Diplomarbeit

Korrelation maternaler humaner Milcholigosaccharide
mit metabolischen Faktoren wihrend der
Schwangerschaft

eingereicht von

Selina Lara Fricke

zur Erlangung des akademischen Grades

Doktorin der gesamten Heilkunde

(Dr.™ med. univ.)

an der

Medizinischen Universitat Graz

ausgefuhrt an der

Universitatsklinik fur Frauenheilkunde und Geburtshilfe

unter der Anleitung von
Ass.-Prof." Dr." rer.nat Ursula Hiden

Mag.? pharm. Dr." rer.nat. Evelyn Jantscher-Krenn

Graz, 30.10.2017



Eidesstattliche Erkldrung

Ich erklire ehrenwértlich, dass ich die vorliegende Arbeit selbststindig und ohne fremde Hilfe verfasst habe,
andere als die angegebenen Quellen nicht verwendet habe und die den benutzten Quellen wortlich oder

inhaltlich entnommenen Stellen als solche kenntlich gemacht habe.

Graz, am 30.10.2017 Selina Fricke eh



Danksagungen

Zunichst mochte ich mich an dieser Stelle bei all denjenigen bedanken, die mich wéhrend

der Anfertigung dieser Diplomarbeit unterstiitzt und motiviert haben.

Ganz besonders gilt mein Dank meinen Betreuern Dr. Evelyn Jantscher-Krenn und Dr.
Ursula Hiden, die mich mit meiner Arbeit in den letzten zwei Jahren tatkréftig unterstiitzt
haben. Sie ermdglichten es mir einen umfangreichen Einblick in wissenschaftliches
Arbeiten, sowohl in Theorie als auch in Praxis zu werfen. Ich mochte mich vor allem fiir
ihr Engagement und die Geduld mir bei jeglichen Fragen und Problemen beiseite
gestanden zu haben bedanken. Die schnellen und ausfiihrlichen Nachrichten habe ich
extrem geschitzt, sie haben mich aus so manch aussichtsloser Situation gerettet und zu der
Motivation zur Vollendung dieser Arbeit beigetragen. Besonders viel habe ich durch die
Riickmeldungen und Korrekturvorschldge gelernt, die mir auch bei zukiinftigen Projekten
unglaublich viel helfen werden. Vielen Dank fiir diese unglaublich lehrreiche Zeit und
liebe Betreuung!

Bedanken mochte ich mich auch bei Olivia Nonn, die mir vor allem in der statistischen
Analyse hilfreiche Tipps und Tricks gegeben hat und als Ansprechpartner jederzeit zur
Verfligung stand! Ein weiterer Dank gilt Klara Teklic, mit der die gemeinsamen Stunden

im Labor immer groBen Spall gemacht haben.

Ein groBBer Dank gilt meinen Eltern, die mir das Medizinstudium {iberhaupt erst ermdglicht
haben. Ich mochte mich vor allem fiir die bedingungslose Unterstiitzung und Bestirkung
bedanken, mit der sie mir wahrend der gesamten Studienzeit zur Seite standen.

Daneben bedanke ich mich auch an meinen fiinf Mitbewohnern bedanken- mit denen ich
zusammen durch dick und diinn gegangen bin. Danke fiir diese unglaublich tollen fiinf

gemeinsamen Studienjahre!

il



Zusammenfassung

Einleitung: Humane Milcholigosaccharide (HMOs) sind wichtige Inhaltsstoffe der
Muttermilch mit u.a. immunmodulatorischen Effekten, die bereits wihrend der
Schwangerschaft im weiblichen Organismus gebildet werden. Wodurch die Menge und
Zusammensetzung von HMOs beeinflusst wird, ist noch nicht im Detail bekannt. Neben
genetischen Faktoren wie dem Sekretorstatus kdnnte auch der metabolische Status der Frau
eine Rolle spielen. Die Schwangerschaft stellt einen Zustand maternaler metabolischer
Verdanderungen mit verdnderter Glukosehomdoostase und erhéhten Insulinwerten bis hin zur
Insulinresistenz dar. Metabolische Faktoren wie Adiponektin, Leptin sowie Follistatin
tragen zu dieser verdnderten Glukosehomdostase bei, wodurch sie eine wichtige Rolle in

der metabolischen Adaptation zur Schwangerschaft spielen.

Hypothese: Wir stellen die Hypothese auf, dass metabolische Faktoren Auswirkungen auf
Konzentration und Zusammensetzung der HMOs im maternalen Serum wéhrend der
Schwangerschaft zeigen.

Material und Methoden: 53 schwangere Frauen wurden zwischen Februar und Oktober
2013 in der Frauenklinik des LKH Univ.-Klinikum Graz rekrutiert. Ausschlusskriterien
waren mehrfachen Fehlgeburten, erhohtes Risiko nach dem Combined Test, fetale
Anomalien, Rauchen, miitterliche metabolische Risikofaktoren, bekannter Bluthochdruck
sowie Diabetes. Zur Wertebestimmung der HMOs sowie maternaler metabolischer
Faktoren wurden den Probandinnen an zwei Zeitpunkten in der Schwangerschaft, V1 (10.-
14.SSW) und V2 (20.-24 SSW), Blutproben entnommen. HMOs wurden mittels HPLC
und Fluoreszenzdetektion in den Blutproben bestimmt. Der Wert der Niichternglukose
wurde mittels oGTT in der 24.-28. SSW gemessen. Fiir direkte Zusammenhénge wurden
die V2-Werte der metabolischen Faktoren mit den V2-Werten der HMOs korreliert.
Verzogerte Zusammenhinge sollen mit V1-Werten der metabolischen Faktoren und den
V2-Werten der HMOs tiiberpriift werden.

Ergebnisse: Etwa 30 der rekrutierten Schwangeren, im Alter von 33,9+ 5,3 Jahren und
einem BMI von 224 + 27 kg/m2 vor Schwangerschaftsbeginn, zeigten vollstindige
Datensets beziiglich eines metabolischen Faktors zu V1 und V2 und den HMOs 2’FL und
3’SL zu V2. Nach Ausschluss von signifikanten Konzentrationsunterschieden der
metabolischen Faktoren in Abhdngigkeit des Sekretorstatus, zeigte die statistische Analyse

einen positiven Zusammenhang zwischen Leptin und dem HMO 3°SL zum Zeitpunkt V2.
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Diskussion: Der Zusammenhang zwischen Leptin und 3°SL kdnnte darauf hindeuten, dass
erhohte Korperfettwerte die HMO-Zusammensetzung beeinflussen. Aufgrund moglicher
Storfaktoren wie der BMI, Gewichtszunahme in der Schwangerschaft sowie korperlicher

Aktivitdt, sind die Ergebnisse noch in groleren Kohorten zu verifizieren.
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Abstract

Background: Human Milk Oligosaccharides (HMO) are important components of breast
milk, which are produced in the female organism already during pregnancy. The
mechanisms regulating HMO production and composition are not fully understood.
Besides genetic factors such as the secretor status, the maternal metabolic state may play a
role. In general, pregnancy is a state of metabolic changes and adaptions, with altered
glucose homeostasis and insulin resistance. Metabolic acting factors such as adiponectin,
leptin and follistatin contribute to these changes and thus, play an important role in
maternal metabolic adaption to pregnancy.

Hypothesis: We hypothesised that maternal metabolic factors affect concentration and
composition of HMOs in maternal blood during pregnancy.

Subjects and Methods: Between February and October 2013, 53 pregnant women were
recruited at the Department of Obstetrics and Gynaecology, Medical University of Graz,.
Exclusion criteria were multiple miscarriages, increased risk after combined test, foetal
anomalies, smoking, maternal metabolic risk factors, hypertension and all types of
diabetes. For the analysis of metabolic factors and HMOs, blood was taken at two time
points during pregnancy, visit 1 (V1; gestational week 10-14) and visit 2 (V2; gestational
week 20-24). HMOs were analysed by HPLC with fluorescence detection. Fasting glucose
was measured by oGTT at gestational week 24-28. To determine direct correlations
between the metabolic factors and HMOs, V2 values of the factors were correlated with
HMO values at V2. To test for potential delayed interactions, V1 values of metabolic
factors were correlated to HMO values at V2.

Results: We obtained complete datasets of about 30 women. Their mean age was 33.9 +
5.3 years and the mean BMI before pregnancy was 22.4 + 2.7 kg/m”. After excluding
possible effects of the secretor status on the levels of metabolic factors, a significantly
positive correlation between leptin and 3’SL at V2 was identified.

Conclusion: The correlation between leptin and 3’SL may indicate a relation between
body fat and HMO-composition. Due to potential confounding factors such as BMI, weight
gain during pregnancy as well as physical activity, the results need to be verified in a larger

cohort.
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Glossar und Abkiirzungen

2’FL: 2-Fucosyllaktose

3’SL: 3'-Sialyllactose

AMPK: AMP-aktivierte Proteinkinase

FUT2: Fucosyltransferase 2

FUT3: Fucosyltransferase 3

GDM: Gestationsdiabetes

HMG-CoA-Reduktase: 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase
HMO: Humane Milcholigosaccharide

HPLC: Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
LNFPIII: Lacto-N-Fucopentaose 111

T1D: Diabetes Mellitus Typ 1

T2D: Diabetes Mellitus Typ 2

oGTT: oraler Glukosetoleranztest

hPL: Plazentalaktogen

V1: Visit 1

V2: Visit 2

V3: Visit 3
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1 Einleitung und Hintergrund

1.1 Insulinresistenz
Insulinresistenz ist eine Hauptursache von Typ 2 Diabetes (T2D). Diese Tatsache wurde

erstmals 1930 beschrieben, als entdeckt wurde, dass ein Diabetestyp nicht durch einen
Mangel, sondern durch eine Unempfindlichkeit gegeniiber Insulin (Insulinresistenz)
entsteht: Sir Harold Percival Himsworth fand heraus, dass eine Abnahme des
Korpergewichts nicht nur die Symptome von Diabetes verbessert, viel mehr zeigt sich die
Wiederherstellung einer fast gesunden Antwort der Glukose-Toleranz (1). Den Zustand,
den Himsworth damals beschreibt ist heute als Insulinresistenz bekannt und kennzeichnet
einen erhohten Bedarf an Insulin infolge einer Interaktionsstorung zwischen Insulin und
seinem Rezeptor an der Zelloberfldche u./o. Glukoseverwertung in der Zelle (1).

