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Zusammenfassung

Einleitung: Antenatale Steroide (ANS) sind derzeit die bestmdgliche Therapie zur fe-
talen Lungenreifeinduktion bei drohender Frithgeburt.? Jedoch zeigen sowohl Tier- als
auch Humanstudien bereits nach einem einmaligen Zyklus eine fetale Wachstumsre-
duktion.?* Zudem gibt es Hinweise fiir langfristige metabolische Veranderungen im
Sinne einer perinatalen Programmierung.>’ Essenziell fir das fetale Wachstum ist
eine adaquate Nahrstoffversorgung.® Der Fetus bezieht diese aus dem miutterlichen
Kompartiment via transplazentarem Transfer, wobei die maternale Glukose die
Hauptenergiequelle darstellt.2 Veranderungen der Glukosehomoostase und ein redu-
zierter transplazentarer Glukosetransfer nach ANS kdnnten daher urséchlich sein fur
die beobachtete Wachstumsreduktion.

Methodik: In dieser Studie wurden 86 Schwangere nach antenatalem Betamethason
(BET) (einmaliger Zyklus, 2x12 mg intramuskular/24 h, 23+0-33+6 Schwangerschafts-
wochen (SSW)) mit 92 Kontrollen (CON) verglichen. Peripartal wurde maternal veno-
ses Blut, ventses und arterielles Nabelschnurblut, sowie Plazentagewebe gewonnen.
Plasmamessungen (Fotometrie, IRMA, ELISA) erfolgten fur Glukose, Insulin, Leptin,
insulinahnliche Wachstumsfaktoren (IGF-1, IGF-2) und deren Bindungsproteine (IG-
FBP-1, IGFPB-3). Der transplazentare Glukosetransfer und der Homeostasis Model
Assessment (HOMA-IR) wurden berechnet. Im Western Blot wurden die Proteinlevel
der plazentaren Glukosetransporter 1- und 3 (GLUT1, GLUT3) bestimmt. Die statisti-
sche Auswertung erfolgte fur das Gesamtkollektiv und nach Subgruppenunterteilung
(Gestationsalter, Geschlecht). Das Signifikanzniveau wurde fur p<0.05 definiert. Die
Ergebnisse wurden hinsichtlich definierter Confounder adjustiert.

Ergebnisse: Maternal: Insgesamt waren nach BET-Behandlung im Vergleich zur
CON-Gruppe der HOMA-IR signifikant (sig.) erhdht und die IGFBP-1-Spiegel sig. re-
duziert. Die maternale Gewichtszunahme wahrend der Schwangerschaft war sig. nied-
riger. Bei Schwangeren mit Madchen zeigte sich eine tendenzielle Erhohung der Plas-
maglukosespiegel 237+0 SSW und der IGF-1-Spiegel <37+0 SSW. Plazentar: Die pla-
zentaren GLUT1- und GLUT3-Proteinlevel und die materno-fetalen Glukosedifferen-
zen waren unverandert. Fetal: 237+0 SSW zeigten sich sig. erhdhte umbilikal vendse
Glukosespiegel. Bei den Madchen war der HOMA-IR tendenziell erhéht und der Kopf-
umfang sig. reduziert. Bei Knaben zeigte sich eine sig. Kérperlangenreduktion, ohne

Veranderungen der Glukosehomdostase.
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Schlussfolgerung: Nach antenataler BET-Therapie zeigten sich keine Hinweise flr
eine Beeintrachtigung des transplazentaren Glukosetransfers, welcher flusslimitiert zu
sein scheint. Veranderungen der Glukosehomoostase fanden wir vor allem bei Mad-
chen und deren Miittern. Trotz eines ausreichenden Glukoseangebots ergaben sich
sowohl im maternalen als auch im fetalen Kompartiment keine Hinweise flir eine ana-
bole Wirkung, moglicherweise assoziiert mit der beobachteten Reduktion des Kopfum-
fangs bei Madchen. Bei Knaben und deren Muttern ergaben sich hingegen keine Hin-
weise fur einen Zusammenhang zwischen reduzierter Korperlange und Glukosehomo-

ostase nach BET.
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Abstract

Introduction: Antenatal steroids (ANS) are currently considered as the best therapy
to accelerate fetal lung maturation in threatened preterm delivery.! However, both an-
imal and human studies showed a fetal growth restriction even after a single course.>
4 Furthermore there is growing evidence for long-term metabolic changes in terms of
perinatal programming.>’ Human fetal growth is necessarily dependent on an ade-
quate nutrient supply, provided by the maternal compartment via transplacental trans-
fer, with maternal glucose being the main source of energy.? Therefore ANS-induced
changes in glucose homeostasis and a reduced transplacental glucose transfer could
be causative for the observed fetal growth restriction.

Methods: This study compared 86 women exposed to antenatal betamethasone (BET)
(single course, 2x12mg/24h intramuscular, 23+0-33+6 weeks of gestation (wks)) to 92
age-matched controls (CON). Maternal venous, umbilical cord venous and arterial
blood samples and placental tissues were obtained at delivery. Plasma measurements
(photometry, IRMA, ELISA) were implemented for glucose, insulin, leptin, insulin-like
growth factors (IGF-1, IGF-2) and their binding proteins (IGFBP-1, IGFBP-3). Trans-
placental glucose transfer and Homeostasis Model Assessment (HOMA-IR) was cal-
culated. Placental Glucose transporter 1 and 3 (GLUT1, GLUT3) protein levels were
analyzed by Western Blot. Statistics were compiled for the total collective and sub-
group analysis (gestational age, sex). Significance was accepted for p<0.05. Results
were adjusted for possible confounder.

Results: Maternal: Overall, HOMA-IR was significantly (sig.) enhanced and IGFBP-1
sig. reduced after BET compared with controls. Maternal weight gain during pregnancy
was sig. lower. Pregnant women with females tended to increased glucose levels
=237+0 wks and IGF-1 levels <37+0 wks. Placental: BET did not alter GLUT1, GLUT3
and the materno-fetal glucose differences. Fetal: Umbilical venous glucose levels
=237+0 wks were sig. increased. HOMA-IR in females was tendentially enhanced and
head circumference sig. reduced. In males a sig. reduction of body length was not
accompanied by changes of glucose homeostasis.

Conclusion: After BET there was no evidence of impaired transplacental glucose
transfer, which appears to be flow-limited. Changes in glucose homeostasis were most

evident in females and their mothers. Despite sufficient glucose supply an anabolic



effect was apparently absent. This could be related to the observed reduced head cir-
cumference among females. In males and their mothers a link between reduced body

length and glucose homeostasis was not obvious.



1 Einleitung

1.1  Antenatale Steroide zur Lungenreifeinduktion bei drohender Frihgeburt
Schatzungsweise 15 Millionen Neugeborene (11,1% aller Lebendgeburten) werden
jahrlich weltweit zu friih geboren.® Die Rate an Friihgeborenen in Deutschland betragt
etwa 9%.1° Die Frihgeburt ist definiert als Entbindung vor 37+0 Schwangerschaftswo-
chen (SSW) (259 Tage post menstruationem).1%12 Es wird zudem unterschieden zwi-
schen extrem Friihgeborenen (<27+0 SSW), sehr Friihgeborenen (27+0 — 31+6 SSW),
sowie moderat bzw. spat Friihgeborenen (32+0 — 36+6 SSW).%1! Komplikationen im
Rahmen einer Frihgeburt stellen die Hauptursache neonataler Mortalitat dar und tra-
gen mit einem Anteil von 17,9 % an der jahrlichen weltweiten kindlichen Mortalitatsrate
von 5,9 Millionen vor dem vollendetem 5. Lebensjahr bei (Stand 2015).12 Eine Friihge-
burt tritt haufiger auf, wenn der Nachwuchs maéannlichen Geschlechts ist.14'> Das
Hauptproblem der Frihgeburt besteht in der Unreife der kindlichen Organsysteme,

insbesondere der Lungen.16

Abbildung 1: Phasen der fetalen Lungenentwicklung

»
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* 2x12 mg Betamethason (BET) intramuskulér (i.m.)/24h (alternativ 4x6 mg Dexamethason (DEX) i.m./12h)

Dargestellt sind die Phasen der fetalen Lungenentwicklung nach Mullassery et al. und der Zeitraum der fetalen
Lungenreifeinduktion in Anlehnung an die aktuelle AMWF-Leitlinie.*?17

Ende der 60’er Jahre postulierte Liggins, dass die Gabe von Glukokortikoiden die fe-
tale Lungenreifung im Schafmodell beschleunigt.*® Als ursachlich vermutete er, eine
friihzeitigere Induktion der Surfactantbildung.'’”-*® Physiologisch ist die fetale Lungen-
entwicklung erst mit Beginn des sakkularen Stadiums (Surfactantproduktion ab etwa
25+0 SSW) soweit fortgeschritten, dass Ventilation und dadurch ein Uberleben ex
utero moglich ist.1”19 Heute ist bekannt, dass Glukokortikoide in Fibroblasten die Syn-
these von parakrinen Faktoren férdern, was die Ausreifung der Typ-llI-Pneumozyten
und durch diese die Bildung von Surfactant beschleunigt.?’ Bedeutend ist zudem die
Steroid-getriggerte Beschleunigung der strukturell-anatomischen Lungenausreifung.?!
Die Ergebnisse der nachfolgenden Humanstudie von Liggins und Howie 1972 besta-
tigte eine signifikant reduzierte Rate an Atemnotsyndrom sowie neonataler Mortalitat
nach antenatalen Steroiden (ANS).22 Derzeit gibt es neben ANS (Betamethason (BET)



oder Dexamethason (DEX)) keine vergleichbar effektive Alternativmedikation, sodass

die Behandlung bei gegebener Indikation die bestmdgliche Therapie darstellt.!

Tabelle 1: Lungenreifeinduktion nach aktueller Leitlinie und positive Effekte

Lungenreifeinduktion mit ANS - aktuelle Leitlinie

Indikation Drohende Frihgeburt

Zeitraum 24+0 — 33+6 SSW (bei Wunsch einer neonatal-intensivmedizinischen
Maximaltherapie bis zu 22+0 SSW)

Praparat, Dosis, Applikati- | Betamethason (BET) 2x12mg intramuskular (i.m.) im Intervall von 24

onsweg- und intervall h, (alternativ Dexamethason (DEX) 4x6 mg i.m. im Intervall von 12 h)
Wirkintervall 24 h- 7 Tage nach Applikation

(Hinweise fur einen Beginn der Wirkung <24h)
Erneuter Zyklus Sollte erwogen werden bei weiter bestehendem Frihgeburtsrisiko

<29+0 SSW sofern der erste Zyklus >7 Tage zurtick liegt

Positive Effekte von ANS

Perinatale Mortalitat | 1223

Neonatale Mortalitat | 122224

Atemnotsyndrom | 122224

Nekrotisierende Enterokolitis | 22324

Intraventrikulére Blutungen | 122324

Systemische Infektion innerhalb 48 h postpartal |22

Mechanische Beatmung | 2%
Diese Tabelle fasst die aktuelle Leitlinie!? zur Lungenreifeinduktion mit ANS und deren positive Effekte zusammen,
bei den zusatzlich angegebenen Quellen handelt es sich sowohl um Original- als auch Review-Artikel.

