036) und LNHI (r= -0,618; p= 0,009)
(Abbildung 18).
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Abbildung 18 Korrelation individueller HMO-Konzentrationen mit den C-Peptidwerten zum
Zeitpunkt 120 min des oGTT
Spearman Korrelationskoeffizienten (r) und p-Werte (p) von (A) LNT, (B) LSTb und (C) LNH1, kénnen den

Streudiagrammen entnommen werden. Signifikanzen wurden bei p <0,05 angenommen.

Auch die basalen Insulinwerte zum Zeitpunkt -10 min des oGTT waren nicht mit
individuellen =~ HMO-Konzentrationen  der  Muttermilch  korreliert.  Spearman
Rangkorrelationsanalysen zeigten jedoch signifikante negative Korrelationen von
Insulinwerten zum Zeitpunkt 120 min des oGTT mit LNT (r= -0,533; p= 0,029), LNnT (r=
0,573; p= 0,018), LSTa (r= -0,497; p= 0,044) und LNHI1 (r= -0,628; p= 0,008). Die

Ergebnisse werden in Abbildung 19 in Form von Streudiagrammen dargestellt.
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Abbildung 19 Korrelation individueller HMO-Konzentrationen mit den Insulinwerten zum Zeitpunkt

120 min des oGTT

Spearman Korrelationskoeffizienten (r) und p-Werte (p) von (A) LNT, (B) LNnT, (C) LSTa und (D) LNH1

konnen den Streudiagrammen entnommen werden. Signifikanzen wurden bei p <0,05 angenommen.
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5 Diskussion

In dieser Diplomarbeit wurden HMO-Konzentrationen in der Muttermilch von Miittern mit
und ohne GDM in der vorangegangenen Schwangerschaft verglichen. Weiters wurden
Assoziationen von HMO-Konzentrationen mit BMI und Parametern des
Glukosemetabolismus wihrend der Laktation untersucht. AuBlerdem beobachteten wir
Verdanderungen der HMO-Konzentrationen im Verlauf eines hyperinsulindmisch-
euglykdmischen Clamp-Versuchs, und verglichen HMO-Konzentrationen in Muttermilch

der 5.-7. Woche mit Proben der 15.-17. Woche der Laktation.

Die wichtigsten Ergebnisse im Uberblick: 1) Nach Schwangerschaften mit GDM waren die
Konzentrationen von LDFT, LNnT, LSTb, LSTc, LNH1 und DSLNT in der Milch 5-7
Wochen postpartum signifikant niedriger als nach unkomplizierten Schwangerschaften. 2)
Unabhéngig vom fritheren GDM-Status zeigt sich im Verlauf des Clamp-Versuchs eine
signifikante Abnahme von 2'FL, LDFT, LNFP1 und LNDFH sowie eine signifikante
Zunahme von LNT. 3) 6'SL, LSTc und LNH2 waren in der Muttermilch von Frauen mit
GDM in der vorangegangenen Schwangerschaft 5-7 Wochen postpartum signifikant hoher
als in der 15-17 Woche postpartum. 4) LNnT korrelierte negativ mit dem postpartalen
BMI. 5) Hohere C-Peptid- und Insulin-Werte zum Zeitpunkt 120 min des oGTT waren mit
niedrigeren HMO-Konzentrationen in Muttermilch assoziiert: Wir fanden negative
Korrelationen zwischen C-Peptid-Werten und LNT, LSTb und LNHI sowie negative
Korrelationen zwischen den Insulinwerten und LNT, LNnT, LSTa und LNHI1.