Insulinresistenz wird besonders mit Fettleibigkeit assoziiert und ist der ausschlaggebende
Faktor in der Pathogenese von T2D. Diesen Zusammenhang beweisen Querschnittsstudien,
die ein konstantes Vorkommen von Insulinresistenz bei Patienten mit T2D zeigen;
prospektive Studien verdeutlichen auBlerdem, dass die Insulinresistenz ein wichtiger

Risikofaktor fiir das Entstehen eines Diabetes ist (1).

Die Insulinresistenz ist jedoch nicht der einzige Faktor, mit welchem sich Diabetes
prognostizieren ldsst. Die Insulinresistenz wird normalerweise mit einer Hyperinsulindmie
ausgeglichen, die durch eine Kombination aus erhohter Insulinsekretion und verminderter
Insulin Clearance entsteht. Der Grad dieser Kompensation wird bemessen durch den
»Dispositionsindex®, ein Produkt aus Insulinsensitivitdt und Insulinsekretion durch die -
Zellen. Dieser Index misst die Féahigkeit der B-Zellen eine Insulinresistenz mit einer

Insulindmie auszugleichen und ist der wichtigste Faktor fiir die Pradiktion von Diabetes

(1.



1.2 Maternale metabolische Adaptation in der Schwangerschaft

Grundsétzlich stellt die Schwangerschaft eine anabole, dynamische Stoffwechselsituation
dar. Insulinresistenz wiahrend der Schwangerschaft ist eine physiologische Reaktion auf die
gestationsbedingten hormonellen und metabolischen Anpassungen der Schwangeren. Diese
hormonelle und metabolische Anpassung sorgt vor allem in der zweiten
Schwangerschaftshilfte fiir das Wachstum und die Entwicklung des Fetus, indem
Néhrstoffe ldnger in der miitterlichen Zirkulation verbleiben und somit fiir den Fetus
verfligbar sind (2).

Die erniedrigte Insulinempfindlichkeit wird im Normalfall durch eine erhohte
Insulinproduktion ausgeglichen. Im dritten Trimenon der Schwangerschaft erhoht sich
auBlerdem die endogene hepatische Glukoseproduktion im miitterlichen Organismus um
16-30 %. Dieser Effekt soll zusitzlich den erhohten Glukosebedarf des Fetus

kompensieren (3).

Physiologisch lassen sich schon bereits kurz nach der Einnistung der Eizelle in die
Gebarmutterschleimhaut verschiedene Verdnderungen feststellen: Es kommt zur
Hyperplasie und Hypertrophie der B-Zellen in den Langerhans-Inseln, welche der
Stimulation durch Progesteron und Ostrogenen zuzuschreiben sind (4). Wihrend die basale
Insulinsekretion anndhrend normal bleibt, finden sich erhdhte postprandiale Insulinspiegel.
Diese sind auf eine Zunahme der Insulinsynthese und Sekretion zuriickzufiihren (4).

Die Insulinresistenz entsteht in der zweiten Schwangerschaftshilfte. Sie wird mit der
Erhohung einiger Hormone wie zum Beispiel dem Humanen Plazentalaktogen (hPL),
Progesteron und den Glukokortikoiden, aber auch mit erhohten freien Fettsduren und
Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a) in Zusammenhang gebracht. Im Gegensatz zu nicht
schwangeren Frauen folgt bei Frauen in der spdten Schwangerschaft grundsétzlich ein
anhaltend erhohter Glukose- und Insulinspiegel der Nahrungsaufnahme. Aulerdem ist die

Freisetzung von Glucagon stdrker unterdriickt (4).

1.2.1 Maternale Adaptation bei Ubergewicht

Die iibliche Zunahme der Insulinresistenz, die in der spdten Schwangerschaft beobachtet
wird, tritt bei fettleibigen Miittern verstirkt auf. Als Folge kommt es zur deutlichen

postprandialen Zunahme von Glukose, Lipiden und Aminosduren und somit zu einer




iiberméBigen fotalen Exposition gegeniiber Brennstoffquellen, was wiederum die

FetalgroBe, Fettvorrite und das Risiko fiir Krankheiten nach der Geburt erhoht (1,2).

Eine beeintriachtigte Glukosetoleranz, Gestationsdiabetes und Hyperlipiddmie werden
somit hdufiger bei iibergewichtigen Schwangeren beobachtet. Bisher wurden Didten
wihrend der Schwangerschaft, die besonders diesen Problemen vorbeugen sollen, wenig
Bedeutung beigemessen. Studien jedoch zeigen, dass Didten bei Frauen mit
beeintriachtigter Glukosetoleranz durch einen Ersatz von raffinierten Kohlenhydraten und
gesdttigten Fettsduren mit komplexen niedrig-glykdmischen Kohlenhydraten und
ungesittigten Fettsduren zu einem verbesserten metabolischen Gleichgewicht und

Schwangerschaftsergebnis fiihren (2).

1.2.2 Gestationsdiabetes
Kann die erhohte postprandiale Hyperglykdmie nicht ausreichend durch eine

Hyperinsulindimie kompensiert werden, entsteht daraus der Gestationsdiabetes (GDM) (4).
Die nicht ausreichende glykédmische Kontrolle flihrt zusitzlich zu erhohtem Auftreten von
Neuralrohrdefekten und anderen entwicklungsbedingten Anomalien. Auflerdem werden
Komplikationen wie Praeklampsie hiufiger bei iibergewichtigen Schwangeren beobachtet,
was auf den subklinischen Entziindungsstatus zurilickfiihren ist und eine frithe Plazentation

und die Blutversorgung der Plazenta beeintrachtigt (1).

Die Privalenz von GDM liegt in Osterreich bei ca. 5% (2), womit GDM zu den hiufigsten
Schwangerschaftspathologien gehort. Wie unter 0 erwéhnt, kann die oben beschriebene

Anpassung des miitterlichen Metabolismus an die Schwangerschaft die Entstehung von

GDM begiinstigen (3).

Wird GDM nicht erkannt oder entsprechend behandelt, kdnnen folgende Komplikationen
vermehrt auftreten:

e Prieklampsie/Eklampsie

e Makrosomie mit erhohter Gefahr eines Geburtstraumas

e Hydramnion mit erhohter Gefahr einer Frithgeburt

e Erhohte fetale Fehlbildungsanamnese

e Hypoglykdmien perinatal mit Gefahr einer neuropsychomotorischen

Entwicklungsverzogerung




Zusitzlich besteht ein erhohtes Risiko, dass das Kind im spéteren Leben auch an T1D oder
T2D erkrankt (3).

1.3 Adipokine als Cytokine des Fettgewebes

Dem weillen Fettgewebe liegen zwei Aufgaben zu Grunde: Zum einen wirkt es als
Energiespeicher, zum anderen als endokrines Organ, welches Steroidhormone und
fettspezifische Cytokine, die sogenannten Adipokine ausschiittet.

Ein erhohter Anteil von weillem Fettgewebe bei Fettleibigkeit erhoht die Sekretion dieser
Adipokine. Dies bedeutet, dass die para-, auto- und endokrine Wirkung von Adipokinen
durch Fettegewebsdystrophie bzw. -hypertrophie beeinflusst wird und zur Entwicklung

von metabolischen Krankheiten beitragt (1).




1.4 Adiponektin

1.4.1 Aufbau und Eigenschaften

Adiponektin ist ein Peptidhormon, das zusammengesetzt aus 224 Aminosduren vor allem
in Fettzellen gebildet und sezerniert wird. Es macht die Organe empfanglich fiir die
Wirkung von Insulin, beugt Arteriosklerose vor und hemmt Entziindungsreaktionen (5).
Die Serumkonzentration von Adiponektin ist indirekt proportional zum BMI. Fiir eine
Minderproduktion des Adiponektins werden die Fettgewebszytokine TNF-a (Tumor
necrosis factor alpha) und IL-6 (Interleukin-6) verantwortlich gemacht (6). Folglich zeigt
sich eine negative Korrelation der Serumkonzentration des Adiponektins zu
Insulinresistenz, der Sekretion inflammatorischer Adipokine und dem Auftreten

kardiovaskuldrer Erkrankungen (7).

1.4.2 Wirkmechanismus

Physiologisch lassen sich die schiitzenden Eigenschaften des Adiponektins durch folgende
Mechanismen erkldren: Adiponektin wirkt durch seinen Plasmamembranrezeptor, der die
AMP-aktivierte Proteinkinase (AMPK) phosphoryliert und aktiviert. In aktivierter Form
phosphoryliert AMPK Proteine, die fiir Lipid- und Kohlenhydradstoffwechsel wichtig
sind, was sich wiederum nachhaltig auf den Stoffwechsel auswirkt. AuBerdem befinden
sich auch im Gehirn Adiponektinrezeptoren, die durch eine Aktivierung der AMPK im

Hypothalamus zur Nahrungsaufnahme anregen und den Energieverbrauch senken (5).

Acetyl-CoA-Carboxylase ist eines der AMPK-regulierten Enzyme und befindet sich in
Leber und weillem Fettgewebe. Dieses Enzym generiert Malonyl-CoA, das erste
erforderliche Zwischenprodukt der Fettsduresynthese. Malonyl-CoA hemmt als Inhibitor
des Enzyms Carnitin-Acyltransferase-1 den Prozess der p-Oxidation, womit der
Fettsduretransport in die Mitochondrien verhindert wird. Durch Phosphorylierung und
Inaktivierung von Acetyl-CoA-Carboxylase kommt es also iiber AMPK zu einer

eingeschrinkten Fettsduresynthese sowie abgeschwichten Hemmung der B-Oxidation (5).

AMPK phosphoryliert und inaktiviert auBerdem die Enzyme HMG-CoA-Reduktase,

Fettsduresynthase und Acyltransferase. Wahrend es durch die eingeschrinkte Wirkung der
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HMG-CoA-Reduktase zur Inhibition der Cholesterinsynthese kommt, fiihrt eine
Inaktivierung von Fettsduresynthase und Acyltransferase zur effektiven Hemmung der

Triacylglycerinsynthese (5).