1.2 Antenatale Steroide als Modell fur Perinatale Programmierung

Wahrend des intrauterinen Wachstums, sowie in der friihen Kindheit etablieren sich
Organfunktionen und wichtige hormonelle Solleinstellungen.?® Der individuelle, zum
Uberleben potentiell giinstigste, Phanotyp entsteht dabei abhangig von der geneti-
schen Ausstattung und den wirkenden Umwelteinfliissen.?® Veranderungen innerhalb
dieses sensiblen Zeitraums pragen und ,programmieren” oder auch ,fehlprogrammie-
ren“ den Organismus, wodurch dieser pradisponiert wird fur Erkrankungen im Laufe
des Lebens.?® Wahrend ein ,sparsamer“ Genotyp (,thrifty“ genotype) in friiheren Zeiten
des Nahrungsmangels einen Evolutionsvorteil brachte, fihrt dies in den modernen Zei-
ten des Nahrungsuberschusses zu einem gehéauften Auftreten metabolischer Erkran-
kungen.?’ Die ,thrifty phenotype“- Hypothese beschreibt bei fetaler oder friihkindlicher
Mangelerndhrung eine Malprogrammierung des Organismus, mit einer erhéhten An-
falligkeit fur kardiovaskulare und metabolische Erkrankungen im Laufe des Lebens.?®
30 In Abhéangigkeit des jeweiligen intrauterinen Milieus findet Programmierung maglich-
erweise in aktiver Vorausschau auf die den Organismus potentiell zu erwartenden Um-
weltbedingungen (,adaptive, predictive responses*) statt.3! Erfiillt sich die Erwartung,

ist der Organismus gut angepasst, trifft dieser jedoch auf andere als die erwarteten



Bedingungen, entstehen deutliche Uberlebensnachteile und ein erhohtes Risiko zu er-
kranken (match vs. mismatch).3! Perinatale (Mal-) Programmierung mit vergleichbaren
Langzeitfolgen tritt sowohl bei einem Uberfluss, als auch bei einem Mangel an be-
stimmten Umweltstimuli auf (geringes vs. hohes Geburtsgewicht, Unter- vs. Uberer-
nahrung, zu niedrige vs. zu hohe Stresslevel).32-%6 Das Geburtsgewicht gilt als wichti-
ger Surrogatparameter fir die intrauterine Entwicklung und Pradisposition fur kardi-

ovaskulare und metabolische Erkrankungen im Laufe des Lebens.30:37

Ungeachtet der positiven Aspekte von ANS, zeigten sich sowohl in Human- als auch
Tierstudien Nebeneffekte (Tabelle 2). Kortisol ist essentiell fir die Ausreifung fetaler
Organsysteme und beeinflusst den Zeitpunkt und das Voranschreiten der Geburt.1718
Zum Schutz des Feten vor den hoheren miitterlichen Kortisolspiegeln, existiert eine
plazentare Barrierefunktion durch die 11B-Hydroxysteroiddehydrogenase 2 (11B-
HSD2), welche bis zu 90% des aktiven miitterlichen Kortisols in inaktives Kortison um-
wandelt.> Die fetalen Kortisolspiegel liegen daher physiologisch etwa um ein zehnfa-
ches niedriger als die maternalen.® Im Unterschied zum endogenen Kortisol, werden
synthetische Glukokortikoide von der 113-HSD2 jedoch kaum metabolisiert und gelan-
gen daher beinahe ungehindert in das fetale Kompartiment.® Die Glukokortikoid-Hypo-
these besagt, dass eine erhdhte Kortisolbelastung wéhrend eines vulnerablen Zeit-
raums der Fetalentwicklung zu einer Reduktion des Fetalwachstums und zu einer vor-
zeitigen und andauernden Aktivierung der fetalen Hypothalamus-Hypophysen-Neben-
nieren-Achse (HPA-Achse, Hypothalamic- pituitary- adrenal axis) und damit zu lang-
fristigen Nebeneffekten fuhrt (Tabelle 2).> ANS stehen hier modellhaft fiir eine perina-

tale (Fehl)- Programmierung.>%’

Eine fetale Wachstumsrestriktion wurde insbesondere nach mehrfachen Zyklen mit
ANS beobachtet (Tabelle 2). Dartber hinaus konnte gezeigt werden, dass bereits nach
einmaligem Zyklus und sogar bei subtherapeutischen Dosen (<24 mg BET) eine Ge-
burtsgewichtsreduktion auftritt.®® Langzeitstudien ergaben nach ANS darliber hinaus
Hinweise fUr dauerhafte Veranderungen des metabolischen Profils (Tabelle 2). Des
Weiteren wurden geschlechtsspezifische Unterschiede des fetalen Wachstums und
der Adaptation auf Veranderungen der intrauterinen Bedingungen beobachtet.3® Weib-
liche Feten scheinen auf Kosten des Wachstums in die Anpassung an die jeweilige

Umweltsituation zur Sicherung des Uberlebens zu investieren.3%4° Dahingegen blieb

3



das Wachstum bei mannlichen Feten nahezu unveréndert, jedoch zeigte sich eine er-

hohte Vulnerabilitat, Morbiditat und Mortalitat bei einem Zweitereignis.3°
Tabelle 2: Nebeneffekte von ANS

Nebeneffekte von ANS

Fetales Wachstum |

Mehrfache Zyklen

Crowther 20154 | Human | ANS | Geburtsgewicht]

Gatford 200842 Schaf BET | Geburtsgewicht]

Murphy 201243 Human | BET | Geburtsgewicht|, Kérperldnge|, Kopfumfang]
Jobe 19984 Schaf BET | Geburtsgewicht]

Sloboda 200244 | Schaf BET | Geburtsgewicht]

Bloom 20014 Human | DEX | Geburtsgewicht]

Moss 200146 Schaf BET | Geburtsgewicht]

Li 2013% Schaf BET | Geburtsgewicht|, Hirngewicht|

French 199948 Human | ANS | Geburtsgewicht|, Kopfumfang|

Einmaliger Zyklus

Braun 20132 Human | BET | Geburtsgewicht|, Korperlange|, Kopfumfang|, Plazenta-
breite|

Braun 201538 Human | BET | Geburtsgewicht|, Plazentagewicht|

Jobe 1998 Schaf BET | Geburtsgewicht]

Nyirenda 19984 | Ratte DEX | Geburtsgewicht|

Sugden 200150 Ratte DEX | Geburtsgewicht|

Miller 201240 Schaf BET | Geburtsgewicht|, Mddchen>Knaben
Langfristige metabolische Verédnderungen

Mehrfache Zyklen
Moss 200146 Schaf BET | Veranderter Glukosemetabolismus: 6 Monate postpartal (Insu-
linantwort? nach oralem Glukosetoleranz-Test (0GTT)), 1 Jahr
postpartal (Glukose- und Insulinwertet nichtern, nach oGTT)
Norberg 201351 Human | BET | Verénderter Glukosemetabolismus bei jungen Erwachsenen
Sloboda 20057 Schaf BET | Nuchterninsulint 2 Jahre postpartal, basale Insulin-Glukose-
Ratio? 2 und 3 Jahre postpartal, hepatische Glukoneogenese?
Sugden 2001 Ratte DEX | Hyperleptinamie 1 Jahr postpartal, Hyperinsulindmie bei
mannlichen Nachkommen

Einmaliger Zyklus

Dalziel 2005°% Human | BET | Erhéhte Insulinantwort nach oGTT, 30 Jahre nach ANS

Moss 200146 Schaf BET | Veranderter Glukosemetabolismus: 6 Monate postpartal (Insu-
linantwort? nach oGTT), 1 Jahr postpartal (Glukosewerte?
nach oGTT)

Nyirenda 19984° | Ratte DEX | Nichternglukoset 6 Monate postpartal, 30-Minuten Glukose-
und Insulinwertet nach oGTT

Massmann Schaf BET | Gestorte Glukosetoleranz bei weiblichen Schafen 1 Jahr post-
201752 partal

Sloboda 20057 Schaf BET | Basale Insulin-Glukose-Ratiot erhtht 3 Jahre postpartal, he-
patische Glukose-6-Phosphataseaktivitat?

Plazentares Wachstum | 25354
Dysregulation der HPA-Achse 55558
Kardiovaskulare Storungen 564651
Beeintrachtigung des Immunsystems 5%6°
Neurokognitive Defizite 56!

Diese Tabelle fasst einige der Nebeneffekte von ANS zusammen. Bei den angegebenen Quellen handelt es sich
sowohl um Original- als auch Review-Artikel.




1.3 Fetales Wachstum — Glukose und transplazentarer Glukosetransfer
Glukose

Der Fetus bezieht Nahrstoffe ausschlie3lich aus der mitterlichen Blutbahn via trans-
plazentarem Transfer.862 Glukose ist hierbei das Hauptenergiesubstrat und eine Min-

derversorgung ware daher prinzipiell wachstumslimitierend.862.63

Glukose maternal: Wahrend der Schwangerschaft sind Mechanismen zur Aufrechter-

haltung eines konstanten maternalen Glukosespiegels essentiell.®3 So besteht eine
erhohte endogene maternale Glukoseproduktionsrate, sowie eine relative Glukosein-
toleranz und Insulinresistenz.®® Dadurch sind insbesondere die postprandialen Gluko-
sewerte erhoht.®* Dagegen sinken die Nichternglukosewerte mit zunehmendem Ge-
stationsalter, vermutlich der steigenden fetalen Glukoseabschopfung geschuldet.®® Die
mutterlichen Glukosewerte korrelieren mit dem fetalen Geburtsgewicht.®® Langfristig
verminderte Glukosewerte im maternalen Kompartiment, wie sich am Beispiel der Stu-
die von Roseboom et al. zur niederlandischen Hungersnot zeigte, fuhren zu einer fe-
talen Wachstumsrestriktion.®” Hingegen geht eine maternale Hyperglykamie im Rah-
men diabetischer Schwangerschaften mit einer fetalen Makrosomie einher.%®

Als ,Stresshormon® bewirkt Kortisol physiologisch primar einen Anstieg der
Plasmaglukosespiegel um auch in Belastungssituationen die wichtigsten Organfunkti-
onen aufrechtzuerhalten und insbesondere die Glukoseversorgung des Gehirns zu ge-
wabhrleisten.®869 Vermittelt wird dies vor allem durch eine gesteigerte Glukoneogenese,
eine verminderte periphere Glukoseutilisation und Insulinresistenz.8.%° Auch syntheti-
sche Glukokortikoide induzieren eine Hyperglykamie.®® Im Schafmodell zeigte sich
nach Kortisolinfusion ein Anstieg der mitterlichen Plasmaglukosewerte.”® Auch bei
stoffwechselgesunden Schwangeren, ist unmittelbar nach ANS ein passagerer Ste-
roid-induzierter Anstieg der Plasmaglukosewerte zu beobachten.”X-7* Uber die miitter-
lichen Glukosewerte nach ANS bei Entbindung auf3erhalb des unmittelbaren Wirkzeit-
raums ist jedoch wenig bekannt. Die Studienlage ist zudem uneins hinsichtlich diabe-

togener Langzeitfolgen fur die Mutter.”27576



Transplazentarer Glukosetransfer:

Abbildung 2: Transplazentarer materno-fetaler Glukosetransfer

Transplazentarer Glukosetransfer
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A.uterina,
Spiral-
arterien

V. umbilikalis

Apikale Basale
Membran  Membran

Dargestellt ist der transplazentare Glukosetransfer. Aus dem maternalen Kreislauf gelangt Glukose uber die Arte-
ria uterina und die Spiralarterien in den intervilldsen Raum der Plazenta. Via Glukosetransporter (insbesondere
GLUT1 und GLUT3) (vereinfachte Darstellung: GLUT4,8,9,10,11,12 nicht dargestellt) der apikalen Membran
(MVM), erfolgt die Aufnahme in den Synzytiotrophoblasten (STB). Mittels GLUT1 der basalen Plasmamembran
(BM) gelangt Glukose in den extrazellularen Raum, diffundiert in die fetalen Kapillaren und gelangt Uber die V.
umbilikalis in den fetalen Blutkreislauf. Ein Teil der Glukose entfallt fir die plazentare Eigenutilisation. Villdses
Stroma (VS), villése Stromazelle (VSZ), Zytotrophoblast (ZTB), Endothelzelle (EZ). Abbildung modifiziert nach
llisley et al.””, Jansson et al”® und Day et al.”.