HMO-Konzentrationen in der Muttermilch nach Schwangerschaften mit und ohne GDM:

Wir fanden hier, dass GDM die Konzentration einiger HMO in Muttermilch verringerte.
Die urspriingliche Hypothese, dass die durch GDM vermittelten Unterschiede in den
prianatalen HMO, die im miitterlichen Serum und im Nabelschnurblut beobachtet wurden,
in der Muttermilch bestehen bleiben, wurde in dieser Arbeit jedoch nicht bestétigt. Weiser-
Fuchs et al. und Hoch et al. beschrieben einen signifikanten Anstieg von 3'SL im Serum
wéhrend der Schwangerschaft (162) sowie im Nabelschnurblut (163) bei GDM, was in der
Muttermilch nicht beobachtet werden konnte. Ein Erkldrungsansatz konnten die deutlich
unterschiedlichen HMO Profile in Serum und in Muttermilch sein. Wéhrend 3'SL im

Serum einen relativ groen Anteil ausmacht (> 50%), ist die relative Konzentration in
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Muttermilch wesentlich geringer (<10%) (158), was auf unterschiedliche Rollen von HMO
in Schwangerschaft (im Serum) und Stillzeit (in Muttermilch) hindeuten konnte. Es ist
auch wichtig zu erwédhnen, dass die absoluten HMO-Konzentrationen in Muttermilch im
Vergleich zu Serum um ca. 10.000-fach hoher sind (158). Dies verdeutlicht, dass die
HMO-Syntheseraten in der Schwangerschaft und Stillzeit nicht vergleichbar sind. Ein
weiterer Erklarungsansatz fiir die scheinbar unterschiedliche Beeinflussung von pri- und
postpartalen HMO durch GDM koénnte auch der unterschiedliche Glukosemetabolismus
wéhrend der Schwangerschaft und nach der Geburt, insbesondere bei etablierter
Laktogenese sein. Im Laufe einer Schwangerschaft kommt es aufgrund des erhohten
Glukosebedarfs, durch steigende plazentare und lokale Hormone, zu einer gesteigerten
Insulinresistenz ~ (11-16).  Zeitgleiche  B-Zell  Proliferation und  gesteigerte
glukosestimulierte Insulinsekretion verhindern normalerweise exzessive Glukosezufuhr
zum Fetus (17). Bei GDM kann der Insulinbedarf durch Dysfunktion der B-Zellen und/oder
Gewebeinsulinresistenz nicht ausreichend gedeckt werden was zur Hyperglykémie fiihrt
(20). Postpartal reduziert sich die B-Zellmasse wieder zu ihrer physiologischen Grof3e
(18,19). In 13-40% der Frauen mit GDM bildet sich die in der Schwangerschaft bestehende
Glukosetoleranzstorung nicht wieder vollstindig zuriick. Rund 20% weisen bereits im
ersten postpartalen Jahr unterschiedliche Formen eines gestorten Glukosestoffwechsels auf
(5). Somit besteht die Moglichkeit, dass Frauen nach GDM, hohere Insulinspiegel
aufweisen als Frauen nach gesunden Schwangerschaften. Umso wichtiger ist das Stillen
nach einer Schwangerschaft mit GDM. Fir die Laktogenese wird Glukose
insulinunabhéngig in die Brustdriise aufgenommen, was zu niedrigeren Glukose- und
Insulinspiegel fithrt (168). McManus et al. fanden Hinweise auf eine verbesserte
Glukosetoleranz und Insulinreaktion 3 Monate postpartum bei stillenden Frauen im
Vergleich zu nicht-stillenden Frauchen nach GDM. Allerdings war der Unterschied
statistisch nicht signifikant, was moglicherweise auf eine zu geringe Stichprobengréfle von
14 stillenden Frauen und 12 nicht-stillenden Frauen zuriickzufiihren sein konnte (169). Da
in dieser Diplomarbeit der Fokus auf HMO in Muttermilch gerichtet war, untersuchten wir
nur stillende Frauen. Weiterfithrend konnten auch die nicht-stillenden Frauen mit und ohne
GDM aus der vorliegenden Studie in Hinblick auf Glukosetoleranz und Insulinreaktion