1.4.3 Adiponektin und Insulin

Maiuse mit einem Gendefekt der Adiponektinrezeptoren reagieren weniger sensitiv auf
Insulin und weisen folglich eine geringere Glukosetoleranz auf. Die durch Nahrung
aufgenommenen Kohlenhydrate fithren zu einem lidnger anhaltenden erhdhten
Blutglukosespiegel im Vergleich zu Miusen mit normalen Adiponektinwerten (5). Die
beobachteten Stoffwechseldefekte dhneln denen von Patienten mit T2D. Bei T2D wird eine
dhnliche Insulinsensitivitit beobachtet, die Glukose wird ebenfalls nur langsam aus dem
Blut eliminiert. In der Tat zeigen Patienten, die an Adipositas oder T2D leiden einen

niedrigeren Adiponektinspiegel im Blut als Personen ohne DM2 (5).

In einer weiteren Studie hat die Gabe von Adiponektin zu einer Verbesserung der
Insulinsensitivitdt, einer Verminderung des Glukosespiegels durch Aktivierung von
AMPK, sowie zu einer antiinflammatorischen Wirkung gefiihrt.

Diese Tatsache machen sich antidiabetogene Medikamente wie Insulin-Sensitizer und
Thiazolidindione wie Rosiglitazone und Pioglitazone zu Nutze. Sie fiihren bei
Versuchstieren unter anderem durch gesteigerte Expression von Adiponektin-mRNA in

Fettgewebe zu einer erhohten Adiponektinkonzentration und einer Aktivierung der AMPK

(5).

Es scheint also, dass Adiponektin ein wichtiges Bindeglied zwischen T2D und

Fettleibigkeit darstellt (5,6).




1.5 Leptin

1.5.1 Aufbau und Eigenschaften

Dieses Adipokin besteht aus 67 Aminosduren, wird von Adipozyten produziert und ins
Blut abgegeben. Auch hier zeigt sich, dass die Plasmaleptinkonzentration mit der
Gesamtfettmasse korreliert. Allerdings liegt hier ein positiver Zusammenhang mit dem
BMI vor (8).

Gemeinsam mit Insulin und zum Teil auch Adiponektin ist Leptin fiir die
Langzeitregulation der Energichomdostase durch Kontrolle der Gesamtfettmasse zustiandig

(5.,9).

Die Funktion von Leptin wurde erstmals in einer Studie an Mdusen untersucht, in der das
Leptin-codierende Gen die Abkiirzung OB erhielt, was fiir obese, also fettleibig, steht. Es
stellte sich heraus, dass sich bei Miusen mit zwei defekten Allelen des OB-Gens ein
bleibender Hungerzustand einstellt. Dieser ist gekennzeichnet durch einen Anstieg der
Korstisolkonzentration im Blut, mangelnde Produktion von Ko&rperwérme, abnormes
Wachstum, fehlende Fortpflanzung, ungeziigelter Appetit, sowie Stoffwechselstérungen

wie Insulinresistenz (5).

AuBerdem ist noch ein weiteres Gen fiir die Appetitregulation wichtig, das sogenannte
Diabetes/DB-Gen. Das DB-Gen codiert den Leptinrezeptor und ist somit fiir die
Signalfunktion von Leptin verantwortlich. Deswegen leiden Mause mit zwei defekten DB-
Allelen an Adipositas und Diabetes.

Leptinrezeptoren finden sich vor allem in Gehirnregionen wieder, die das Essverhalten
steuern. Hierzu zdhlt der Nucleus arcuatus des Hypothalamus. Durch Leptin wird dem
Korper signalisiert, dass die Fettreserven ausreichen und somit die Brennstoffzufuhr
gebremst und der Energieverbrauch gesteigert werden kann. So kommt es ergdnzend zu
einer Stimulation des Sympathikus mit Anstieg von Blutdruck, Herzfrequenz und

Thermogenese (95).

1.5.2 Wirkmechanismus

Um den Wirkmechanismus von Leptin verstehen zu kénnen, miissen zwei Gruppen von

Neuronen, die sich im Nucleus arcuatus befinden, beschrieben werden. Diese Neuronen
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haben jeweils einen unterschiedlichen FEinfluss auf die Nahrungsaufnahme und den

Stoffwechsel, die fiir die Energiebilanz eine wichtige Rolle spielen (5,9).

Die orexigenen Neuronen, auch NPY/AgRP- Neurone genannt, stimulieren die
Energiezufuhr durch Produktion und Sekretion von Neuropeptid Y (NPY) und Agouti-
related Peptid (AgRP), welche das Signal zur Nahrungsaufnahme an das Gehirn
weiterleiten. Das Hungerzentrum wird stimuliert, das Sattheitszentrum gehemmt. (5)(9) In
Maiusen kommt es sowohl wiahrend Hungerphasen als auch bei defekten Allelen der OB-
und DM-Gene zu einer erh6hten NPY-Konzentration. Man geht davon aus, dass diese hohe
Konzentration von NPY die Fettleibigkeit dieser Méduse auslost, da stidndig das Signal zur
Nahrungsaufnahme geliefert wird (5).

Von den anorexigenen Neuronen werden die gegenteilig wirkenden Transmitter alpha-
Melanocortin (a-MSH) und Cocain- and amphetamine-regulated transcript-Peptid (CART-
Peptid) ausgeschiittet. Diese Sekretion bewirkt iiber ein nachgeschaltetes Neuron die
Vermittlung von Appetit-unterdriickenden Informationen an das Gehirn. Hier wird also das
Hungerzentrum gehemmt und das Sattheitszentrum stimuliert. a-MSH entsteht durch
Abspaltung aus dem Vorlduferprotein Proopiomelanocortin (POMC), daher wird diese
Gruppe von Neuronen POMC/CART-Neuronen genannt (5,9). Beide neurosekretorischen
Nervenzellen hemmen die Hormonproduktion der jeweils anderen. Das bedeutet, dass
jeder Reiz, der anorexigene Zellen aktiviert, orexigene Zellen inaktiviert. Dadurch kommt

es zu einer Verstarkung des stimulierenden Signals (5,9).




POMC
Anorexigen CART Orexigen

v

Sattheitszentrum

Insulin Leptin ‘

Fettge
webe

Abbildung 1. Leptin bewirkt eine Sekretionsstimulation von den Anorexigenen alpha-
MSH und CART und Sekretionsinhibition von den Orexigenen NPY und AgRP eine
im Nucleus arcuatus. Dieser Vorgang filihrt zur Unterdriickung des Hungergefiihls, indem
das Sattheitszentrum stimuliert, sowie Hungerzentrum gehemmt wird. Zusétzlich geht man

davon aus, dass Leptin auch eine direkte Wirkung auf das Sattheitszentrum zeigt (9).

Beide Neuronentypen bilden Leptin-Rezeptoren und Insulin-Rezeptoren und konnen so
Informationen iiber den Erndhrungszustand des Korpers erhalten (5,9).

Der Leptinrezeptor gehort zur Gruppe der tyrosinkinaseassoziierten Rezeptoren. Bindet
Leptin am Rezeptor, 6ffnen sich die ATP-empfindlichen K+-Kanédle und es kommt zu
einer Hyperpolarisation bestimmter NPY/AgRP-Neurone, wodurch deren Aktivitit

herabgesetzt wird. Durch eine gleichzeitig ablaufende Aktivierung der Janus-Kinase in
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NPY/AgRP- und POMC/CART-Neuronen wird der Transkriptionsfaktor STAT3
phosphoryliert und somit aktiviert. Dadurch kommt es zu einer Expressionsdnderung

letpinsensitiver Gene (5,9).

Leptin bewirkt also eine Inhibierung der Sekretion der orexigenen Faktoren NPY und
AgRP sowie eine Stimulation der Sekretion der anorexigenen Faktoren o-MSH und CART
im Nucleus arcuatus. Man geht aber auch davon aus, dass Leptin auch eine direkte
Wirkung auf das Sattheitszentrum besitzt (9). Zusétzlich flihrt Leptin zu einem Anstieg der
renalen Natriumausscheidung, Lipolyse, Gonadotropinausschiittung, aktiviert den
Knochenabbau und neben einer erhohten T3,T4-Sekretion wird das zellvermittelte

Immunsystem und die Phagozytenaktivitét stimuliert (9).

1.6 Follistatin

1.6.1 Aufbau und Eigenschaften

Follistatin ist ein monomeres glykosyliertes Protein und wurde zunidchst in gonadaler
Fliissigkeit gefunden. Waihrend des Menstruationszyklus finden sich gleichbleibende
Konzentrationen, die aber wahrend der Schwangerschaft einen Anstieg zeigen. Folglich
wird neben der Bildung in Hypophyse und Granulosazellen des Ovariarfollikels eine

zusitzliche Follistatinproduktion der Plazenta angenommen (10,11).

Follistatin  funktioniert als Inhibitor multifunktionaler Komponenten von TGF-
(transforming growth factor beta). Eine wichtige Rolle spielt hier das Activin-Follistatin-
System, welches vor allem Einfluss auf den Glukose- und Lipidstoffwechsel hat und somit

eine wichtige Rolle bei GDM spielen konnte (12).

Neben den im folgenden Abschnitt erklarten Zusammenhéngen und der Tatsache, dass eine
positive Korrelation zwischen Follistatin und dem ,,Homeostasis Model Assessment*
(HOMA-Index), ein Test zur Bestimmung einer Insulinresistenz, besteht, ldsst sich
vermuten, dass Serumfollistatin auch eine Funktion im Kohlenhydratstoffwechsel wéhrend

der Schwangerschaft spielt (12).
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1.6.2 Wirkmechanismus und Zusammenhang mit Insulin

Die durch Follistatin beeintrdchtigte Insulinsensitivitdit wird vor allem durch seine
hemmende Wirkung auf die Komponenten Activin A und Myostatin des TGF-3 verursacht
(13). Erhohte Follistatinwerte werden bei T2D beobachtet und in Zusammenhang mit

Hyperglykédmie und Hyperinsulindmie gebracht (14).