Der Transfer von Glukose aus dem maternalen in das fetale Kompartiment erfolgt Giber
die Plazenta. Es handelt sich hierbei hauptsachlich um bidirektionale erleichterte Dif-
fusion mittels membranstandiger Glukosetransporter (GLUTS) der apikalen und basa-
len Membran des Synzytiotrophoblasten (Abbildung 2).86280-82 Der Glukosetransfer
per se ist abhéngig von der maternalen Glukosehomdostase, der Plazenta und dem
fetalen Bedarf (Tabelle 3).° Von entscheidender Bedeutung ist der zwischen mater-
nalem und fetalem Blutkreislauf bestehende Konzentrationsgradient (Glukose [mater-
nal arteriell] vs. Glukose [fetal umbilikal arteriell]), welcher normalerweise fetalwarts
gerichtet ist.83 Dartiber hinaus spielt der uteroplazentare und fetoplazentare Blutfluss
eine Rolle.8 Veranderungen des Glukosetransfers gehen mit einem reduzierten Fe-
talwachstum oder einer fetalen Makrosomie einher.83.84

Es gibt Hinweise darauf, dass Glukokortikoide kurzfristig den uterinen Blutfluss
vermindern und dadurch die plazentare Glukoseaufnahme reduzieren.>8° Vaughan et
al. fanden im Schafmodell einen erhéhten plazentaren Glukoseverbrauch und dadurch

ein vermindertes fetales Glukoseangebot.”® Im 11B-HSD2-knockout-Mausmodell
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zeigte sich ein verminderter transplazentarer Glukosetransport.2® Mateos et al. fanden
nach Inkubation von Zottengewebe mit Hydrokortison eine gestorte plazentare Gluko-
seaufnahme.®” Zudem konnten Glukokortikoide die Expression von Glukosetranspor-

tern auch direkt beeinflussen (siehe Kapitel Glukosetransporter).

Tabelle 3: Einflussfaktoren auf den transplazentaren Glukosetransfer

Einflussfaktoren auf den transplazentaren Glukosetransfer

- Konzentrationsgradienten (mutterliche vs. fetale Nahrstoff /[Hormonkonzentration) 62:6570.78

- uteroplazentarer- und umbilikaler Blutfluss®7°.78

- endokrine Wirkungen (z.B. Glukokortikoide, Insulin, Glukagon, Leptin)®

- Expression / Aktivitat plazentarer Transportproteine’®’8

- Plazentaeigenschaften (GroRe, Funktion, Metabolismus, Eigenutilisation)&?70.80

- fetale Homoostase (Utilisation, Nahrstoffspeicherung- und Neubildung)®°&
Diese Tabelle fasst die Einflussfaktoren auf den transplazentaren Glukosetransfer zusammen, bei den angegebe-
nen Quellen handelt es sich sowohl um Original- als auch Review-Artikel.

Glukosetransporter (GLUTS)

Bislang konnten acht der vierzehn beim Menschen bekannten Glukosetransporter-Is-
oformen (GLUTS) in der humanen Plazenta als mRNA oder Protein nachgewiesen
werden (GLUT1, GLUT3, GLUT4, GLUTS8, GLUT9, GLUT10, GLUT11 und
GLUT12).5288 Als besonders bedeutend gelten GLUT1 und GLUT3.7°

Glukosetransporter 1 (GLUT1):

GLUT1 (glutl/slc2al) gilt als die wichtigste und ubiquitéar vorkommende Glukosetrans-

porter-Isoform der humanen Plazenta (Abbildung 2).8778%.%0 Es ist ein Klasse-I-Gluko-
setransporter mit niedrigem Ku-Wert (~3 mmol/l) und hoher Affinitat fur Glukose, was
einen kontinuierlichen Basaltransport gewahrleistet.””-7%8 GLUT1 ist in der apikalen
(mikrovillaren, MVM, mutterlich zugewandten) und als einziger Glukosetransporter
auch in der basalen (BM, dem Fetus zugewandten) Plasmamembran des Synzytiotro-
phoblasten lokalisiert und hierbei asymmetrisch verteilt.8-% Das Vorhandensein in der
MVM ist zum Ende der Schwangerschaft etwa dreifach hoher als in der BM, was einer
etwa 20-fach groReren Glukosetransportkapazitat entspricht.®92 Die MVM hat zudem
eine etwa 6-fach gré3ere Flache als die BM, was synzytial eine Glukosekonzentration
vergleichbar mit der im mutterlichen Blut schafft und damit ein Konzentrationsgefalle,
welches einen optimalen Glukosefluss zum Fetus hin beglnstigt.2 Die Transporter-
dichte an GLUTL1 in der MVM ist ab der 16.SSW konstant hoch, wahrend sich die
Dichte an GLUT1 in der BM bis zum Ende des 2.Trimesters verdoppelt.2 Des Weiteren

wird die Transporterdichte der MVM und BM unabhéangig voneinander reguliert.® Der
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Netto-Glukoseumsatz entspricht der GLUT1-Dichte, wobei die Basalmembran hierbei
den entscheidenden limitierenden Faktor darstellt.2°? Die gesteigerte Glukosetrans-
portrate in der Spatschwangerschaft wird durch ein Gro3enwachstum der Plazentafla-
che garantiert und nicht Giber eine Zunahme der GLUT1-Dichte, diese bleibt konstant.?
Die GLUT1-Expression in der BM, nicht jedoch die in der MV M, ist positiv korreliert mit
dem Geburtsgewicht.?3%4 Beeinflusst wird die GLUT1-Expression sowohl vom mater-
nalen Erndhrungsstatus als auch von endokrinen Faktoren.’”” Die Regulationsmecha-
nismen sind komplex und teilweise kontrovers. So konnten bei IUGR in den meisten
Studien keine Veranderungen von GLUT1 nachgewiesen werden.8%:9 Bei Schwan-
gerschaften mit vorbestehendem Diabetes mellitus zeigte sich eine erhéhte BM-
GLUT1-Expression.?”%® Keine Veranderungen zeigten sich hingegen bei Gestations-
diabetes mellitus.®7:99

Auch die Datenlage uber die Auswirkung von Glukokortikoiden auf GLUTL1 in
der Plazenta ist widerspruchlich. In Abhangigkeit der Studie, des Designs, der Spezies
und des Geschlechts wurde entweder eine Herabregulierung von GLUT1,190-103 keine

Veranderungen’®8 oder sogar eine Heraufregulierung®’:102.104-106 hepbachtet.

Abbildung 3: GLUT1-Lokalisation in der humanen Plazenta

GLUT1-Lokalisation: Erstes Trimenon GLUT1-Lokalisation: Drittes Trimenon
Inter- STB VS Inter- STB VS
villoser villoser
Raum . Raum .
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Uberblick {iber die Lokalisation von GLUTL1 in der humanen Plazenta im ersten und dritten Trimenon, modifiziert
nach llisley et al.””. Synzytiotrophoblast (STB), Zytotrophoblast (ZTB), villdses Stroma (VS), villése Stromazelle
(VSZ), Endothelzelle (EZ).



Glukosetransporter 3 (GLUT3):

Lange Zeit galt das Vorkommen an sich, sowie die Verteilung von GLUT3 in der hu-

manen Plazenta als umstritten. Brown et al. konnten GLUT3 schlief3lich in der MVM,
jedoch nicht in der BM, des Synzytiotrophoblasten in allen Schwangerschaftstrimes-
tern nachweisen, wobei der Gehalt mit zunehmenden Gestationsalter abnimmt.1%7 Jan-
zen et al. gelang der Nachweis von GLUT3 zudem im Zytotrophoblasten und Gao et
al. fanden GLUTS3 dariber hinaus im GefalRendothel.?%°6 GLUT3 (glut3/slc2a3) ist ein
Klasse-I-Glukosetransporter und besitzt eine hohere Glukoseaffinitat (Km ~1.4 mmol/l)
als GLUT1 und ist so in der Lage auch bei niedrigen maternalen Glukosespiegeln ei-
nen adaquaten Glukosetransfer zu gewahrleisten.””.79.88108 7Zydem zeigte sich eine
Heraufregulierung von GLUT3 unter Hypoxiebedingungen.®610° GLUT3 scheint daher
insbesondere eine essentielle Rolle fir die fetale Glukoseaufnahme in der Frih-
schwangerschaft zu spielen, in einer Umgebung mit geringeren Glukosespiegeln und
einer noch unvollstandigen Vaskularisation.'9”:*10 Hier fiihrte eine beide Allele betref-
fende GLUT3-null-Mutation im Mausmodell zum Friihabort.11° Dartiber hinaus zeigte
sich jedoch auch bei einer GLUT3-null-Mutation ein Allel betreffend in der Spatschwan-
gerschaft eine fetale Wachstumsrestriktion.!!® Eine weitere Aufgabe von im Gefa-
Rendothel lokalisiertem GLUT3 kdnnte, zur Vermeidung eines Glukoseiberflusses im
fetalen Kompartiment, die Wiederaufnahme von Glukose in die Plazenta sein, welche
die Uberschussige Glukose nachfolgend als Glykogen speichert.®”11 Welchen Stel-
lenwert GLUTS3 letztlich fur den transplazentaren Glukosetransfer, insbesondere in der
reifen Plazenta, einnimmt, konnte bislang nicht abschlieRend geklart werden.®’ In
IUGR-Schwangerschaften fanden Janzen et al. eine kompensatorische Heraufregulie-
rung von GLUT3 und postulierten dies als Hypoxie-induziert.%

Studien Uber den Einfluss von Glukokortikoiden auf GLUT3 in der Plazenta ka-
men zu widersprichlichen Ergebnissen. Sowohl eine Herabregulierung,g6-°0.100.102
keine Veranderungen'©3.104112 oder eine Heraufregulierung®/:101,102,105,106 yyon GLUT3

wurde beobachtet.



Abbildung 4: GLUT3-Lokalisation in der humanen Plazenta

GLUT3-Lokalisation: Erstes Trimenon GLUT3-Lokalisation: Drittes Trimenon
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Uberblick tiber die Lokalisation von GLUT3 in der humanen Plazenta im ersten und dritten Trimenon, modifiziert
nach llisley et al.””. Synzytiotrophoblast (STB), Zytotrophoblast (ZTB), villoses Stroma (VS), villose Stromazelle
(VSZ), Endothelzelle (EZ).