untersucht werden, um die Ergebnisse von McManus et al. zu erhérten oder zu widerlegen.
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Interessanterweise fanden wir trotz der relativ geringen StudiengroBe, dass GDM die
HMO-Konzentrationen in Muttermilch beeinflussen kann. Einige HMO (LDFT, LNnT,
LSTb, LSTc, LNHI und DLSNT) zeigten signifikant niedrigere Konzentrationen bei
Miittern mit GDM in der vorangegangenen Schwangerschaft. Li ef al. zeigte ebenfalls
signifikant geringere HMO-Konzentrationen im Kolostrum von Miittern mit GDM im
Vergleich zu Miittern mit normaler Glukosetoleranz wihrend der Schwangerschaft. Am
42. Tag postpartum zeigte sich jedoch dhnliche oder hohere HMO-Konzentrationen als bei
Miittern ohne GDM in der vorangegangenen Schwangerschaft (152). Die Erklarung hierfiir
konnte wiederum der Glukosemetabolismus wihrend der Laktogenese sein, der
insbesondere durch langere Stillzeiten verbessert wird (169). Wang et al. hingegen konnten
niedrigere Konzentrationen von sialylierten HMO, insbesondere 3'SL in Milch von
Miittern nach GDM verglichen mit jenen mit normale Glukosetoleranz in den
vorausgegangenen Schwangerschaften nachweisen (170), was sich in unserer Studie nicht
zeigte. Griinde dafiir konnten Unterschiede in der Studienpopulation (ethnische Herkunft,
GroBe der Studienpopulation) sein. Smilowitz ef al. konnten in Milchproben 2 Wochen
postpartum zwischen Miitter mit GDM und jenen ohne GDM keine signifikanten
Unterschiede erkennen (171). Die Studienpopulation mit 8§ Probandinnen in der GDM
Gruppe und 16 Probandinnen in der gesunden Gruppe zeigt ein anderes Verhéltnis als in
unserer Studie, was ein moglicher Erklarungsansatz fiir die signifikanten Unterschiede in

unseren Analysen darstellen konnte.

HMO-Konzentrationen in der Muttermilch im Verlauf des hyperinsulindmisch-

euglykidmischen Clamp-Versuchs:

Mit dieser Studie wurden erstmals HMO in der Muttermilch im Verlauf eines
hyperinsulindmisch-euglykdmischen Clamp-Versuchs gemessen. Neben einer signifikanten
Abnahme von 2'FL, LDFT, LNFP1 und LNDFH konnte eine signifikante Zunahme von
LNT in Muttermilch beobachtet werden. Interessanterweise gingen die signifikanten
Verianderungen der HMO-Konzentrationen mit durch die Versuchsanordnung steigenden
Plasma-Insulin einher.

Insulin spielt eine entscheidende Rolle bei der Steuerung zahlreicher Ablaufe zur
Vorbereitung der Brustdriise auf die Laktation. Auch wenn Insulin nachweislich die

Milchproteinsynthese auf transkriptioneller sowie auch auf post-transkriptioneller Ebene
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beeinflusst, deuten Transkriptomik-Studien darauf hin, dass Insulin eine allgemeinere
Funktion bei der Regulation der gesamten Proteinsynthese tibernimmt, um den globalen
Umbau und die sekretorische Aktivierung zu unterstiitzen, die fiir eine addquate Laktation
notwendig sind (172). Basierend auf den Ergebnissen des Clamp-Versuchs kann nur
spekuliert werden, ob und inwiefern erhohte Insulinlevels im Blut in diesem

Zusammenhang die Biosynthese von HMO in der Brustdriise beeinflussen konnen.

Auch wenn die Aussagekraft dieser hochartifiziellen Bedingungen wéhrend des Clamp-
Versuchs limitiert ist (unphysiologische Hyperinsulindmie), konnte dies doch wertvolle
Hinweise liefern, ob Insulin Auswirkungen auf die biosynthetische Funktion der
Brustdriise hat, und damit die Zusammensetzung der Muttermilch hinsichtlich HMO

verandern kann.