1.6.2.1 Activin A

Activin A steuert als pleiotropes Enzym verschiedene zelluldre Abldufe. Dazu gehoren
unter anderem die Regulierung der Glukosehomodostase durch Steigerung der
Insulinausschiittung und B-Zellproliferation, wodurch bei erhohten Activinwerten eine
Verbesserung der Insulinsensitivitdt zu beobachten ist (12).

Zusatzlich wirkt es durch eine Steigerung der Proliferation mit gleichzeitiger Inhibition der
Adipozytendifferenzierung von humanen Praadipozyten auf die Lipidhomdostase ein. Ein
vermehrtes Auftreten von Lebersteatosen konnte bei erhdhten Activinwerten in

Rattenversuchen beobachtet werden (13,14).

Versuche mit Follistatin-Knockout-Méausen konnten beweisen, dass die Abwesenheit von
Follistatin und somit entfallener Inhibition von Activin A zu metabolischen
Verianderungen, die einen reduzierten Anteil an viszeraler Fettmasse, eine pankreatische j3-
Zellhyperplasie wie auch eine verbesserte Glukosetoleranz und Insulinsensitivitét

einschlieBen, kommt (15).

1.6.2.2 Myostatin

Der Wachstumsfaktor Myostatin ist fiir die Muskelentwicklung und Glukosehomdostase
von Bedeutung. Wihrend im Skelettmuskel hohe Myostatinspiegel zu finden sind, weisen
andere Gewebe wie Fettgewebe und Herz geringere Konzentrationen auf (16).
Interessanterweise zeigt sich in Studien mit Mausen, dass vor allem ein reduzierter Anteil
an Mpyostatin zu reduzierter Korperfettmasse und -anreicherung sowie erhdhter
Glukosetoleranz fiithrt. Aus diesen Erkenntnissen schlieft man, dass hohere

Konzentrationen an Myostatin zu einer Insulinresistenz fithren konnten (13).
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Maiuse mit inaktiviertem Myostatin-Gen zeigen sogar niedrigere Konzentrationen an
Serumleptin (17). Welche Rolle Myostatin beziiglich der Korperfettregulation spielt, ist

jedoch noch nicht ganz verstanden (17).

1.7 Humane Milcholigosaccharide

Humane Milcholigosaccharide (HMOs) sind unkonjugierte Glykane in der humanen
Milch, die sich aus verschiedenen Zuckern zusammensetzen. Bisher wurden mehr als 100
verschiedene HMOs identifiziert, wobei Menge und Zusammensetzung einzelner HMOs
vom Zeitpunkt der Laktationsperiode abhidngt und zwischen einzelnen Frauen variiert
(18,19). Das Kolostrum, die erste Milch kurz vor und nach der Entbindung enthilt ca. 20-
25g/L HMOs, mit Fortschreiten der Milchproduktion sinkt die Konzentration auf 5-20 g/L
HMOs ab. Allerdings iibersteigt die Menge der HMOs immer noch die Konzentration der
gesamten Milchproteine. Untersuchungen zeigen, dass Milch von Frauen, die ihr Baby zu
frith auf die Welt gebracht haben, hohere Konzentration an HMOs aufweist als Milch von
Frauen mit Termingeburten (18). Humane Milcholigosaccharide werden wahrscheinlich in
der Brustdriise produziert und kénnen in der Frithschwangerschaft im maternalen Serum
nachgewiesen werden. In neuesten noch nicht publizierten Studien konnte man HMOs
bereits im fetalen Nabelschnurrblut nachweisen. Auf Grundlage dieser Erkenntnisse konnte
man davon ausgehen, dass HMOs nicht nur wihrend der Laktation eine wichtige Rolle
spielen, sondern bereits vor der Geburt Auswirkungen auf maternalen und fetalen

Organismus zeigen konnte (18).
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1.7.1 Aufbau

Das Grundgeriist der HMOs bildet sich aus den fiinf Monosacchariden:

e (alactose (Gal)

e Glukose (Glc)

e N-Acetylglukosamin (GlcNAc)
e Fucose (Fuc)

e Sialinsdure (Sia), meist vorliegend als N-Acetylneuraminsiure (Neu5SAc)

Die Zusammensetzung der HMOs folgt scheinbar einem Grundmuster, demnach alle
HMOs Laktose (GalB1-4Glc) am reduzierten Ende tragen. Dieses kann durch zwei
verschiedene Disaccharide Lakto-N-Biose (GalB1-3GIcNAc- Typ-1-Kette) oder N-
Acetyllaktosamin (Galf1-4GIcNAc-, Typ-2-Kette) iiber B1-3 oder P1-6 Bindungen
verldngert werden (siehe Abbildung 2) (18-20).
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A) Grundbaustein eines humanen Milcholigosaccharids
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Abbildung 2. A) Grundbaustein von HMOs mit moglichen Modifizierungen der
Laktose B) Verlingerung durch Lakto-N-Biose entspricht einer Typ-1-Kette C)
Verliangerung durch N-Acetyllaktosamin entspricht der Typ-2-Kette.
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Eine Verldngerung durch Lakto-N-biose scheint die Modifizierung der Kette
abzuschlieBen, wobei der Anbau von N-Acetyllaktosamin eine erneute Verldngerung durch
die zwei genannten Disaccharide ermdglicht (18). B1-6 Bindungen zwischen zwei
Disacchariden fiihren zur Verzweigung. Wéhrend diese verzweigten Ketten den Namen

1s0-HMOs erhalten, werden lineare Ketten als para-HMOs bezeichnet (siche Abbildung 3)
(18).
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A) Iso-Lakto-N-Octaose
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Abbildung 3. A) Bei einem iso-HMO fiihrt eine Modifizierung durch p1-6 Bindungen
zwischen zwei Disaccharideinheiten zur Verzweigung. B) Lineare Strukturen werden
als para-HMO bezeichnet und weisen keine Verzweigung auf.

Bei mehr als 15 Disacchariden kommt es zur Ausbildung eines komplex strukturierten
Riickgrates. Dieses, aber auch die Laktose kann wiederum durch den Einbau von Fucose
durch al-2,a1-3 oder al-4 Bindungen und/oder Sialinsdure durch o2-3 oder 02-6

Bindungen modifiziert werden (sieche Abbildung 4) (19).
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Abbildung 4. Modifizierung der Laktose oder Oligosaccharidkette durch Einbau von
Fucose durch al1-2,a1-3 oder a1-4 Bindungen und/oder Sialinsiure durch a2-3 oder
02-6.

Die einfachsten HMOs sind Trisaccharide, sie bestehen aus Lactose und sind durch Fucose

und/ oder Sialinsdure modifiziert. Das so entstandene Grundgeriist kann durch
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Disaccharide erweitert und wiederum durch Fucose und/oder Sialinsdure ergénzt werden

(18).

1.7.2 Genetischer Einfluss auf Zusammensetzung und Konzentration
der HMOs

Fucose kann nun tiber verschiedene Bindungen in das Grundgeriist von HMOs eingefiigt
werden. Ob und wie der Einbau erfolgt, hingt vom Sekretor- sowie Lewis-Status der Frau
ab. Eine besondere Bedeutung kommt dem Enzym Fucosyltransferase 2 (FUT2) zu. Dieses
katalysiert das Verkniipfen von Fucose iiber eine al-2-Bindung an Epitope der Lewis-
Blutgruppe sowie an HMOs (20).

Die meisten Frauen, mehr als 70%, bilden dieses Enzym und weisen grofle Mengen an al-
2- fucosylierten HMOs in der Muttermilch auf. Neben diesen, als Sekretor positiv
bezeichneten Frauen, weisen Sekretor negative Frauen eine fehlende Expression der FUT2

auf. Demnach fehlen al-2-fucosylierte HMOs in der Muttermilch (19).

Unabhingig davon gibt es das Enzym Fucosyltransferase 3 (FUT3). Dieses Enzym kommt
nur bei Frauen mit positiver Lewis-Blutgruppe vor und katalysiert den Fucoseeinbau iiber
eine al-3/4-Bindung. Der Muttermilch von Frauen mit negativer Lewis-Blutgruppe fehlen
al-3/4-fucolisierten HMOs, da dieses Enzym nicht aktiv ist (18).
Anhand der Aktivitdt von FUT2 und FUT3 lassen sich Frauen in vier Gruppen einteilen:

e Sekretor positiv, Lewis positiv: FUT2 und FUT3 aktiv

e Sektretor positiv, Lewis negativ: FUT2 aktiv, FUT3 inaktiv

e Sekretor negativ, Lewis positiv: FUT2 inaktiv, FUT3 aktiv

e Sekretor negativ, Lewis negativ: FUT2 und FUT3 inaktiv
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Abbildung 5. Der Einbau von Fucose in das Riickgrat der HMOs wird zum grofien
Teil von der miitterlichen Lewis-Blutgruppe und dem Sekretor-Status bestimmt. In
Abhiingigkeit der Enzymaktivitit von Fucosyltransferase 2 (FUT2) und 3 (FUT3)
konnen Frauen in vier Gruppen eingeteilt werden.
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Anhand dieser Gruppeneinteilung ist ersichtlich, dass auch eine genetische Determinante
Einfluss auf die Zusammensetzung der HMOs hat. Ob weitere Faktoren wie Metabolismus,
Alter, allgemeiner Gesundheitszustand, Dauermedikation und andere Umweltfaktoren

Auswirkungen auf die Zusammensetzungen haben, ist noch ungewiss (18,19).

1.7.3 Funktionen und Effekte

Bislang gibt es keine Informationen dariiber, welche Rolle HMOs fiir die Mutter und in der
Schwangerschaft spielen. Studien in Muttermilch zeigen lokale und systemische Effekte
auf das gestillte Neugeborene (18). Auf Grundlage dieses Wissens konnte man davon

ausgehen, dass HMOs auch im miitterlichen Organismus wirken.