Glukose fetal: Der Grofteil des fetalen Energiebedarfs wird durch Glukose gedeckt,

welche in facto ausschlieRlich maternalen Ursprungs ist.%28° Eigenstéandige Glukone-
ogenese liefert unter normalen Umstanden noch keinen relevanten Anteil an den feta-
len Glukosespiegeln.1® Eine Minderversorgung des Feten mit Glukose fiihrt zu einer
Wachstumsrestriktion, ein Glukoseexzess induziert eine fetale Makrosomie. 6683

In Abhangigkeit von Spezies, Studiendesign und Zeitpunkt, wurden nach Glu-
kokortikoidgabe sowohl reduzierte,*86.191 ynveranderte!'* oder sogar erhohte fetale

Glukosewerte beschrieben. 44115

1.4 Fetales Wachstum — Hormonelle Regulation der Glukosehomdostase

Die Glukosehomdostase unterliegt hormonellen Regulationsmechanismen. Eine be-
deutende Rolle spielt hierbei Insulin, als anaboles Hormon und als wichtiger Wachs-
tumsfaktor.''6 In engem Zusammenhang hierzu steht Leptin (,adipoinsulinare Achse®)
und moduliert Glukosehomdostase, Energiehaushalt, Kérperfettmasse und Korperge-
wicht insbesondere tber das Appetitverhalten.'17118 |nsulindhnliche Wachstumsfakto-
ren und deren Bindungsproteine vermitteln weitere metabolische Effekte und sind es-

sentiell fur das fetale und plazentare Wachstum.119.120
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Insulin

Das Peptidhormon Insulin wird in den Beta-Zellen der Langerhans-Inseln der Bauch-
speicheldriise gebildet.*?! Insulin ist ein anaboles Hormon.'?! Es senkt den Blutgluko-
sespiegel durch GLUT4-vermittelte Steigerung der Glukoseaufnahme in Muskulatur-
und Fettzellen.'?! Glykolyse und Glykogensynthese werden gesteigert, Glukoneoge-
nese und Glykogenolyse gehemmt.'?! Des Weiteren regt Insulin die Fettspeicherung
und Fettsauresynthese an.'?! Es stimuliert zudem die Proteinbiosynthese und hemmt
die Proteolyse.?!

Insulin maternal: Wahrend der Schwangerschaft ist von einer diabetogenen Situation

auszugehen.'?? Zu beobachten ist eine VergréRBerung der maternalen Langerhans-In-
seln, verbunden mit einer Betazellhyperplasie.'?® Es besteht dadurch eine physiologi-
sche Hyperinsulinamie mit erhéhten basalen Insulinwerten, sowie einer vermehrten
postprandialen Insulinantwort®* bei gleichzeitig erhohter peripherer Insulinresistenz.®°
MalRgeblicher Stimulus fur die mutterliche Insulinsekretion ist die Blutglukosekonzent-
ration, dartiber hinaus Enterohormone, sowie das vegetative Nervensystem. 2!

Es gibt Hinweise dafir, dass Glukokortikoide sekundar eine Hyperinsulinamie
hervorrufen.®®121.124 Sje induzieren zudem eine gesteigerte Insulinresistenz.6869
Matthews et al. etablierten als Mal3 fur eine Insulinresistenz den so genannten Home-
ostasis model Assessment (HOMA-Index, HOMA-IR).1?> Nach ANS fanden Ahmad et
al. und Ogueh et al. im Wirkzeitraum erhéhte maternale Insulinwerte, ebenso Vaughan
et al. im Schafmodell.”*7>114 Darliber hinaus wurden jedoch auch unveranderte ma-
ternale Insulinwerte beobachtet.4”-”> Die Datenlage hinsichtlich Veranderungen der
maternalen Insulinwerte auf3erhalb des ANS-Wirkfensters ist rar.

Insulin_und die Plazenta: Insulin wird nicht diaplazentar ausgetauscht, das heifl3t, es

besteht weder ein Insulintransfer von der Mutter zum Feten noch umgekehrt vom fe-
talen in den mutterlichen Blutkreislauf.'?® Insulin hat eine direkte anabole Wirkung auf
plazentare Insulinrezeptoren und bewirkt z.B. eine Steigerung des plazentaren Amino-
sauretransports.?’” Des Weiteren fordert Insulin die Zellinvasion- und Migration, sowie
den plazentaren Gewebeumbau und die Angiogenese.*?® Der transplazentare Gluko-

setransfer per se ist jedoch insulinunabhangig.?®
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Insulin fetal: Beim Fetus ist bereits ab der 11.SSW eine Insulinproduktion nachweis-
bar.8 Im spaten Schwangerschaftsverlauf beginnt die fetale Insulinausschittung zu-
nehmend glukosestimuliert stattzufinden.® Bis sich jedoch eine adaquate Insulinsek-
retionsdynamik etabliert, dauert es bis in die Neugeborenenzeit an.8 Wahrend der
Fetalzeit ist das fetale Pankreas hier insbesondere durch hohe Glukoseschwankun-
gen, weniger durch kontinuierlich erhdhte oder reduzierte Glukosewerte stimulier-
bar.6380 Fetales Insulin wirkt gleichzeitig als anaboles Hormon und als essentieller
Wachstumsfaktor und hat daher mafRgeblich Einfluss auf den fetalen Phanotyp.1%® So
korreliert fetales Insulin mit dem fetalen Glukoseverbrauch und dem Geburtsgewicht.®?

Li et al. fanden nach BET in der Spatschwangerschaft bei Schafen signifikant
reduzierte fetale Insulinspiegel, sowie eine Geburtsgewichtsreduktion.*” Andere Stu-
dien beschrieben jedoch auch eine transiente Hyperinsulindmie nach ANS, welche
sich anschlieRend normalisierte.115130 Generell wird fetale Hyperinsulinamie mit Mak-

rosomie assoziiert, Hypoinsulinamie hingegen mit Wachstumsminderung.63.84116

Leptin
Leptin ist ein endokrin aktives Protein (Adipokin), das hauptsachlich in Fettzellen, so-

wie wahrend der Schwangerschaft auch plazentar gebildet wird.13%132 Nach Passage
der Blut-Hirn-Schranke bindet Leptin an Rezeptoren im Hypothalamus (Nucleus arcu-
atus) und bewirkt eine Herabregulierung der (appetitstimulierenden) Peptide Neu-
ropeptid Y (NPY) und Agouti-ahnliches Peptid (AGRP), sowie eine Aktivierung des
(appetitmindernden) Proteins Proopiomelanokortin (POMC).117.13% Infolge kommt es zu
einer Appetitminderung bzw. einem Sattigungsgefuhl, einer reduzierten Nahrungsauf-
nahme und Gewichtsreduktion (katabol).17:132 Leptin tragt so zur Regulation der Ener-
giebilanz bei, um das Korpergewicht und die Korperfettmasse moglichst konstant zu
halten.'” Eine Abnahme der Korperfettmasse geht einher mit reduzierten Leptinspie-
geln und wiederum einer Appetitsteigerung.t!’ Nimmt die Kérperfettmasse zu, so stei-
gen auch die Leptinspiegel, wodurch wiederum eine Appetitminderung eintritt.1*’ Bei
Adipositas (unphysiologisch erhéhter Korperfettmasse) ist dieser Ruckkopplungsme-
chanismus jedoch aul3er Kraft gesetzt, durch eine sich entwickelnde Leptinresis-

tenZ.117’l3l
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Leptin maternal: Wahrend der Schwangerschaft zeigen sich zweifach erhdohte mater-

nale Leptinspiegel, mit Maximalwerten am Ende des 2.Trimesters.8%.132 Bei nicht sig-
nifikant erhohter Leptinproduktion durch mdtterliches Fettgewebe, resultiert ein Grol3-
teil des schwangerschaftsbedingten Serumleptinanstiegs aus plazentar gebildetem
Leptin.t31132 Hierauf weist auch die postpartal rasche Normalisierung der Leptinspiegel
hin.132 Wahrend der Schwangerschaft besteht eine erhohte zentrale Leptinresistenz,
wodurch der normalerweise zu beobachtende Effekt einer Hyperleptindmie (Appetitre-
duktion, Gewichtsverlust) ausbleibt.**32 Man nimmt an, dass die erhohten Leptin-
spiegel wahrend der Schwangerschaft zu einer vermehrten Mobilisierung von Fettde-
pots fuhren und einem dadurch erhéhten Angebot an zirkulierenden Lipidsubstraten
fur den transplazentaren Transfer.13?

Generell werden Glukokortikoide meist assoziiert mit einem Anstieg der Plas-
maleptinspiegel.50134.135 Bej stoffwechselgesunden schlanken Probanden zeigte sich
nach DEX ein signifikanter Anstieg der Leptinspiegel, zudem fand man erhdhte Lep-
tinwerte beim Cushing-Syndrom.'34135 Nach Glukokortikoidgabe in der Schwanger-
schaft wurden sowohl erhohte,>%136 als auch unveranderte*’ Leptinspiegel beobachtet.

Leptin und die Plazenta: Die Plazenta bildet wahrend der Schwangerschaft Leptin.3?

Es wird in Synzytiotrophoblasten (maternale Seite), sowie in Gefaliendothelzellen (fe-
tale Seite) gebildet.132 95-98,4% des plazentaren Leptins gehen in das miitterliche und
1,6-5% in das fetale Kompartiment tiber.132137 Mtterliches und fetales Leptin wird nur
zu einem vernachlassigbaren Anteil diaplazentar ausgetauscht.3? Plazentare Leptin-
Genexpressionsmuster korrelieren mit den miutterlichen Serumleptinspiegeln.t3! Lep-
tin ist an der Regulierung des plazentaren Nahrstofftransportes beteiligt.**! Es steigert
den transplazentaren Aminoséauretransfer, die Synthese von Matrixproteinen und Me-
talloproteasen, Mitogenese und Angiogenese und modifiziert den Lipidstoffwechsel.13?

Es gibt sowohl Hinweise daftr, dass Glukokortikoide die plazentare Leptin-Pro-

teinexpression supprimieren® oder erhohen.138

Leptin fetal: Man geht davon aus, dass ein Grol3teil des fetalen Leptins endogen pro-
duziert wird, wobei dennoch etwa 1,6-5% des plazentar gebildeten Leptins, jedoch nur
ein unwesentlicher Teil maternalen Leptins, in den fetalen Kreislauf tibergeht.131.132.137

Fir eine hauptséchlich endogene Produktion spricht, dass die fetalen Leptinspiegel
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mit der fetalen Korperfettmasse korrelieren.*31132 [eptin kann daher als Adipositas-
marker gewertet werden.13%132 Weibliche Feten haben generell héhere Leptinspiegel
als mannliche.®° Fetale Leptin- und Insulinspiegel korrelieren positiv miteinander.8° Fe-
tales Leptin gilt nicht als wachstumsstimulierendes Hormon, ferner sind die fetalen
Leptinspiegel Ausdruck fetalen Wachstums (erhéhte Werte bei Makrosomie, redu-
zierte Werte bei fetaler Wachstumsrestriktion).132 Davon unabhéangig gibt es Hinweise,
dass Veranderungen der fetalen und neonatalen Leptinspiegel den Metabolismus im
Sinne einer perinatalen Programmierung dauerhaft beeinflussen. 39140

In Zusammenhang mit Glukokortikoiden wurden widerspriichliche Ergebnisse
gefunden. So fanden Li et al. im Schafmodell und Sugden et al. bei Ratten signifikant

reduzierte Leptinspiegel, wahrend Su et al. signifikant erhohte fetale Leptinwerte zeig-
ten.47'5°'141

Insulindhnliche Wachstumsfaktoren

Es existieren zwei Formen insulinahnlicher Wachstumsfaktoren (Somatomedine, insu-
lin-like growth factors, IGFs), IGF-1 und IGF-2, wobei es sich um einkettige Polypep-
tide handelt, die strukturell dem Insulin ahneln.'#? Als Hauptbildungsort der IGFs gilt
die Leber, wobei sie auch gewebespezifisch gebildet werden und hier parakrin wir-
ken.1?1.143 |GFs sind im Blut zu 99% gebunden an Plasmaproteine (IGF-Bindungspro-
teine 1-6, Insulin-like growth factor-binding proteins, IGFBPs).1?! Postprandial kommt
es zu einem Anstieg der IGFs, insbesondere durch Insulin-vermittelte Hemmung der
IGFBP-1-Sekretion.*** Dartiber hinaus werden sie reguliert durch das hypophysére
Wachstumshormon (growth hormone, GH), wobei ein Feedback-Mechanismus be-
steht.144 lhre Wirkung wird vermittelt Gber Signalkaskaden durch Bindung an IGF-1-
oder IGF-2-Rezeptoren (IGF-IR, IGF-1IR), Insulinrezeptoren (IR-A, IR-B) oder Hyb-
ridrezeptoren (IR-A/IGF-IR, IR-B/IGF-IR).120.142