HMO-Konzentrationen im Verlauf der Laktation bei Miittern mit vorangegangenen GDM-

Schwangerschaften:

Beim Vergleich der HMO-Konzentrationen zwischen den zwei Zeitpunkten (5-7 und 15-17
Wochen postpartum) fanden wir eine Abnahme der Konzentrationen von 6°SL, LSTc¢ und
LNH2. Diese Resultate stimmen mit der Studie von Dou ef al. liberein, in der ebenfalls ein
Abfall der HMO-Konzentrationen iiber die Laktationsdauer sowohl bei Miittern mit GDM
als auch bei Miittern ohne GDM gezeigt werden konnte (150). Insgesamt stimmen diese
Ergebnisse gut mit der aktuellen Literatur iiberein, wo eine Abnahme der HMO
Konzentration im Laufe der Laktation beschrieben wird (145).

In unserer Studie standen Milchproben von nur 6 Frauen aus der GDM Gruppe zur
Analyse zur Verfiigung.

Unsere Ergebnisse deuten nicht darauf hin, dass die durch GDM anfangs noch verringerten
Konzentrationen bestimmter HMO nach einer verzogerten Reifung der Milch doch an das
Konzentrationsniveau ohne vorangegangen GDM angeglichen wiirden. Allerdings kénnen
wir auch nicht ausschlieBen, dass HMO-Konzentrationen nach Schwangerschaften ohne
GDM schneller absinken. Es wére daher interessant HMO-Konzentrationen in der
Muttermilch in einer groBeren Kohorte von Frauen mit GDM und ohne GDM zu
analysieren, um genauere Aussagen dariiber treffen zu konnen, wie sich die HMO-

Konzentrationen im Verlauf der Laktation insbesondere im Vergleich zwischen GDM
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Miittern und gesunden Miittern verdndern. Es soll auch erwihnt werden, dass alle Frauen
dieser Studie (mit GDM und ohne GDM) einen priakonzeptionellen BMI iiber 25
aufwiesen, was zusétzlich die Vergleichbarkeit mit anderen Studien reduzieren kann.
Erhohter BMI ist mit verzogerter Still-Initiation (173) und geringere Milchproduktionsrate
(174) assoziiert. Da das Milchvolumen durch die Laktose-Produktion reguliert wird (175),
konnte mit einer BMI-modulierten verringerten Laktose-Produktion auch eine allgemein

oder spezifisch verringerte HMO-Produktion einhergehen.

Korrelation der HMO-Konzentrationen mit dem BMI:

Unsere Studienergebnisse zeigten eine negative Korrelation der LNnT Konzentration in
der Muttermilch mit dem postpartalen maternalen BMI unabhingig vom fritheren GDM-
Status. Dass der BMI einen Einfluss auf die HMO-Konzentrationen sowohl in der
Muttermilch als auch im Serum wihrend der Schwangerschaft hat, wurde auch in
vorangegangen Studien gezeigt. Menzel ef al. konnten in ihrer Studie ebenfalls eine
negative Korrelation zwischen dem prakonzeptionellen BMI und der LNnT Konzentration
in der Muttermilch bei sekretor-negativen Frauen nachweisen (176). Im Unterschied zu
unserer Studie hatten Menzel et al. die HMO-Assoziationen mit BMI in sekretor-positive
und sekretor-negative Frauen getrennt analysiert. Im Rahmen unserer Studie wurden
lediglich bei der Auswertung fukosylierter HMO, welche fiir die Bildung FUT2 benétigen,
die sekretor-positiven Frauen ausgeschlossen.

McGuire et al. zeigten eine negative Korrelation des maternalen BMI mit der DLSNT-
Konzentration bei ansonsten gesunden Frauen. Ob die Verdnderung jedoch ausschliefSlich
auf den BMI zuriickzufiihren ist, konnte aufgrund der hohen ethnischen Variabilitdt, in der
Studie nicht bewiesen werden (154). Auch in unserer Studie kann eine Verzerrung
beziiglich der Ethnizitét nicht ausgeschlossen werden.

Negative Korrelationen von BMI und bestimmten HMO im Serum wurden auch von
Schonbacher ef al. in einer Studie wihrend der Schwangerschaft festgestellt. Es zeigte sich
eine negative Korrelation von 2'FL und LDFT in Serum in der Mitte der Schwangerschaft
mit dem priakonzeptionellen BMI sowie eine verlangsamte Konzentrationszunahme der
beiden genannten HMO von der 15. auf die 24. SSW bei stark adipdsen Frauen (BMI
>35kg/m?) (165). Ahnliche Zusammenhinge zwischen den HMO-Konzentrationen und
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dem BMI scheinen sich somit sowohl in der Schwangerschaft als auch in der Laktation zu
zeigen.