1.7.3.1 Effekte auf das Neugeborene

1.7.3.1.1 Prabiotische, antiadhesive und antimikrobielle Eigenschaften
Seit ldngerem ist der Einfluss von HMOs auf die Mikroflora des Darms bekannt, wobei sie

hier zum einen als prebiotischer Bifidusfaktor fiir die Entwicklung einer
gesundheitsfordernden Darmflora sorgen, und zum anderen zusétzlich eine Reduktion
intestinaler Infektionen durch antiadhidsive Wirkung erzielen (siehe Abbildung 6A,B) (19).
Da die HMOs nicht nur die Oberfliche des Darms, sondern auch die nasopharyngealen
Regionen und zeitweise auch die oberen respiratorischen Atemwege vor Anheften von
Bakterien, Viren und Protozoen schiitzen, weisen mit Muttermilch gestillte Sduglinge ein
erniedrigtes Risiko auf, an Mittelohrentziindung oder Infektionen mit dem
Respiratorischen- Syncytial-Virus (RSV) zu erkranken.

Da HMOs im Darm absorbiert und im Urin ausgeschieden werden, vermutet man, dass
HMOs auch bei urogenitalen Infektionen eine protektive Rolle spielen konnten (18).
Neben pribiotischen und antiadhesiven Eigenschaften verfligen HMOs auch iiber eine
direkte antimikrobielle Wirkung auf einige Pathogene. So wurde z.B. beobachtet, dass
HMOs die Proliferation des Bakteriums Streptococcus agalaticae unterdriicken und es zu
einer eingeschrinkten Interaktion zwischen Wirt und fungalen Krankheitserregern wie

Candida albicans kommt (19).
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1.7.3.1.2 Einfluss auf Zellen des Darms und Immunsystems
In vitro Studien zeigen, dass es auch zu direkten Interaktionen zwischen HMOs und

intestinalen Epithelzellen kommt. Hierbei wirken HMOs direkt auf die intestinalen
Epithelzellen ein, indem sie die Genexpression, den Zellzyklus sowie die Glykosylierung

der Zelloberflache beeinflussen (siche Abbildung 6C) (18).

In-vitro Untersuchungen legen nahe, dass HMOs auch direkten Einfluss auf das
Immunsystem nehmen (18). Dies geschieht durch eine lokale Wirkung auf Zellen des
Mukosa-assoziierten lymphatischen Gewebes sowie eine systemische Wirkungsweise der
HMOs im Blutkreislauf (21-23). AuBlerdem scheint es, dass sialylierte HMOs auf die
Reifung von Lymphozyten wirken und zu einer ausgeglicheneren Thl/Th2-Cytokin-
Produktion der T-Zellen und somit zu einer reduzierten Immunantwort flihren (siche
Abbildung 6D) (18). Durch eine herabgesetzte Produktion von IL-4 (Interleukin-4) diirfte

die Gegenwart bestimmter sialylierter HMOs zur Prévention von Allergien fiihren (24).

Eine Besonderheit zeigen die HMOs bei positiver Lewis-Blutgruppe. Sie konnen Selektin-
assoziierte Zell-Zell-Reaktionen beeinflussen und reduzieren, was zur Verminderung der
Migration in den subendothelialen Entziindungsbereich, sowie der weiteren Aktivierung
der Leukozyten fiihrt (siche Abbildung 6E) (25,26).

Ob diese Effekte nun wirklich vorteilhafte Auswirkungen auf die Gesundheit der
Sauglinge zeigen, bleibt unklar. Allerdings besteht in den ersten Phasen von Erkrankungen
wie der nekrotisierenden Enterocolitis eine erhohte Mukosainfiltration durch Leukozyten
und deren Aktivierung. Bemerkenswert ist, dass das Erkrankungsrisiko bei gestillten
Sduglingen um das 10-fache niedriger ist, als bei Kindern, die mit Fldschchenmilch ernéhrt
wurden (27,28). Ein direkter Zusammenhang zwischen Erkrankungsrisiko und HMOs

konnte bisher nur im Rattenmodell nachgewiesen werden (29).

1.7.3.1.3 Forderung der Hirnentwicklung
Vergleiche von zu friihgeborenen Kindern, die mit Muttermilch bzw. Flischchenmilch

erndhrt worden sind, zeigen bei gestillten Sduglingen bessere Hirnentwicklungswerte im
Alter von 18 Monaten sowie einen hoheren Intelligenzquotienten im Alter von sieben
Jahren (30,31). Die Hirnentwicklung sowie kognitive Fahigkeit sind von Gangliosiden und
Glykoproteinen abhidngig, die Sialinsdure enthalten. Um den hohen Verbrauch an

Sialinséure fiir die Entwicklung zu gewdhrleisten, schlieBt man aus tierischen Versuchen,

21



dass dieser essentielle Nahrstoff durch die HMOs in der Muttermilch bereitgestellt wird
(siche Abbildung 6F) (32,33). So zeigen postmortale Analysen des Hirns von gestillten
Sauglingen deutlich hohere Konzentrationen an mit Sialinsdure angereicherten
Gangliosiden und Glykoproteinen als jene die mit Flischchenmilch erndhrt wurden (34).
Sialylierte HMOs konnten diese Sialinsdure liefern. Ob HMOs allerdings zur Hauptquelle

der Sialinséure zdhlen, ist noch ungewiss (18).
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Abbildung 6. Mégliche Effekte der HMOs auf den gestillten Sidugling. A) HMO wirken
als prebiotischer Bifidusfaktor, welcher fiir die Gestaltung einer gesundheitsfordernden
Darmflora sorgt. B) HMOs erzielen eine antiadhdsive Wirkung, was zu einer Reduktion
intestinaler Infektionen fithren kann. C) Durch direkte Interaktionen mit intestinalen
Epithelzellen kommt es zur Induktion einer differenzierten Genexpression und zu einem
Umprogrammieren des Zellzyklus sowie der Glykosylierung der Zelloberfldche. D) Durch
Einwirken auf die Reifung der Lymphozyten kommt es zu einer ausgeglicheneren
Th1/Th2-Cytokin-Produktion der T-Zellen und somit zu einer geringeren Immunantwort.
E) HMOs bei positiver Lewis-Blutgruppe konnen Selektin-assoziierte Zell-Zell-Reaktionen
beeinflussen und reduzieren, was zu einer Herabsetzung der Migration in den
subendothelialen Entziindungsbereich sowie der weiteren Aktivierung der Leukozyten
fiihrt. F) HMO stellen einen essentiellen Nahrstoff zur Entwicklung von Gehirn und
kognitiven Fahigkeiten zur Verfliigung (18).
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1.7.3.2 Prabiotische Funktionen der HMOs im maternalen Organismus

Prabiotische Eigenschaften konnten sich moglicherweise auf das Mikrobiom der
Milchdriise und der Plazenta auswirken. Wegen des Vorhandenseins von HMOs im Urin
von Schwangeren und stillenden Frauen konnte auch das Mikrobiom im Urogenitaltrakt
von der Wirkung der HMOs betroffen sein. Dariiber hinaus sind auch systemische Effekte

im maternalen Korper vorstellbar (18).
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1.7.3.3 Wechselwirkung zwischen HMOs und Insulin

In einer Studie an fettleibigen Méusen konnte gezeigt werden, dass das HMO Lacto-N-
Fucopentaose III (LNFPIII) die Glukosetoleranz und Insulinsensitivitit erhéhen kann. Die
Autoren erkldren diesen Effekt durch eine erhohte Produktion von Interleukin-10: LNFPIII
aktiviert Makrophagen und dendritische Zellen, die dadurch vermehrt Interleukin-10
ausschiitten. Interleukin-10 reduziert den chronischen Entziindungszustand des weilen

Fettgewebes und sensibilisiert die Insulinantwort von Adipozyten (35).

Da der chronische Entziindungszustand vor allem fiir die Entwicklung der mit
metabolischen Syndrom assoziierten Krankheiten wie reduzierte Insulinsensitivitdt, T2D,
Arteriosklerose und nichtalkoholische Fettleber hauptverantwortlich ist, kdnnen positive
Effekte auch auf weitere Folgeerkrankungen vermutet werden. Hierzu zdhlt z.B. die
Unterdriickung der Lipogenese in der Leber, welche der Hepatosteatose entgegenwirkt

(35).

Interessanterweise ist der Gesamtanteil an HMOs bei Frauen mit einem BMI zwischen 14
und 18 niedriger ist als mit einem BMI zwischen 24 und 28.0b aber Mangelerndhrung
oder bestimmte Nahrungsdefizite Einfluss auf Zusammensetzung und Menge der HMOs

hat, ist noch ungewiss (20).
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2 Material und Methoden
2.1 Studiendesign

In dieser longitudinalen prospektiven Beobachtungsstudie wurden 53 gesunde schwangere
Frauen rekrutiert. Uber den Zeitraum der Schwangerschaft bis zur Geburt wurden die
Frauen vier Mal zu Studienbesuchen ins Krankenhaus fiir Blutabnahmen und weitere
Untersuchungen gebeten (Jeweils ein Krankenhausbesuch pro Trimester sowie zum

Zeitpunkt der Geburt).

2.2 Rekrutierung

Zwischen Februar und Oktober 2013 wurden Frauen im frithestmdglichen
Schwangerschaftsstadium von der Ambulanz fiir Geburtshilfe der Medizinischen
Universitiat Graz rekrutiert. Um an der Studie teilnehmen zu konnen, unterschrieben die

Patientinnen eine Einverstdndniserkldrung.

Einschlusskriterien:

1. Bestehende Schwangerschaft in der 10.-14. Schwangerschaftswoche

2. Unterschriebene Einverstindniserkldrung
Ausschlusskriterien:

1. Bestehende Schwangerschaft iiberschreitet die 14. Schwangerschaftswoche
Patientin lehnt Geburt im Universititskrankenhaus ab
Mehrlingsschwangerschaft

Drei oder mehr aufeinander folgende Fehlgeburten

A

Ein erhohtes Risiko von >1:1000 fiir Chromosomenstérungen nach einem

Combined Test und Nichtdurchfiihren des Nicht-invasiven Préanataltests (NIPT)

oder weitere invasiver Tests zum Ausschluss von Chromosomenanomalien

6. Fetale Anomalien, welche sich mit moglichen Wachstums- oder Genetikanomalien
assoziieren lassen

7. Rauchen, bekannter T1D oder T2D

8. GDM

9. Maternale metabolische Risikofaktoren wie ein erhohtes Risiko an

thrombembolischen Ereignissen zu erkranken, welche eine antikoagulative

Therapie erfordern.