Das klinische Bild der Akromegalie verdeutlicht die Effekte eines Uberschusses an GH
und konsekutiv IGF-1.12° IGF-1 hat wie Insulin einen anabolen Einfluss auf den Meta-
bolismus, indem es die Proteinbiosynthese und Verwertung von freien Fettsauren, so-
wie die Aufnahme von Glukose in die Muskulatur steigert.14* Bei adaquatem Ernah-
rungsstatus ist IGF-1 dann ein potenter Vermittler von Wachstumsprozessen.44 Die
Stimulation der IGF-1-Sekretion erfolgt hauptséchlich nahrungsabhéngig, durch Insu-

lin und GH.** Die Regulierung erfolgt insbesondere durch die IGFBPs.144
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Eine Uberproduktion von IGF-2 zeigt sich tumorassoziiert und fiihrt zu rezidivierenden
Hypoglykamien (extrapankreatische Tumorhypoglykamie), was die metabolische Be-
deutung von IGF-2 in der Vermittlung insulinahnlicher Effekte widerspiegelt.'#® Dartiber
hinaus spielt IGF-2 eine Rolle fiir die Zelldifferenzierung von Adipozyten und fur den
Aufbau von Muskulatur.*?® Holly et al. postulierten, dass die metabolische Rolle von
IGF-2 in der Feinabstimmung der Homoostase interprandial und belastungsabhangig

liegt.12°

Insulindhnliche Wachstumsfaktoren maternal: Wahrend der Schwangerschatft liegen

hohere IGF-Serumspiegel vor, da die mutterliche IGF-Bildung zuséatzlich durch plazen-

tar gebildetes GH stimuliert wird.1#¢ Im Schwangerschaftsverlauf steigen die materna-

len IGF-1-Spiegel weiter an, die IGF-2-Spiegel bleiben auf gleichem Niveau.4’
Sowohl beim Cushing-Syndrom, als auch bei Stoffwechselgesunden nach DEX-

Gabe zeigten sich erhéhte IGF-1- und unveranderte IGF-2-Serumspiegel.148:14°

Die Datenlage uber die Auswirkung von Glukokortikoiden bei Schwangeren ist weniger

eindeutig, hier wurden sowohl reduzierte,*” unveranderte'>® und erhohte’ maternale

IGF-1-Spiegel gefunden, sowie unveranderte IGF-2-Spiegel.”

Insulindhnliche Wachstumsfaktoren und die Plazenta: Die Plazenta istin der Lage IGF-

1 und IGF-2 zu bilden.119.128.151 Dijese wirken lokal wachstumsregulierend, indem sie
die Implantation und Proliferation fordern, den Glukose- und System A Aminosaure-
Transfer steigern und die Apoptose hemmen.119.128.142.144 Qp plazentar gebildetes IGF
einzig parakrin wirkt oder zum Teil in das maternale und fetale Kompartiment tibergeht,
konnte bislang nicht eindeutig geklart werden.'28.152 Die Literaturrecherche ergab keine

Hinweise fur einen diaplazentaren Austausch von maternalem und fetalem IGF.

Insulindhnliche Wachstumsfaktoren fetal: IGFs spielen eine wichtige Rolle wahrend

des fetalen, sowie postnatalen Wachstums.1® IGFs werden in der Prapartalzeit gewe-
bespezifisch gebildet und wirken parakrin, da die IGF-Biosynthese anders als beim
adulten Organismus noch nicht GH-reguliert ist.*>?> Fowden et al. beschrieben die Ak-
tivierung der GH-IGF-Achse im Schafmodell, ausgeldst durch die endogene Kortiso-
lerh6hung peripartal.*>® Sowohl die fetalen IGF-1- als auch IGF-2-Serumspiegel stei-
gen mit zunehmendem Gestationsalter.!4’ Die IGF-1-Serumspiegel sind hoher bei

weiblichen Feten!®, die IGF-2-Serumspiegel hingegen bei mannlichen Feten.1®
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Man nimmt an, dass prapartal insbesondere IGF-2 bedeutsam ist fur das plazentare
und fetale Wachstum.11%.15 Die Auswirkungen eines Exzesses oder Mangels von IGF-
2 zeigen sich anhand des Beckwith-Wiedemann Syndroms und des Silver-Russell
Syndroms.*%® Im Mausmodell fihrte jedoch sowohl das Ausschalten von IGF-1 oder
IGF-2 zu einer Wachstumsrestriktion um 60%.%'° In zahlreichen Studien wurde eine
positive Korrelation von fetalem IGF-1 und Geburtsgewicht gefunden.®*11° JUGR wird
assoziiert mit reduzierten fetalen IGF-1- und IGF-2-Spiegeln.119:157.158 Bej Makrosomie
zeigten sich erhohte fetale IGF-1-Spiegel.t’

Die Studienlage Uber Glukokortikoide und fetale IGFs ist widersprichlich. So
zeigten sich in Abhangigkeit von Spezies und Studiendesign reduziertes,*2159.160 yn-
verandertes*? 75101 oder erhohtes!®! fetales IGF-1. Fetales IGF-2 war entweder redu-

ziert’>161 gder unverandert.42

IGE-Bindungsproteine

Man unterscheidet sechs IGF-Bindungsproteine (IGFBP-1-6), welche hauptsachlich in
der Leber gebildet werden.8%162 Diese binden IGFs, erhdhen dadurch deren Halb-
wertszeit und regulieren ihre Bioverflgbarkeit.1#41%2 Nur ungebundenes IGF-1 und
IGF-2 vermittelt eine Rezeptoraktivierung.'%? Die IGFBPs besitzen teils eine hdhere
Affinitat fir IGF-1 und IGF-2 als die Rezeptoren, wodurch die Rezeptoraktivierung in-
direkt durch die IGFBPs limitiert wird.162 Proteasen, z.B. PAPP-A, spalten IGFBPs.16?
IGFBPs wirken zudem IGF-unabhangig, indem sie mit extrazellularen Matrixproteinen,
Proteoglykanen der Zelloberflachen und spezifischen Zelloberflachenrezeptoren inter-
agieren, zudem induzieren sie intrazellulare Signalkaskaden.? Man unterscheidet lo-

kale parakrine Wirkungen von Blutbahn-vermittelten endokrinen Wirkungen.62

IGFBP-3 ist das bei Erwachsenen dominierende IGFBP und wird hauptsachlich in der
Leber gebildet.'?° Es ist das Hauptbindungsprotein fir die IGFs im Serum (90-95%)
und unter physiologischen Bedingungen nahezu gesattigt.143144 IGFBP-3 kann die
IGFs anders als IGFBP-1 mittels eines trindren Komplexes binden (IGF+IGFBP-
3+ALS (acid labile subunit)), wodurch die Halbwertszeit von weniger als 5 min auf 16
h gesteigert wird.12%144 Der trinare Komplex ist zu groR um Kapillaren zu tberwin-
den.?0 IGFBP-3 hat daher groRen Einfluss auf die langfristigen IGF-Serumkonzentra-

tionen.12%144 Dje Stimulation der IGFBP-3-Sekretion erfolgt insbesondere durch
GH_120,144
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IGFBP-1 ist ein 30 kDa grofRes Protein, welches endogen auch hauptsachlich in der
Leber gebildet wird.1*® IGFBP-1 ist nicht-GH-abhangig.'** Die IGFBP-1-Spiegel
schwanken im Tagesverlauf nahrungsabhangig, da Insulin die IGFBP-1-Sekretion
postprandial supprimiert.t62 IGFBP-1 bindet die IGFs anders als IGFBP-3 mittels eines
kleineren, binaren Komplexes, steigert die IGF-Halbwertszeit von weniger als 5 min
auf 90 min bis 2 h und transportiert die IGFs zu ihren Zielorganen.'** Kurzfristige Kon-
zentrationsénderungen von IGFBP-1 bestimmen mal3geblich den Gehalt an freiem
IGF-1 und dadurch die IGF-1-Effekte.'4* IGFBP-1 und IGF-1 sind invers korreliert (11G-
FBP-1->IGF-1], |IGFBP-1->IGF-11).162

IGE-Bindungsproteine maternal: Die maternalen IGFBP-Serumspiegel sind verglichen

mit Nichtschwangeren erhdht, bleiben hierbei im Schwangerschaftsverlauf jedoch ab
dem 2.Trimester auf gleichem Niveau.'*’ Die Dezidua bildet IGFBPs, insbesondere
IGFBP-1.11%163 Man geht davon aus, dass ein Teil des maternalen IGFBP-1 aus der
Dezidua stammt,119.163

Bei Nichtschwangeren zeigten sich in Zusammenhang mit Glukokortikoiden
entweder reduzierte'® oder unveranderte!4®164 |GFBP-1-Spiegel, hingegen er-
hohtel48.149.164 _IGFBP-3-Spiegel. Der Zusammenhang zwischen maternalen IGFBP-1-

Spiegeln und Geburtsgewicht wird als invers beschrieben.165166

IGF-Bindungsproteine und die Plazenta: IGFBPs werden plazentar gebildet.*!® Sie re-

gulieren die IGFs, wirken inshesondere parakrin und vermitteln lokale Effekte, modu-

lieren insbesondere Zellproliferation und Zelldifferenzierung.>!

IGF-Bindungsproteine fetal: IGFBP-1 ist insbesondere in der fetalen Leber, Lunge,

Muskulatur, Nieren, Pankreas, Nebennieren und Darm lokalisiert und die Plasmaspie-
gel liegen bei mannlichen Feten hoher als bei weiblichen.1!® Die fetalen IGFBP-1-Spie-
gel bleiben im Schwangerschaftsverlauf auf gleichem Niveau.'4’ Fetales IGFBP-1 und
Geburtsgewicht sind invers korreliert.''® Erhohte fetale IGFBP-1-Spiegel zeigten sich
bei IUGR.'° Die fetalen IGFBP-3-Spiegel steigen mit zunehmendem Gestationsalter
und liegen bei weiblichen Feten hoher als bei mannlichen.'1®147 Fetales IGFBP-3 und
Geburtsgewicht sind positiv korreliert.''°® Bei IUGR zeigten sich reduzierte fetale 1G-
FBP-3-Spiegel.1*°
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1.5 Zielsetzung

Frihgeburt ist die Hauptursache neonataler Mortalitat.!® Insbesondere die Unreife der
fetalen Atmungsorgane gilt hier als lebenslimitierender Faktor.'® Die derzeit bestmdg-
liche Option zur fetalen Lungenreifeinduktion ist die ANS-Gabe.! Seit langem weisen
jedoch sowohl Tier- als auch Humanstudien auf einen dosisabhangigen Zusammen-
hang zwischen ANS und einem verminderten Fetalwachstum hin (Tabelle 2). Das Ge-
burtsgewicht gilt als Surrogatparameter fir die fetale Entwicklung.*® Eine Reduktion
von Geburtsgewicht, Kdrperlange und Kopfumfang wurde nicht nur bei hohen ANS-
Dosen und repetitiven Gaben beobachtet, sondern auch nach einem leitliniengerech-
ten einmaligen Zyklus und sogar bei subtherapeutischen Dosen.?384143 Darliber hin-
aus wurden langfristige metabolische Veranderungen nach ANS beobachtet.®® Die
grundlegenden Mechanismen der beschriebenen Nebeneffekte der ANS-Gabe sind
bislang unzureichend verstanden. Essenziell fir das fetale Wachstum ist eine ada-
quate Nahrstoffversorgung, insbesondere mit Glukose als Hauptenergiesubstrat.862.63
ANS-induzierte Beeintrachtigungen der Glukosehomdostase im maternalen Kompar-
timent, auf Ebene des transplazentaren Glukosetransfers oder der fetalen Glukoseho-

moostase, kdnnten daher ursachlich sein fir die beobachtete Wachstumsrestriktion.