Da bekannt ist, dass nicht nur der BMI, sondern auch andere miitterliche Faktoren die
HMO Zusammensetzung beeinflussen konnen, sind kiinftig Studien erforderlich, die sich
ausschlieBlich mit dieser Fragestellung beschéftigen und in welchen alle anderen

Storfaktoren minimiert werden konnen.

Korrelationen der HMO-Konzentrationen mit Glukose, C-Peptid und Insulin:

Eine frihere Studie zeigte, dass bei schwangeren Frauen mit normaler Glukosetoleranz
nach oraler Einnahme von Glukose aus dem niichternen Zustand im Rahmen eines OGTT
3’SL im Serum kurzfristig ansteigt. Bei Frauen mit schlechterer Insulinsensitivitéit schien
dies stiarker der Fall zu sein (162). LeMay-Nedjelski ef al. konnte keinen Zusammenhang
zwischen der HMO-Zusammensetzung in Muttermilch und dem Glukosetoleranzstatus
feststellen (155). Die meisten Studien deuten auch darauthin, dass HMO in der
Muttermilch relativ stabil und unabhingig von Tageszeit und Einnahme von Mabhlzeiten
sind (157,177). Ob bei Glukosebelastung HMO in der Muttermilch verdndert werden, ist
unbekannt. Im Zuge unserer Studie korrelierten wir die HMO Werte in Muttermilch zum
Zeitpunkt des Clamp-Versuchs (5-7 Wochen postpartum) mit den Glukosewerten vom
postpartalem oGTT (ca. eine Woche davor), Niichtern-Glukosewerte (Zeitpunkt -10 min)
und nach Glukosebelastung (120 min oGTT). Es zeigte sich keine signifikante Korrelation
zwischen der HMO-Konzentration und der Blutglukose. Es wire interessant, im Rahmen
eines OGTT Milch vor und nach der Einnahme von Glukose zu vergleichen und somit
mogliche direkte Effekte eines Blutglukoseanstiegs auf die HMO-Biosynthese zu
untersuchen.

Interessanterweise fanden wir erste Hinweise darauf, dass C-Peptid und Insulin mit HMO-
Konzentrationen assoziiert sind. C-Peptid und Insulin nach Glukosebelastung (Zeitpunkt
120 min des oGTT) waren negativ mit HMO in der Muttermilch korreliert.

In dieser Studie, hatten 9 von 12 Frauen mit vorangegangenem GDM eine verschlechterte
Glukosetoleranz und zeigten 2h nach der Glukosezufuhr Werte tiber 140mg/dl, was darauf
hindeutet, dass Frauen mit GDM in der Vorgeschichte postpartal noch eine erhohte
Insulinresistenz haben konnen. Allerdings waren die Insulin- und C-Peptid Werte nicht

signifikant unterschiedlich zwischen Frauen mit vorangegangenem GDM und normaler
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Glukosetoleranz in der Schwangerschaft. was aber auch an der relativ geringen
Studiengrofle liegen kann. Die Assoziation von héheren 120 min Insulin und C-Peptid-
Werten mit niedrigeren HMO deuten darauf hin, dass geringere Insulinresistenz und
hohere C-peptid- /Insulin-Werte mit niedrigeren HMO-Konzentrationen in Muttermilch
assoziiert sind. Um die eindeutige Korrelation jedoch zu bestitigen, miisste Milch im
Rahmen eines oGTT gewonnen werden, um die entsprechenden HMO-Konzentrationen

mit den jeweiligen C-Peptid-/Insulin-Werten zu korrelieren.

Starken und Limitationen der Studie:

Diese Studie ist die erste, die HMO-Konzentrationen in Milch wahrend eines Clamp-
Versuchs untersucht. In Hinblick auf den betrdchtlichen Aufwand, den der
hyperinsulindmisch-euglykdmischen Clamp-Versuch erfordert, ist die GroBe der
Studienpopulation von 18 Probandinnen beachtlich.