10. Bekannter Hypertonus vor der Schwangerschaft
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2.3 Datengewinnung

2.3.1 Untersuchungsintervalle
Insgesamt wurden die Patientinnen fiir diese Studie zu vier Zeitpunkten untersucht.

1. Visit 1 (V1): Erstes Trimester (10.-14. SSW)
2. Visit 2 (V2): Zweites Trimester (20.-24 SSW)
3. Visit 3 (V3): Drittes Trimester (32.-36. SSW)
4. Zeitpunkt der Geburt

2.3.2 HMO-Messung
2.3.2.1 Material

Zu jedem der vier Zeitpunkte wurden Blutproben abgenommen (jeweils 20ml, Serum und
EDTA Vacuette System). HMOs wurden durch Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
(HPLC) aus den Blutproben bestimmt.

2.3.2.2 HMO Analyse

Die Serumproben wurden wie folgt aufbereitet: Zu 25ul miitterlichen vendsen Blutserum
wurde Raffinose als interner Standard hinzugefiigt, anschlieBend einer Chloroform-/
Methanolextraktion unterzogen, mithilfe von C18 deproteinisiert, und mit pordsen
Graphitkohlenstoff entsalzt. In Verwendung des Hochdurchsatz-Screenings wurden
isolierte HMOs in Mikrotitierplatten eluiert, getrocknet und mit der fluoreszierenden
Markierungskomponente 2-Aminoenzamid versehen.

AnschlieBend wurde die HPLC mit einer Amide-80 Sdule durchgefiihrt und die HMOs
mittels Fluoreszenzdetektion erfasst. Diese Analyse wurde im Forschungslabor fiir
Gynékologie und Geburtshilfe der Medizinischen Universitdt Graz sowie im Zentrum fiir
Medizinische Grundlagenforschung (ZMF) der Medizinischen Universitit Graz
durchgefiihrt.

2.3.3 Erfassung metabolischer Faktoren

2.3.3.1 Material

Werte zu Adiponektin, Follistatin und Leptin wurden aus den Blutproben der vier
Blutentnahmen  bestimmt, wihrend Niichternglukose bei einem zusitzlichen
Untersuchungstermin in der 24.-28. SSW durch einen oralen Glukosetoleranztest (0GTT)

gemessen wurde.
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2.3.3.2 Methode zur Erfassung von Glukose, Adiponektin, Leptin und
Follistatin

Die Serumproben wurden durch konventionelle Methoden der klinischen Chemie fiir
Glukose, Adiponektin, Leptin und Follistatin untersucht. Die Multiplex-Analysen wurden
in Zusammenarbeit mit dem Institut fiir experimentelle und klinische Pharmakologie der

Medizinischen Universitit Graz durchgefiihrt.

2.3.4 Weitere Datensammlung uber die Patientinnen
Demographische Daten wie Alter, Ethnizitdt, Familienstand, Paritdt, maternale

Korpergrofie, Korpergewicht und Gewichtszunahme wihrend der Schwangerschaft wurden

zusitzlich erhoben.

2.4 Datenmanagement

Die Studie setzt sich aus einem klinischen und einem analytischen Teil zusammen. Mit
Anmeldung zur Studie wurde den Studienteilnehmerinnen eine willkiirliche
Studienidentifikationsnummer, elektronisch generiert, zugeordnet. Die wihrend der Studie
erfassten Informationen wurden ausschlieBlich unter der zugeordneten anonymisierten
Studien-ID registriert, Daten zu Identitdt der Teilnehmerinnen waren nicht einsehbar. Um
die Organisation und Erfassung der Daten der einzelnen Patientinnen zu ermdglichen,
waren Informationen iliber Name, Geburtsdatum und Kontaktdaten mit der Studien-ID
verbunden und konnten passwortgeschiitzt vom klinischen Studienleiter sowie den
medizinischen Studienassistentinnen eingesehen werden. Der klinische Studienteil wurde
vom klinischen Studienleiter und den Studienassistentinnen durchgefiihrt. Sie waren fiir
die Rekrutierung sowie Einholen der unterschriebenen Einverstindniserkldrung der

Teilnehmerinnen und der Probenentnahme verantwortlich.

Der analytische Teil der Studie mit Bearbeiten und Analysieren der Blutproben fand im
Labor statt. Fiir Labor und statistische Auswertung standen dem Laborteam nur die
anonymisierten Daten und Proben der Studienteilnehmer zur Verfiigung. Technische
Ressourcen des Landeskrankenhaus’ LKH Graz wurden fiir Datensicherung und -
aufbewahrung genutzt.

Alle an der Studie teilnehmenden Personen unterschrieben eine Geheimhaltungserklarung.
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2.5 Datenanalyse

2.5.1 Stichprobenumfang

Da diese Studie als Pilotstudie geplant war, wurde keine exakte Stichprobengrofie
berechnet. Mit ca. 60 rekrutierten Teilnehmerinnen sollte eine Ubersicht zur

Durchfihrbarkeit dieser Studie erhalten werden.

2.5.2 Statistische Analyse
Das Datenmaterial wurde anhand von Excel und IBM SPSS Statistics 23 analysiert. Die

Verarbeitung der Daten wurde mit der Hilfe von deskriptiver Statistik sowie ausgewéhlten
Tests  durchgefiihrt. Fir die auszuwertenden Variablen wurden Mittelwert,
Standardabweichung, Minimum, Maximum, Median und Quartile mit Ausreillern ermittelt.
Mit SPSS wurde die deskriptive und explorative Statistik mittels Shapiro-Wilk-Test, t-Test
und Whitney U-Test sowie linearen Regressionsmodellen erfasst. Ein Signifikanzniveau
von 95% wurde gewdhlt und ein p-Wert <0.05 als signifikant betrachtet. Die Ergebnisse
wurden durch Box Plots mit Median, 1. und 3. Quartil sowie Minimum und Maximum
grafisch dargestellt. AnschlieBend wurden zur Beurteilung moglicher bivariater
Korrelationen  der  parametrischen  bzw.  nicht-parametrischen = Daten  der
Korrelationskoeffizient nach Pearson bzw. Spearman und der p-Wert berechnet.
Signifikante Korrelationen wurden als Streudiagramm mit Regressionsmodellen graphisch
dargestellt. Um direkte Zusammenhédnge zwischen den metabolischen Faktoren und den
HMOs zu ermitteln, wurden die V2-Werte analysiert. Um verzogerte Zusammenhinge zu
erkennen wurden die V1-Werte der metabolischen Faktoren mit den V2-Werten der HMOs

analysiert.
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3 Hypothesen und Ziele

Adiponektin, Leptin sowie Follistatin beeinflussen die Glukosehomdgostase.

Die zweite Haélfte der Schwangerschaft ist durch Insulinresistenz der Mutter
gekennzeichnet. Deshalb konnten die genannten metabolischen Faktoren eine wichtige
Rolle fiir den Glukosehaushalt des weiblichen Metabolismus wéhrend der
Schwangerschaft spielen.

Daher stellen wir die Hypothese auf, dass metabolische Faktoren Auswirkungen auf

Konzentration und Zusammensetzung der HMOs im maternalen Serum zeigen.

Mogliche Zusammenhinge zwischen Konzentrationen von Adiponektin, Leptin, Follistatin
und Niichternglukose werden zum Zeitpunkt V1 und V2, und Konzentrationen der HMOs
3’SL und 2°FL zum Zeitpunkt V2 analysiert. Diese Zeitpunkte wurden ausgewdhlt um
direkte (V2-Werte der metabolischen Faktoren und V2-Werte der HMOs) und verzogerte
Zusammenhdnge (V1-Werte der metabolischen Faktoren und V2-Werte der HMOs)

feststellen zu konnen.

Da die Produktion des humanen Oligosaccharids 2°FL vom Sekretorstatus der Frau
abhingt, wurden Unterschiede beziiglich der Konzentrationen der metabolischen Faktoren

zusitzlich in Abhingigkeit der Sekretorgruppe getestet.
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4 Ergebnisse — Resultate

4.1 Studienpopulation

Insgesamt wurden 53 Frauen in der Frauenklinik des Landeskrankenhaus Graz zwischen

Februar und Oktober 2013 rekrutiert.

Von 450 in diesem Zeitraum durchgefiihrten Combined Tests, erfiillten 160 Frauen die

Einschlusskriterien der Studie, 53 unterschrieben letztendlich die Einverstandniserkldrung.

Zwei dieser Patientinnen wurden anschlieBend aus gesundheitlichen Griinden und weitere
10 Patientinnen durch fehlende Anwesenheit zu den Untersuchungszeitpunkten
ausgeschlossen. Die Daten der 41 verbleibenden Frauen konnten groftenteils zur

Veranschaulichung der einzelnen metabolischen Faktoren herangezogen werden.

Zur Untersuchung unserer Hypothesen haben wir Frauen mit inkompletten Datensétzen aus
der Studie exkludiert. Die Anzahl der tatsdchlichen Studienpopulation betrdgt abhingig
vom zu betrachtenden metabolischen Faktor n=26-32. Es wurden nur Frauen mit
einbezogen, bei denen die Werte zu V1 und V2 beziiglich eines metabolischen Faktors

vollstindig waren.
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4.3 Demographische Grunddaten

Die demographischen Daten wurden mittels Fragenbogen zu Beginn der Studie erhoben.