Das Ziel dieser Arbeit war daher die Untersuchung der Auswirkungen eines einmaligen
Zyklus mit BET auf die Glukosehomoostase. Hierfur wurden die mutterlichen Glukose-
, Insulin-, Leptin-, IGF-1-, IGF-2-, IGFBP-1- und IGFBP-3-Plasmaspiegel, die fetalen
Glukose-, Insulin-, IGF-1- und IGF-2-Plasmaspiegel, sowie die Proteinlevel der pla-
zentaren Glukosetransporter 1- und 3 bestimmt. Die Glukosetransferverhaltnisse und
der HOMA-Index als Indikator fir eine Insulinresistenz wurden berechnet.

Fragestellungen:

Fuhrt ein einmaliger Zyklus mit BET zu langerfristigen (auf3erhalb des unmittelba-
ren Behandlungszeitraums, noch bei Geburt nachweisbaren) Veranderungen der
materno-plazento-fetalen Glukosehomgostase?

Konnten diese Veranderungen in Zusammenhang stehen mit der fetalen Anthro-
pometrie?

Zeigen sich geschlechtsspezifische Unterschiede?
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Hypothesen
I. Ein einmaliger Zyklus mit BET fluhrt zu langerfristigen (aul3erhalb des unmittelbaren

Behandlungszeitraums, noch bei Geburt nachweisbaren) Veranderungen der ma-
terno-plazento-fetalen Glukosehomdostase:

- Maternal: Glukose < ?

- Plazentar: Verminderter transplazentarer Glukosetransfer (GLUT1| und GLUT3))

- Fetal: Glukose|, Insulin|, IGF-1], IGF-2|

II. Diese Veranderungen kénnten verantwortlich sein fur ein reduziertes Fetalwachs-

tum.

[ll. Es zeigen sich geschlechtsspezifische Unterschiede im Sinne von ausgepragteren

metabolischen Veranderungen bei Madchen.°
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2 Methodik
2.1 Studienprotokoll

Tabelle 4: Ubersicht Studienprotokoll

23+0 — 33+6 SSW -> Drohende Frihgeburt

-> Studieneinschluss

-> Lungenreifeinduktion mit BET 2x12 mg/ 24h i.m.

Einschlusskriterien

Ausschlusskriterien

- Indikation zur Lungenreifeinduktion bei drohender
Frihgeburt (zervixwirksame, zu einer kritischen
Zervixlange fuhrende Wehentétigkeit, primére Zer-
vixinsuffizienz, vorzeitige Zervixerdffnung mit oder
ohne Prolaps fetaler Membranen, vorzeitiger Bla-
sensprung)

- Einlingsschwangerschaften

- Pranatales Ultraschallschatzgewicht 5.-95.
Perzentile

- Gestationsalter 23+0 SSW — 33+6 SSW
- Mitterliches Alter 18-45 Jahre

- einmaliger Zyklus Betamethason (2x12 mg/ 24h
i.m.) (Praparat Celestan®, Betnesol®)

- Entbindung vor Abschluss der Lungenreifein-
duktion

- andere Praparate als Celestan®, Betnesol®

- Steroidbehandlung aufgrund anderweitiger In-
dikation

- HELLP-Syndrom, Praeklampsie, Eklampsie

- dopplersonographisch pathologische Wider-
sténde der Aa. uterinae

- (Gestations-) Diabetes mellitus, Hyperkortiso-
lismus, HIV, Hepatitis

- wiederholte Zyklen Betamethason
- Mehrlingsschwangerschaften

- hdhergradige fetale Fehlbildungen

Entbindungstag

-> Studienpatientinnen, Einschluss Kontrollkollektiv

-> schwangerschaftsrelevante Daten aus Mutterpass und Krankenakte
(KIM Version 5.9.3.4, View Point 5)

-> Blutentnahme

maternal peripher vendses Blut
(Zervixbefund 5 cm — postpartal)

-> Zentrifugieren
(fir 10 min, bei

Unmittelbar — 3500 U(min)
Postpartal -> Blutentnahme I | Blutgasanalyse | -> Abpipettieren
umbilikal arterielles Blut (PHarterie,pHvenss, | d€S Plasmas
Base Excess. | > Gefrieren bei
-> Blutentnahme | -20°C
Glukose
umbilikal vendses Blut = g )

-> Erhebung fetaler Daten (Gewicht, Kérperlange, Kopfumfang, Apgar)

Nach Geburt
der Plazenta

-> Prufung der Vollstandigkeit, Auffalligkeiten

-> Erhebung plazentarer Daten (Gewicht, Lange, Breite, Dicke, Morpholo-
gie, Nabelschnurinsertion), Fotographie

-> Plazentagewebe:

Randomisierte Probenenthahme6?

). Gefrieren in Stickstoff,
spéater bei -80°C

Lagerung in Formaldehyd:
Paidopathologische Untersuchung,
Herstellung von Paraffinblécken
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Messungen

Maternal venoses
Plasma (mv)

Fetal umbilikal arteriel-
les Plasma (fa)

Fetal umbilikal venoses
Plasma (fv)

Plazentagewebe

Glukose (fotometrisch)

Glukose (BGA)

Glukose (BGA)

GLUT1 (IHC, WB)
GLUT3 (IHC, WB)

Insulin (RIA) Insulin (RIA) Insulin (RIA)
Leptin (ELISA)

IGF-1 (ELISA) IGF-1 (ELISA)
IGF-2 (ELISA) IGF-2 (ELISA)

IGFBP-1 (ELISA)
IGFBP-3 (ELISA)

FUr die klinisch-experimentelle Fall-Kontroll-Studie wurden an der Charité Universitats-
medizin Berlin (Campus Virchow-Klinikum, Campus Charité Mitte) auf Grundlage des
Ethikantrages EA2/149/07 Studienpatientinnen akquiriert (Zeitraum 03/2008 bis
02/2013). Anhand einer Powerberechnung (power=0,9, alpha=0,05, sd1=4,0, sd2=2,5,
r=0,6) ergab sich eine Zielprobandinnenanzahl von je 88 pro Gruppe (Kontrollgruppe
(CON)/ Betamethason (-behandelte Gruppe) (BET)). Grundlage der Studie war die
Behandlung der Schwangeren mit BET (2x12 mg i.m. im Intervall von 24h) zur fetalen
Lungenreifeinduktion bei drohender Frihgeburt. Dartuber hinaus wurde eine dem Ge-
stationsalter und Geschlecht dquivalente unbehandelte Kontrollgruppe akquiriert.

2.2 Fotometrie

Die Bestimmung des Glukosegehaltes im fetalen Nabelschnurblut erfolgte unmittelbar
nach der Geburt im Rahmen der obligaten Blutgasanalyse (Blutgasanalysator, Radio-
meter, ABL800 FLEX). Hierbei konnten Daten tber den fetal umbilikal arteriellen Blut-
glukosegehalt fur 166 Neugeborenen erhoben werden, sowie fir den fetal umbilikal
venodsen Blutglukosegehalt fir 162 Neugeborene. In 12 und 16 Fallen wurden die Glu-
kosewerte durch abweichende Einstellungen des Blutgasanalysators nicht mitbe-
stimmt oder konnten bei Fehlermeldung nicht fiir die Auswertung genutzt werden. Der
Glukosegehalt im maternalen Plasma wurde im Labor fotometrisch bestimmt. Hierflr
wurde die Glukose-Oxidase-Peroxidase-Methode (Dr. Lange Test, GOD-POD-Test)
verwendet.1®® Zur Qualitatssicherung der Messreihen wurde der Standardkontrollwert
hinzugezogen, sowie eine interne Probenkontrolle, die am Anfang, in der Mitte und am
Ende jeder Messreihe bestimmt wurde. Die Messung der Proben erfolgte jeweils in
Doppelbestimmung. Der Intra-Assay-Variationskoeffizient betrug 5,40 % und der Inter-

Assay-Variationskoeffizient 6,43%.
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2.3 Immunhistochemie (IHC)
Die Immunhistochemie wurde als qualitative Methode verwendet zur Lokalisation der

Glukosetransporter im plazentaren Gewebe.

Abbildung 5: Immunhistochemie

1. Entparaffinieren und Rehydratation

N

Aus den Gewebeparaffinblocken waren mittels eines elektronischen Rotationsmikrotoms 5 um dicke

Gewebeschnitte hergestellt und auf Objekttrager gebracht worden. Bei Raumtemperatur (RT) erfolgte
die Behandlung der Schnittpraparate fiir 2x4 min in Xylol, anschlieBend in einer absteigenden Alkohol-
reihe (jeweils 2 min in 100%-, 90%-, 70%-, 50%iger Ethanol-Lésung), 5 min in Aqua dest. und 5 min in
phosphatgepufferter Salzlosung (PBS).

2. Antigen-Demaskierung

\%

Die Préaparate wurden in Zitronensaure-Zitratpuffer fir 10 min bei 110°C erhitzt.

* Im Anschluss folgte ein Waschschritt in PBS fur 2-3 x 5 min.

3. Inhibition der endogenen Peroxidase

Nachfolgende Schritte erfolgten in der Feuchtkammer. Fir die Inhibition der endogenen Peroxidase, zur
Reduktion der Hintergrundfarbung, wurden die Schnittpraparate fir 10 min mit einer Lésung aus Me-

thanol, PBS und Wasserstoffperoxid behandelt.*

4. Blockierung unspezifischer Proteinbindungsstellen

N\

Zur Blockierung unspezifischer Proteinbindungsstellen wurde im Verhéltnis 1:50 mit PBS ein Normalse-

rum (Spezies Ziege) verwendet (Inkubationszeit 60 min bei RT).

5. Inkubation mit dem primaren Antikorper

\%

Sowohl anti-GLUT1 (1:50 in PBS) als auch anti-GLUT3 (1:25 in PBS) wurden Uber Nacht bei 4 °C
inkubiert. Die Negativkontrolle erfolgte durch Weglassen des primaren Antikorpers, die Kontrollschnitte
wurden lediglich mit PBS behandelt.*

6. Inkubation mit dem sekundéaren Antikérper

N

Es folgte die Inkubation mit dem sekundéren Antikdrper (1:200 in PBS, 60 min, RT).*

7. Avidin- Biotin- HRP-Komplex-Methode

N\

Fir die Avidin- Biotin- HRP-Komplex-Methode wurden die Reagenzien eines herkdbmmlichen ABC-Kits

verwendet (Avidin, Biotin im Verhdltnis 1:1 in PBS 1:100 verdiunnt, Inkubation 60 min, RT).*

8. Substrat-Chromogen

\%
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Es folgten Inkubationsschritte mit Tris/HCI-Puffer (5 min), einer Losung aus DAB, Tris/HCI und H202 (20
min), Tris/HCI (10 min), PBS (5 min) und Aqua dest. (5 min).

9. Hamatoxylin-Farbung

\%

Mittels Hamatoxylin wurde eine Kerngegenfarbung durchgefiihrt (ca. 60 sek), sowie ein anschlieBendes

Blauen unter Leitungswasser (15 min).

10. Dehydratation in aufsteigender Alkoholreihe, Fixierung

%

Die Dehydratation erfolgte fir 5 min in Aqua dest., sowie jeweils 2 min in Ethanol 50%, 70%, 90%,

100%-L6sung, sowie 2x 4 min in Xylol. Die Schnitte wurden mit Entellan benetzt, mittels Deckglaschen

fixiert und bei RT unter dem Abzug getrocknet.