Aufgrund der hohen biologischen Varianz in HMO-Zusammensetzung und Konzentration
in Milch, bedingt auch durch den Sekretorstatus, ist fiir Assoziationsstudien oder
Vergleiche hinsichtlich GDM-Status eine hohere Teilnehmerinnenzahl notwendig. Fiir den
Vergleich von HMO-Konzentrationen zwischen Miittern mit GDM und jenen ohne GDM
standen uns in der GDM Gruppe lediglich 12 und in der gesunden Gruppe 6
Studienteilnehmerinnen zur Verfligung. Da GDM auch in verschieden Typen (Defizit in
Insulinsekretion, Insulinresistenz oder beides) unterschieden werden kann und sich auch
die Behandlung entsprechend unterschiedlich sein kann (Didt, Metformin oder Insulin)

sind groflere, gut charakterisierte Schwangerschafts- und Laktationsstudien notwendig.

Schlussfolgerung:

Auswirkungen von GDM auf HMO-Konzentrationen in der Muttermilch wurden zum
jetzigen Zeitpunkt noch nicht ausreichend erforscht. Diese Arbeit liefert interessante
Hinweise und Ansatzpunkte fiir zukiinftige Studien. Weitere Studien sollten eine grofere
Anzahl an Studienteilnehmerinnen und einen lédngeren Beobachtungszeitraum der
Laktation umfassen, und etwaige Auswirkungen von GDM-modifiziertem HMO-Profil auf

Wachstum und Entwicklung der Kinder untersuchen.
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Diese Studie ist die erste, in der HMO in der Muttermilch im Rahmen eines
hyperinsulindmisch-euglykdmischen Clamp-Versuchs beobachtet wurden. Es zeigte sich
eine stufenweise Reduktion einzelner HMO bei den versuchsbedingt unphysiologisch
hohen Insulinwerten. Auch wenn die Aussagekraft dieser artifiziellen Bedingungen
limitiert ist, konnen die Ergebnisse fiir die Bildung neuer Hypothesen genutzt werden.
Negative Korrelationen einzelner HMO mit C-Peptid- und Insulin-Werten untermauern

diese Zusammenhinge zuséitzlich.

Unsere Studie zeigte, dass (mittels Didt kontrollierter) GDM in der Schwangerschaft die
HMO-Konzentration im Serum in Muttermilch verdndern kann. Basierend auf unseren
Resultaten aus dem Clamp-Versuch, wonach die gleichbleibenden Blutglukosespiegel und
gesteigerter Insulininfusionsrate bestimmte HMO-Konzentrationen in Muttermilch sanken,
stellt sich die Fragen, wie sich Insulin-Behandlung von GDM auf die HMO-
Zusammensetzung auswirkt. Ob GDM Management mit Insulin die HMO-Konzentration

in Muttermilch noch weiter reduziert, muss in grof3eren Studien untersucht werden.

Auch wenn unsere Studie zeigt, dass GDM in der vorangegangenen Schwangerschaft die
HMO-Konzentration in der Muttermilch verdndert, ist es dennoch von enormer
Wichtigkeit, dass betroffene Miitter stillen. Die positiven Effekte der Muttermilch sowie
der HMO fiir Mutter und Kind bleiben bestehen. Zudem wurden auch Hinweise auf eine
verbesserte Glukosetoleranz und Insulinreaktion nach dreimonatiger Stillzeit aufgezeigt
(169). Ob die GDM-vermittelten Verdnderungen der HMO-Zusammensetzung in
Muttermilch ungiinstigere Auswirkungen fiir das gestillte Kind haben konnen, muss erst
untersucht werden. Wire dies der Fall, konnte moglicherweise mit Hilfe von
Lebensstilinderungen, Diét, Supplementation etc. in der Stillzeit korrigierend eingegriffen

werden, um ein ,vorteilhafteres* HMO Profil in der Muttermilch zu erzielen.
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