Tabelle 1. Demographische Daten

Min. Max. Mittelwert Standardabweichung
Alter (Jahre) 22 44 33,9 5,3
Grofle (cm) 156 182 167,7 6,0
Gewicht (kg)
Vi 50,3 95,0 64,6 9,04
A\ 53,7 101 69,1 9,87
V3 60,0 101,0 75,8 9,29
Geburt 60,0 112,0 78,5 10,2
Gewichtszunahme 2,0 32,0 15,4 5,5
BMI
Vor Geburt 18,00 28,70 22,44 2,70
Geburt 21,31 35,35 27,84 3,12
Anderung des 0,73 11,39 5,51 1,95
BMI
Gravida 1 6 2,00 1,13
Para 0 3 0,55 0,76
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4.4 Metabolische Faktoren

Fiir die Faktoren Adiponektin, Leptin, Follistatin sowie Niichternglukose wurde zunichst
eine deskriptive statistische Analyse durchgefiihrt. Um herauszufinden, welcher Test zur
weiteren Auswertung der Parameter verwendet werden soll, wurde zur Priifung auf
Normalverteilung der Shapiro-Wilk-Test durchgefiihrt. AnschlieBend wurden zur
nachfolgenden Beurteilung der Daten parametrische bzw. nicht-parametrische Tests
angewandt. Aufgrund des kleinen Stichprobenumfanges wurde die Regressionsanalyse
nicht als geeignet angesehen, weshalb die Daten einer explorativen Datenanalyse

unterzogen werden.

4.4.1 Adiponektin
Bei einem Stichprobenumfang von 36 Frauen liegen die Mittelwerte fiir Adiponektin bei

2930,2 + 1301,3 pug/ml bei V1, bei 2842,0 + 1356,7 ug/ml bei V2 und 2214,5 + 1231,5
pg/ml bei V3.

Tabelle 2. Serumadiponektinwerte bei V1-V3

Min. Max. Mittelwert | SA
Adiponektin pg/ml Visit 1 | 270,4 5427,44 | 2930,2 1301,3
Adiponektin pg/ml Visit2 | 897,5 6269,88 | 2842,0 1356,7
Adiponektin pg/ml Visit 3 | 129,2 5555,48 |2214,5 1231,5

Min.: Minimum; Max.: Maximum; SA: Standardabweichung
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Abbildung 7. Miitterliche Serumadiponektinwerte wihrend der Schwangerschaft
(V1-V3). Der Box Plot zeigt die 25. und 75. Perzentile und jeweiligen Median, die oberen
und unteren Whiskers die Ausreif3er.
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4.4.2 Leptin

Bei einem Stichprobenumfang von 39 Frauen liegen die Mittelwerte bei 2292,6 + 1486,4

pug/ml bei V1 und 3035,6 +£2001,0 pg/ml bei V2 und 3281,1+£1895,3 ng/ml bei V3.

Tabelle 3. Serumleptinwerte bei V1-V3

Min. Max. Mittelwert | SA
Leptin pg/ml Visit 1 94,4 7900,4 2292.,6 1486.,4
Leptin pg/ml Visit 2 164,4 9985,7 3035,6 1773,2
Leptin pg/ml Visit 3 0,0 8971,5 3281,1 1895,3

Min.: Minimum; Max.: Maximum; SA: Standardabweichung
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Abbildung 8. Leptin wihrend der Schwangerschaft (V1-V3). Der Box Plot zeigt die 25.
und 75. Perzentile und jeweiligen Median, die oberen und unteren Whiskers die Ausreifer.
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4.4.4 Follistatin

Bei einem Stichprobenumfang von 32 Frauen, liegen die Mittelwerte bei 64,9 + 5,7 ug/ml
bei V1, 68,78 + 5,9 pg/ml bei V2 und 83,8 = 21,2 bei V3.

Tabelle 4. Serumfollistatinwerte bei V1-V3

Min. Max. Mittelwert | SA
Follistatin pg/ml Visit 1 57,6 81,1 64,9 5,79
Follistatin pg/ml Visit 2 60,6 84,1 68,8 5,97
Follistatin pg/ml Visit 3 64,3 116,3 86,5 15,15

Min.: Minimum; Max.: Maximum; SA: Standardabweichung
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Abbildung 9. Follistatin wahrend der Schwangerschaft (V1-V3). Der Box Plot zeigt die
25. und 75. Perzentile und jeweiligen Median, die oberen und unteren Whiskers die
Ausreil3er.
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4.4.6 Niichternglukose oGTT

Bei einem Stichprobenumfang von 41 Frauen, liegt der Mittelwert bei 78,9 + 6,9 mg/dl.

Die Daten waren nicht normalverteilt.

Tabelle 5. Niichternglukosewerte zum Zeitpunkt des oGTT

Min.

Max.

Mittelwert

SA

Niichternglukose [mg/dl]

69

100

78,85

6,88

Min.: Minimum; Max.: Maximum; SA: Standardabweichung
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Abbildung 10. Niichternglukose wihrend der Schwangerschaft. Der Box Plot zeigt die

25.und 75. Perzentile und den Median, die oberen und unteren Whiskers die Ausreif3er.
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4.4.7 Unterschiede durch Sekretorgruppen

Die Produktion des humanen Oligosaccharids 2-Fucosyllaktose (2°FL) ist vom Sekretor-
Status der Schwangeren abhingig, da nur Sekretor positive Frauen das FUT2 produzieren
und somit 2°FL bilden kénnen.

Ob sich Unterschiede beziiglich der Konzentrationen der metabolischen Faktoren in
Abhiéngigkeit der Sekretorgruppen zeigen, wird im Folgenden getestet.

Da es sich bei den Adiponektinkonzentrationen um normalverteilte Werte handelt, wurde
der t-Test zur Auswertung verwendet. Die weiteren Faktoren Leptin, Follistatin und

Niichternglukose wurden mittels Mann-Whitney U Test getestet.

4.4.7.1 Adiponektin

Da die Werte der Adiponektinkonzentrationen bei allen der drei Visits normalverteilt
waren, wurde der t-Test zur weiteren Auswertung verwendet. Es zeigte sich aber kein

signifikant unterschiedliches Ergebnis bei Sekretor positiven vs. negativen Frauen.

4.4.7.2 Leptin

Bei Anwendung des Mann-Whitney-U Tests zeigten sich unverdnderte Leptinwerte im
Serum zwischen V1 und V2, bei V3 waren die Leptinwerte zwischen Sekretor positiven

vs. Sekretor negativen Frauen signifikant unterschiedlich (p=0,009).

4.4.7.3 Follistatin

Die Verteilung von Follistatin bei V1-V3 ist zwischen Sekretor positiven und Sekretor

negativen Frauen unveridndert.

4.4.7.4 Nuchternglukose

Auch hier konnte kein signifikanter Unterschied in Bezug auf den Sekretor-Status

gefunden werden (p=0,610).
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4.5 Metabolische Faktoren und Humane Milcholigosaccharide

Da sich bei VI und V2 kein signifikanter Unterschied zwischen Sekretor positiven vs.
Sekretor negativen Frauen ergeben hat und keine signifikanten Konzentrationsunterschiede
der untersuchten metabolischen Faktoren zu V1 und V2 in Abhéngigkeit des Sekretor-
Status gezeigt haben, wurden weitere Analysen ohne dieses Kriterium durchgefiihrt.

Um eine Korrelation der metabolischen Faktoren Adiponektin, Leptin, Follistatin sowie
Niichternglukose gegeniiber humanen Oligosacchariden analysieren zu kénnen, wird der

Korrelationskoeffizient nach Spearman mit Signifikanzniveau von 5% berechnet.

Wie unter Punkt 3 bereits erwdhnt, wurden mogliche Zusammenhinge der ersten zwei
Messungszeitpunkte V1 und V2 der metabolischen Faktoren gegeniiber dem zweiten
Zeitpunkt V2 der Messungen der HMOs analysiert, um eventuell verspitete

Zusammenhinge erkennen zu konnen.

4.5.1 Adiponektin in Bezug auf 2’FL und 3’SL

Die Analyse eines moglichen Zusammenhangs zwischen den Adiponektinwerten und den

HMOs 2°FL und 3’SL zeigt keine signifikanten Korrelationen.

Tabelle 6. Korrelation von HMO zum Zeitpunkt V2 mit Adiponektinwerten zu den
Zeitpunkten V1 und V2.

Adiponektin V1 Adiponektin V2

Rho p-Wert Rho p-Wert n
2’FL Visit 2 0,232 0,216 0,201 0,286 30
3’SL Visit 2 -0,122 0,514 -0,138 0,461 31

4.5.2 Leptin in Bezug auf 2’FL und 3’SL

Leptinwerte korrelieren positiv mit 3’SL, wobei eine mittlere signifikante Korrelation nur

fiir Konzentrationen von Leptin und 3’SL zum Zeitpunkt V2 berechnet werden konnte.
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Tabelle 7. Korrelation von HMOs zum Zeitpunkt V2 mit Leptinwerten zu den
Zeitpunkten V1 und V2.

Leptin Visit 1 Leptin Visit2
Rho p-Wert Rho p-Wert n
2’FL Visit 2 -0,097 0,603 -0,015 0,937 31
3’SL Visit 2 0,243 0,179 0,419 0,017 32
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Abbildung 11. Korrelation von 3'SL(V2) mit Leptin (V2). Die Korrelation nach
Spearman zeigt eine positive Korrelation. (rho=0,419; p-Wert=0,017)

4.5.3 Follistatin in Bezug auf 2’FL und 3’SL

Es konnten keine signifikanten Zusammenhinge nachgewiesen werden.
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Tabelle 8. Korrelation von HMOs zum Zeitpunkt V2 mit Follistatinwerten zu den
Zeitpunkten V1 und V2.

Follistatin V1 Follistatin V2

Rho p-Wert Rho  p-Wert n
2’FL Visit 2 0,152 0,449 0,198 0,322 27
3°SL Visit 2 0,218 0,265 0,222 0,256 28

4.5.4 Niichternglukose in Bezug auf 2°’FL und 3’SL

Es liegt kein signifikanter Zusammenhang zwischen Niichternglukose und HMOs vor.

Tabelle 9. Korrelation von HMOs zum Zeitpunkt V2 mit Niichternglukose.

oGTT Oh (mg/dl)

Rho  p-Wert n
2’FL Visit 2 -0,366 0,072 25
3’SL Visit 2 -0,005 0,981 26
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S Diskussion
In dieser Diplomarbeit wurde gepriift, ob direkte oder verzdgerte Zusammenhinge

zwischen der Serumkonzentration der metabolischen Faktoren Adiponektin, Leptin,
Follistatin und Niichternglukose mit den Serumkonzentrationen der HMOs 2’FL und 3°SL
wiahrend der Schwangerschaft vorliegen.