11. Bildanalyse

V

Fur die Bildanalyse wurde ein Fluoreszenzmikroskop (Keyence, HS Modellreihe BZ-9000) mit entspre-

chender Software verwendet.

2.4 Western Blot (WB)
Zur Bestimmung der Unterschiede des Proteingehaltes der Glukosetransporter
wurde der WB als semiquantitative Methode angewendet.

Abbildung 6: Western Blot

Vorbereitung: Proteinextraktion

%

Zur Proteasehemmung folgte je 10 ml RIPA-Lysepuffer eine Tablette EDTA-Protease-Inhibitor und 5 pl

Sodiumorthovanadat. Eppendorf-GefaRe wurden mit je 800 ul RIPA-Lysepuffer und jeweils einer Me-
tallkugel vorbereitet. Hinzu kam jeweils 200 mg Plazentagewebe, das auf Trockeneisplatten mittels
Skalpell und Pinzette zugeschnitten worden war. Es folgte die Homogenisierung des Gewebe-RIPA-
Lysepuffer-Gemisches durch einen Tissue Lyser fur 3x5 min bei 25Hz. Nach Entnahme der Metallku-
geln wurden die Homogenisate zentrifugiert (10.000 U/min,15 min, bei 4°C). Der Uberstand wurde in je

100 ul groRe Mengen aliquotiert und erneut bei -80°C tiefgefroren.

Vorbereitung: Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Bradford-AsSsay

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration (Bradford-Assay)'¢® wurden die Proben im Verhaltnis 1:100

mit Aqua dest. und Bradford-Reagenz 1:5 mit Aqua dest. vorbereitet. Die BSA-Standardreihe umfasste
die Konzentrationen 23,8ug/ml, 47,5ug/ml, 95ug/ml, 190ug/ml, 380ug/ml, 760ug/ml und 1500ug/ml. In
die Kammern (wells) einer Mikrotiterplatte wurden jeweils 10 pl vorverdiinnter Probe oder Standard,
sowie 200 pl vorbereiteter Bradford-Reagenz, pipettiert. Nach 5-minutiger Inkubation bei RT wurde die
Proteinkonzentration mittels Mikroplatten-Reader (Fluostar Omega, BMG Labtech) bei 595 nm fotomet-

risch gemessen.
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Vorbereitung: Herstellung von SDS-Polyacrylamid-Gelen

\%

Vor Beginn des Versuches wurden SDS-Polyacrylamid-Gele hergestellt (Mini-PROTEAN® Tetra Hand-

cast System Firma Bio-Rad, Geldicke 1,5 mm, 12%iges Trenngel, Wartezeit 45 min, 4% Ladegel, 15-

téaschiger Gelkamm, Wartezeit 30 min).

Gelelektrophorese

Die Gewebehomogenisate wurden entsprechend der zuvor bestimmten Konzentration auf ein Volumen

von 12,5 ul mit RIPA-Lysepuffer aufgefullt und im Verhaltnis 1:1 mit Laemmli-Probenpuffer (Laemmli-
Puffer + B-Mercaptoethanol) versetzt (entspricht pro Geltasche eine Menge von 25 pl). Die Gewebeho-
mogenisate wurden vor dem Auftragen in die Geltaschen nicht erhitzt, da sich bei Vorversuchen im
Vergleich eine deutliche Signalabschwéachung durch Hitzezufuhr gezeigt hatte. Es folgte die elektropho-
retische Auftrennung der Proteine im SDS-Polyacrylamid-Gel bei 70 V (20 min) und bei 160 V (100 min).

Proteintransfer

%

Nach Auftrennung wurden die negativ geladenen Proteine im SDS-Polyacrylamid-Gel im Sandwich-

Verfahren auf eine Nitrozellulosemembran transferiert.

Methode 1, Tank-Blot-System: Es erfolgte ein 55-mindtiger Transfer in einer mit Transferpuffer gefullten
Blot-Kammer unter gekuhlten Bedingungen.

Methode 2, Trans-Blot-System (semi-dry): Hier erfolgte der Transfer innerhalb von 7 min. Es wurden

hierfiir Nitrozellulose Transfer Packs verwendet.

Immundetektion

\%

Um das Vorhandensein unspezifischer Bindungsstellen fir die nachfolgende Inkubation mit den Anti-

korpern zu minimieren, wurden die mit Protein beladenen Nitrozellulosemembranen nach dem Trans-

fer in 10% Milchpulverldsung inkubiert (90 min, RT, auf einem Schuittler).

Es folgte die Hinzugabe des Primarantikorpers (siehe spezifische Protokolle). *Die Membranen wurden
danach in PBST auf dem Schittler gewaschen (5x5 min, RT).

Es folgte die Inkubation mit dem Sekundéarantikdrper (siehe spezifische Protokolle).*

In einer Elektrochemilumineszenz-Reaktion fand die Detektion der Proteinbanden mittels ChemiDoc™
Aufnahmesystem statt. Fur die Auswertung der Proteinbanden wurde die Software Image Lab™ ver-
wendet. Es wurde hierfiir die relative optische Dichte ermittelt:

(1) Probe GLUT1 bzw. GLUT3 / Probe B-Aktin = Quotient 1

(2) Interne Kontrolle GLUT1 bzw. GLUT3 / Interne Kontrolle 3-Aktin = Quotient 2

(3) Quotient 1/ Quotient 2 = relative optische Dichte

(4) Mittelwerte der relativen optischen Dichte aus 3 Messungen (Dreifachbestimmung jeder Probe)

= Endergebnis
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Spezifisches Protokoll WB GLUT1

Als primarer Antikdrper wurde ein aus dem Kaninchen stammender polyklonaler Anti-

korper gegen das humane Protein GLUT1 (Firma Millipore, Chemicon, Kat.-Nr. CBL
242, Lot.-Nr. 2032212) verwendet.1’? Dieser Antikorper ist gegen dessen 12-kettige
carboxyterminale (C-Terminus) Aminosauresequenz (LFHPLGADSQV) gerichtet.
GLUT1 wurde im Western Blot eingesetzt im Verhaltnis 1:700 mit 5% Milchpulverl6-
sung (Proteinmenge 80 ug, Proteinmarker 1). Fur den Proteintransfer wurde Methode
1 verwendet. Die Inkubation mit dem Primarantikorper erfolgte tber Nacht bei 4°C auf
dem Schdttler. Nach einem Waschschritt wurde der sekundare Antikdrper (polyklonal,
mit Meerrettichperoxidase konjugiert (HRP-konjugiert), gegen Kaninchen IgG gerich-
tet, Spezies Esel, Firma Thermo Scientific, Kat.-Nr. 31458, Lot.-Nr. N11608314) inku-
biert im Verhaltnis 1:5000 mit 5% Milchpulverldsung (60 min, RT, auf dem Schiittler).
Nach erneutem Waschschritt erfolgte die Detektion einer doppelten Bande bei etwa
50 kDa (ECL2).

Spezifisches Protokoll WB GLUT3

Zur Bestimmung des humanen GLUT3-Proteins wurde als primarer Antikdrper ein aus
dem Kaninchen stammender, gegen Mensch und Ratte gerichteter, polyklonaler Anti-
korper (Firma Abcam, Kat.-Nr. ab53095, Lot.-Nr. GR85612-4) verwendet.1’t GLUT3
wurde als primérer Antikérper im Western Blot im Verhéltnis 1:700 mit 5 % Milchpul-
verlosung verwendet (Proteinmenge 80 g, Proteinmarker 2). Der Proteintransfer er-
folgte mittels Methode 2. Die Inkubation mit dem Primarantikdrper fand tber Nacht
statt bei 4°C auf dem Schittler. Nach erfolgtem Waschschritt wurde mit dem sekunda-
ren Antikdrper (polyklonal, HRP-konjugiert, gegen Kaninchen IgG gerichtet, Spezies
Esel, Firma Thermo Scientific, Kat.-Nr. 31458, Lot.-Nr. NI11608314) im Verhaltnis
1:5000 mit 5% Milchpulverlésung inkubiert (60 min, RT, auf dem Schiittler). Nach er-
neutem Waschschritt erfolgte die Detektion einer Bande bei etwa 55 kDa (ECL3).

Ladekontrolle mit B-Aktin

Als Ladekontroll-Antikdrper wurde ein monoklonaler HRP-konjugierter, aus der Spe-

zies Maus stammender, AntikGrper gegen humanes Beta-Aktin (3-Aktin) Protein ver-
wendet (Firma Abcam, Kat.-Nr. ab49900, Lot.-Nr. GR67149-2)72 (im Verhaltnis 1:
60.000 mit 5% Milchpulverlésung). Nach Abschluss der oben beschriebenen Proto-

kolle, erfolgte ein Waschschritt, anschlieend eine Inkubation mit B-Aktin (45 min, RT,
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auf dem Schiittler). Nach erneutem Waschschritt wurde die Detektion durchgefuhrt,
hierbei gelang die Darstellung einer Proteinbande bei etwa 42 kDa (ECL1 (GLUT1),
ECL3 (GLUT3)).

Kontrolle der Spezifitit der verwendeten Antikorper

Abbildung 7: Kontrolle der Spezifitéat des Primarantikdrpers Anti-GLUT1

Kontrollversuch GLUT1#CBL242 Lot.-Nummer 2032212 +/- 1./2. AB
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Zur Testung der Spezifitat von GLUT1 erfolgte als Positivkontrolle ein WB nach oben beschriebenem Protokoll mit
Detektion des spezifischen Bandenmusters. Im Bild oben links ist das spezifische GLUT1-Bandenmuster darge-
stellt, Doppelbande bei etwa 50 kDa, 110 (Probennummer), Z (zentrales Plazentagewebestiick), 38+0 SSW (Ge-
stationsalter), die Dicke der Banden entspricht einer aufsteigenden Menge an Proteingehalt. In der ersten Negativ-
kontrolle (ohne Verwendung des sekundaren Antikérpers) (Bild oben mittig), sowie in der zweiten Negativkontrolle
(ohne Verwendung des priméaren Antikdrpers) (Bild oben rechts), konnten weder spezifische noch unspezifische

Bandenmuster detektiert werden. Die unteren Aufnahmen zeigen die Ladekontrolle mit [3-Aktin.
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Abbildung 8: Kontrolle der Spezifitdt des Primarantikdrpers Anti-GLUT3

Blockingversuch GLUT3 # ab53095 (neue Lot: GR 85612- 4) +/- Peptid # ab143946
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Zur Testung der Spezifitat von GLUT3 erfolgte als Vorversuch eine Positivkontrolle (Bild oben links), hierbei zeigte
sich ein spezifisches Bandenmuster bei 55 kDa, 52/109 (Probennummer), P/Z (peripheres /zentrales Plazentage-
webestlick), 25+2/39+3 SSW (Gestationsalter). In der ersten Negativkontrolle (ochne GLUT3-Antikdrper) (Bild oben
mittig links), sowie in der zweiten Negativkontrolle (ohne sekundéren Antikérper) (Bild oben mittig rechts), konnten
weder spezifische noch unspezifische Bandenmuster detektiert werden. Des Weiteren wurde ein firmeneigenes
Blockierungspeptid (Firma Abcam, Kat.-Nr. ab143946, Lot.-Nr.173946) verwendet (Bild oben rechts). Hierbei ge-
lang eine Neutralisierung des Primarantikdrpers bei einer Konzentration des Blockierungsproteins von 1:80. Die

unteren Aufnahmen zeigen die Ladekontrolle mit 3-Aktin.
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2.5 Immunradiometrischer Assay (IRMA)