Die Blutproben wurden an zwei Zeitpunkten in der Schwangerschaft, Visit 1 (V1; 10.-
14.SSW) und Visit 2 (V2; 20.-24. SSW) von etwa 30 Probandinnen entnommen und die
Parameter analysiert. Um direkte Zusammenhénge zu analysieren, wurden die V2-Werte
der metabolischen Faktoren mit den V2-Werten der HMOs verglichen, um verzdgerte
Zusammenhdnge zu analysieren, wurden die V1-Werte der metabolischen Faktoren mit
den V2-Werte der HMOs analysiert. Es wurde eine positive Korrelation zwischen der

Serumkonzentration von Leptin und dem HMO 3°SL zum Zeitpunkt V2 gefunden.

Diese Studie lief als erste Pilotstudie iiber mdgliche Zusammenhidnge zwischen
metabolischen Faktoren und den HMOs 2°FL und 3’SL wéhrend der Schwangerschaft. Als
longitudinale prospektive Beobachtungsstudie gefiihrt, konnten sowohl =zeitliche
Verdanderungen der Konzentrationen als auch mogliche gleichzeitige und verzdgerte
Zusammenhdnge der metabolischen Faktoren mit HMOs zu verschiedenen Zeitpunkten
wihrend der Schwangerschaft erkannt werden.

Fiir die Pilotstudie wurde eine kleine Kohorte von 30 Probandinnen, die aus Graz und
Umgebung kamen, ausgewihlt. Das Verhidltnis von Sekretor positiven und Sekretor
negativen Frauen, die sich im Vorhandensein des fiir die Produktion des HMO 2’FL
notwendigen Enzyms FUT2 unterscheiden, variiert in unterschiedlichen Ethnizititen (19).
Demnach kann es in Bezug auf Zusammensetzung und Konzentration der HMOs zu
regionalen Unterschieden kommen (36), weshalb eine multizentrische Studie mit gréBerer
Kohorte die Zusammenhinge zwischen metabolischen Faktoren und HMOs besser
repriasentieren wiirde. Andererseits konnte die gewdhlte Subpopulation auch einen Vorteil

darstellen, da die Untersuchung unabhéngig regionaler Unterschiede stattfand.

Mittels Fragebogen und vier Untersuchungszeitpunkten wihrend der Schwangerschaft und
zur Geburt wurde eine umfassende Datenbank mit demographischen und biologischen
Informationen erhoben, welche weitere Untersuchungen zum Thema HMOs ermdglicht.
Aufgrund mangelnder Termineinhaltung der vorgesehenen Untersuchungen der

Patientinnen sind die Datensets teilweise unvollstindig und koénnen fiir die Datenanalyse
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nicht verwendet werden. Letztendlich konnten nur etwa 30 von urspriinglich 53
Probandinnen in die Studie inkludiert werden. Da die Studie urspriinglich als Pilotstudie
zur Priifung der Umsetzbarkeit der Methodik geplant war, wurde keine Stichprobengrofie

im vornherein berechnet.

Fiir diese Diplomarbeit wurden von den untersuchten Parametern nur Zusammenhinge der
Werte von VI und V2 der metabolischen Faktoren sowie Werte von V2 der HMOs
analysiert. Zusétzlichen wurden nur die Frauen inkludiert, deren Daten zu V1 und V2
beziiglich eines metabolischen Faktors vollstindig waren. Ob es zu direkten
Zusammenhdngen zwischen den Visits 1 bzw. 3, oder neben den untersuchten verzogerten
Zusammenhdngen zwischen V1 und V2 auch zu weiteren verzdgerten Reaktionen in V3
kommt, kann somit nicht beurteilt werden.

Hinzu kommt die gro3e Variabilitit des Gestationsalters zu den Untersuchungszeitpunkten.
Die Spannbreite betrug zum Zeitpunkt der ersten Untersuchung 21 Tage mit einem
minimalen Gestationsalter von 76 und einem maximalen Gestationsalter von 97 Tagen
(Mittelwert 85,7 + 4,7). Dies entspricht dem Bereich der 10.-13. Schwangerschaftswoche.
Zum zweiten Untersuchungstermin betrug die Spannbreite des Gestationsalters schon 56
Tage mit einem Minimum von 124 und einem Maximum von 180 Tagen, entsprechend der
17.-25. Schwangerschaftswoche, wéhrend hier der Zeitraum der Untersuchung zwischen
20. und 24. Schwangerschaftswoche angesetzt war. Fiir weitere Studien wiren entweder
engmaschigere Kontrollen oder genauer festgelegte Zeitrdume der Untersuchungstermine

von Vorteil.

Um direkte bzw. verzogerte Zusammenhinge erkennen zu konnen, wurde eine bivariate
Datenanalyse durchgefiihrt. Storfaktoren wie Alter der Probandinnen, BMI und
Gewichtszunahme wihrend der Schwangerschaft wurden nicht beachtet.

Wihrend besonders Umweltfaktoren wie der BMI Auswirkungen auf die Konzentration
der HMOs aber auch auf die maternale Anpassung des metabolischen Systems wahrend
der Schwangerschaft zeigt, sollten diese Faktoren in weiteren Untersuchungen
beriicksichtig werden (2,20). Die Ausgangswerte des BMIs dieser Studie variierten
zwischen 18,0 und 28,7 kg/mz. Nissan et al. konnten nachweisen, dass BMI-Werte
zwischen 14 und 18 zu einer reduzierten Konzentration von HMOs in der Muttermilch
fiihren: Die Muttermilch zeigte acht Wochen postpartum bei BMI-Werten von 14-18 einen
zu 42.4% geringeren Gesamtgehalt an HMOs als bei BMI-Werten von 24-28 (n=16,

44



P<0.001) (36). Da in unseren Untersuchungen der Wertebereich zwischen 18,0 und 28,7
lag, konnte es im Rahmen der gewdhlten Subpopulation zu geringeren Auswirkungen auf
die Konzentration der HMOs als in der beschriebenen Studie von Nissan et al. kommen.
Neben dem Einfluss auf HMOs zeigen unterschiedliche BMI-Werte wiederum
Auswirkungen auf maternale metabolische Verdnderungen wihrend der Schwangerschaft.
So treten bei iibergewichtigen Schwangeren aufgrund der zusétzlich reduzierten
Insulinsensitivitdit durch die Schwangerschaft vermehrt metabolische Stérungen auf,
welche sich wiederum auf die metabolischen Faktoren auswirken konnten.(37)
Ubergewichtige Patientinnen (BMI>25) haben geringere Adiponektinserumwerte als
normalgewichtige Patientinnen, Adiponektin korreliert negativ mit BMI, und es gibt einen
negativen Zusammenhang zwischen Insulinsensitivitit und anti-inflammatorischer
Aktivitdt bei libergewichtigen Patientinnen. (38—40) Eine Studie von Kang et al. bewies
eine negative Korrelation von Serumadiponektin mit BMI-Werten und HOMA-IR sowie
einen positiven Zusammenhang zwischen dem Leptinspiegel mit BMI und HOMA-IR.(41)
Mit steigenden BMI-Werten ist aulerdem von einem chronischen Entziindungsstatus
auszugehen, der wiederum zu Insulinresistenz beitrdgt und damit zu verdnderten Werten
der untersuchten metabolischen Faktoren fiihren konnte.(35) Um einen monokausalen
Zusammenhang zwischen diesen Faktoren und den HMOs zu {iberpriifen, sollten Frauen
mit etwa gleichen BMI ausgewihlt werden.

In unserer Studie konnten die variablen BMI-Werte vor und wéhrend der Schwangerschaft
die Konzentration der metabolischen Faktoren als auch der HMOs beeintrdchtigen, sodass
der Aussagewert einer bivariaten Korrelationsiiberpriifung unabhéngig der variablen BMIs
unsicher ist.

Ein weiterer Faktor, welcher durch einen erhéhten BMI vermehrt auftritt und
Auswirkungen auf die metabolischen Werte zeigt, ist das Auftreten von GDM. Eine Studie
von Liu et al. zeigte erhohte Leptinwerte bei schwangeren Frauen mit GDM (14.9 +/- 4.3
pg/l) im Vergleich zu gesunden Schwangeren (10.0 +/- 1.8 pg/l). AuBerdem fand sich bei
Frauen mit GDM eine signifikante Korrelation zwischen Leptin und Niichterninsulin,
sowie zwischen Leptin und Plasmaglukose, gemessen eine Stunde nach Gabe von 50g
Glukose (P<0.001).(42) Lacroix et al. erkannte in einer Studie, dass Frauen, die GDM
entwickeln, im ersten Trimenon niedrigere Adiponektinwerte aufweisen als Frauen mit

normaler Glukosetoleranz (9.67 + 3.84 vs. 11.92 +4.59 pg/ml).
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Ein weiterer Storfaktor stellt der Sekretorstatus der Frau dar, welcher Einfluss auf die
Konzentration und eventuelle Korrelation mit den metabolischen Faktoren zeigen konnte.
Zwar konnten in unserer Untersuchung keine Unterschiede in Konzentrationen der
metabolischen Faktoren in Bezug auf den Sekretorstatus festgestellt werden, allerdings

konnte die Kohorte zu klein sein, um einen moglichen Unterschied festzustellen.

Diese Resultate zeigen, dass die Ergebnisse der untersuchten monokausalen
Zusammenhdnge schwierig zu beurteilen sind. Es gibt zu viele Faktoren, die Daten
beeinflussen und so die Studie verzerren kdnnten. Allerdings verhélt sich Serumleptin
direkt proportional zum BMI, welche mit der Gewichtszunahme wihrend der
Schwangerschaft einen moglichen Zusammenhang mit den HMOs erkldren konnte. Um
diese Korrelation weiter iiberpriifen zu konnen, sollten die Werte V1-V3 von Leptin als
auch 3’SL untersucht werden. Fiir weitere Untersuchungen sollten aber vor allem die

genannten Storfaktoren berilicksichtig und eine groBere Kohorte ausgewéhlt werden.
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