Die Bestimmung der Insulinkonzentration im Plasma erfolgte durch einen immunradi-
ometrischen Assay auf Grundlage einer Antigen-Antikérperbindung (Insulin IRMA Kit,
Firma DRG, Kat.-Nr. RIA 4376, Lot.-Nr.131508).173 Substanzen aus dem Kit wurden
nach Anleitung vorbereitet. Die bei -80°C gefrorenen Plasmaproben wurden aufgetaut,
zentrifugiert (2 min, 10.0000 U/min) und eisgekuhlt gelagert. Im Kit enthalten waren
mit einem monoklonalen Anti-Insulin Antikdrper (Fanger-Antikorper) beschichtete
Rohrchen. Es erfolgte die Zugabe einer Menge von 50 pl Probe bzw. Kalibrator oder
Kontrolllosung. AnschlieRend wurde jedes Réhrchen mit 50 ul radioaktiven Tracers
(***lodmarkierter Anti-Insulin, monoklonaler Antikorper) versehen. Zur Bestimmung
der Totalaktivitat wurde in zwei unbeschichtete Réhrchen einzig 50 pl radioaktiven Tra-
cers pipettiert. Die R6hrchen wurden zur optimalen Durchmischung vorsichtig ge-
schwenkt. Nach zweistindiger Inkubation wurde der Inhalt der beschichteten Rohr-
chen abgesaugt und es erfolgten zwei Waschschritte, sowie erneutes Absaugen. Im
Anschluss wurde die verbliebene Radioaktivitat (Antigenkonzentration) mittels
Gamma-Counter gemessen. Die Qualitatssicherung erfolgte durch Doppelbestim-
mung bei Verwendung der im Kit enthaltenen Standards, Kontrollen, sowie einer wah-
rend jeder Messreihe dreimalig bestimmten internen Probenkontrolle. Die Nachweis-
grenze betrug 1 plU/ml. Der Intra-Assay-Variationskoeffizient betrug 9,84% und der
Inter-Assay-Variationskoeffizient 12,09%.

2.6 Enzymgekoppelte Imnmunadsorptionstests (ELISA)

Die Bestimmungen der Plasmakonzentrationen von Leptin,!’ IGF-1,17° IGF-2,1"° IG-
FBP-1'76 und IGFBP-377 erfolgten mittels enzymgekoppelter Inmunadsorptionstests
(Enzyme-linked Immunosorbent Assay, ELISA) auf Grundlage der Ausbildung eines
Antigen-Antikorper-Sandwich-Komplexes. Es wurden Festplatten-ELISAs verwendet
(Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen, wells). Der primare Antikorper (gekoppelt an die
Mikrotiterplatte) bindet hierbei das entsprechende Antigen aus der hinzugefuigten Plas-
maprobe. Nachfolgend wurde ein zweiter Antikdrper (biotinyliert und Streptavidin-Per-
oxidase-konjugiert) hinzugefigt. Nach Inkubation mit dem primaren, sowie sekundé-
ren Antikorper erfolgte jeweils ein Waschschritt. Mittels einer Substratlésung wurde
dann ein Farbumschlag katalysiert, dessen Intensitat mittels des Mikroplatten-Readers

(450 £ 10 nm) gemessen wurde und quantitativ Aussage zur Antigenkonzentration
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gab. Die Qualitatssicherung erfolgte durch Kit-eigene Standardreihen und Kontrollse-

ren, sowie interner Probenkontrollen und Doppelbestimmung jeder Probe.

Tabelle 5: Ubersicht der ELISA-Protokolle

Leptin IGF-1 IGF-2 IGFBP-1 IGFBP-3
Firma DRG® Mediagnost® | Mediagnost® | Mediagnost® | Mediagnost®
Kat.-Nr. EIA-2395 E20 E30 EO1 EO3A
Antikorper Spezies | Maus Maus / Ziege | Maus / Ziege | Maus Kaninchen
Standards 0-100 ng/ml | 2-50 ng/ml 0,45-9 ng/ml | 0-8 ng/ml 0,4-30 ng/mi
Inkubationszeit 3,25 h 1,75h 3h 1,75h 25h
Nachweisgrenze 0,7 ng/ml 0,09 ng/ml 0,06 ng/ml 0,055 ng/ml 0,03 ng/ml
Intra-Assay CV% 13,53 1,01 5,91 - -
Inter-Assay CV% 6,22 3,02 7,88 3,19 2,57

2.7 Statistische Auswertung

Die Datenerfassung erfolgte mittels Microsoft Excel. Fur die Auswertung der Daten
wurde IBM SPSS Statistics 24 verwendet. Die Erstellung der Graphen erfolgte mit
Sigma Plot 14. Das Signifikanzniveau wurde fir p<0.05 definiert. Metrische Variablen
wurden als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes, bei hoher Spannweite zu-
dem als Median mit Interquartilsabstand (IQR) angegeben. Nichtmetrische Variablen
wurden durch Haufigkeiten (%) beschrieben. Bei groldtenteils bestehender Abwei-
chung von der Normalverteilung wurden Extremwerte definiert bei einer Abweichung
des vierfachen der Standardabweichung vom dazugehdrigen Mittelwert.1’8 Die statis-
tische Auswertung erfolgte fiir das Gesamtkollektiv (BET vs. CON), sowie nach Unter-
teilung in Subgruppen (Gestationsalter: <37+0 SSW vs. 237+0 SSW, Geschlecht:
Knabe vs. Madchen) (Abbildung 10). Die statistische Auswertung nichtmetrischer Va-
riablen erfolgte in Abhangigkeit der Fallzahl mittels Chi-Quadrat-Test (¥) (n>5), sowie
dem Exakten Test nach Fisher (F) (n<5). Fur metrische Parameter wurde bei Normal-
verteilung der T-Test (7) fur unverbundene Stichproben und bei Abweichung von der
Normalverteilung der Mann-Whitney-U Test (M) (asymptotische Signifikanz) verwen-
det. Fur die Auswertung der fetal anthropometrischen- und Outcome Parameter, sowie
der plazentaren Charakteristika wurde bei signifikantem Ergebnis im Anschluss eine
Kovarianzanalyse (ANCOVA (A)) durchgefiihrt mit dem Ziel einer Adjustierung ftir mog-
liche Storvariablen (Confounder), welche zuvor identifiziert wurden (Tabelle 6). Fur die
Parameter der Glukosehomoostase wurde eine Mehrfachtestung hinsichtlich ge-
schlechts- und gestationsalterbedingter Unterschiede durchgefiihrt (One-way ANOVA
(°A) bei Normalverteilung und Kruskal-Wallis (¥) Test bei Abweichung von der Normal-

verteilung). Im Anschluss folgten wie oben beschrieben T-Tests oder Mann-Whitney-
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U Tests. Die Ergebnisse wurden nachfolgend einer Holm-Bonferroni-Prozedur (") un-
terzogen um einer Alphafehler-Kumulierung entgegen zu wirken.1’® Alle signifikanten
Ergebnisse wurden mittels ANCOVA adjustiert und erneut Holm-Bonferroni-korrigiert.

Korrelationsanalysen erfolgten mittels Spearman-Test (Rangkorrelationskoeffizient p).

Abbildung 9: Ubersicht der statistischen Testverfahren
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Tabelle 6: Ubersicht der fiir die ANCOVA definierten Stérvariablen (Confounder)

Gestationsalter

Bei Geburt (in Tagen)

Geschlecht

Knaben vs. Madchen

Geburtsbeginn

Priméarer Kaiserschnitt (Sektio) (ohne Geburtsbeginn durch Wehentatigkeit) vs.
Wehentatigkeit (Spontanpartus, vaginal operative Entbindung, sekundére Sek-

tio, Notsektio)

Plazentare In-

flammation

Anzeichen einer plazentaren Inflammation ausgehend vom paidopathologischen
Befund

Miitterliche Ge-

wichtszunahme

Einteilung der mutterlichen Gewichtszunahme wéahrend der Schwangerschaft
ausgehend von den Empfehlungen der Deutschen Diabetes Gesellschaft
(DDG),*® sowie des American College of Obstetricians and Gynecologists (A-
COG)!8 in die Kategorien unzureichend (z.B. < 12,5 kg), adaquat (z.B. 12,5 - 18
kg) oder GibermaRig (z.B. >18 kg).182
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Prakonzeptioneller BMI
(kg/m?)

Gewichtszunahme in der

Schwangerschaft (kg)

Gewichtszunahme / Wo-
che: 2. und 3. Trimenon

(kg) *
<18,5 (Untergewicht) 12,5-18 0,5-0,6
18,5 — 24,9 (Normalge- 11,5-16 0,4-0,5
wicht)

25 — 29,9 (Ubergewicht) | 7-11,5 0,2-0,3
230 (Adipositas) 5-9 0,2-0,3

Gewicht/BMI-Zunahme/ SSW

*ausgehend von einer Gewichtszunahme von 0,5 — 2 kg im 1. Trimester

Gewichtszunahme — 1,25 kg
Gestationsalter bei Geburt in Wochen -12

Tabelle 7: Ubersicht der Berechnungen

Kdrpermasseindex, Body-Mass-Index (BMI)

Kérpergewicht (k9) 1g3 184
Korpergrofe (m)2

Korperfille-Index, Ponderal-Index (PI)

100% Geburtsgewicht (g) 185
Kdrperlange (cm)®

Homeostasis Model Assessment (HOMA-Index,
HOMA-IR)

Insulin [ulU/mi]xGlukose [mmol/l] ;¢
22,5

Definition: Ein erhdhter HOMA-IR gilt als Indika-
tor fur eine bestehende Insulinresistenz. 125

Fetaler Glukoseverbrauch

Ratio 3

Differenz Glukose fetal umbilikal vends (fv) zu
Glukose fetal umbilikal arteriell (fa):
Glukose fv -Glukose fab®

Quotient der fetal umbilikalen Glukosewerte:
Glukose fv

Glukose fa

Materno-fetale Glukosedifferenz 1

Ratio 1

Differenz Glukose maternal vends zu Glukose fe-
tal umbilikal arteriell:
Glukose mv -Glukose fa

Quotient der maternal venésen und fetal umbil-
ikal arteriellen Glukosewerte:
Glukose mv

Glukose fa

Materno-fetale Glukosedifferenz 2

Differenz Glukose maternal vends zu Glukose fe-
tal umbilikal venoés:
Glukose mv -Glukose fv

Ratio 2 Quotient der maternal vendsen und fetal umbil-
ikal vendsen Glukosewerte:
Glukose mv
Glukose fv
GLUTL1 total Mittelwerte der Ergebnisse peripherer und zent-
GLUT3 total raler Proteinlevel

Berechnung der Perzentilen, SDS- und Z-Scores

LMS-Methode nach Colel86

Fetales Ultraschallschatzgewicht

Jingste Ultraschalldaten vor Studieneinschluss,
berechnet anhand der Hadlock-Formel.187

Plazentaeffizienz

Gewicht Plazenta (g) x100188.189
Geburtsgewicht (g)

Plazentabasalflache

Entsprechend des paidopathologischen Befun-
des
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2.8 Materialien

Tabelle 8: Ubersicht der Materialien

Standard-Chemikalien und Utensilien Firma, Katalognummer (Kat.-Nr.)

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) — Gel- Monovette BD Vacutainer® EDTA Rohrchen,
367525

Xylol (CsH1o) J.T.Baker, 8118

Ethanol (C2HsO) Roth, K928.4

Methanol (CHzOH) Roth, 4627.2

30% Wasserstoffperoxid (H20>) Roth, 9681.4

Destilliertes Wasser (Aqua dest.) Fresenius Kabi, Ampuwa, 7151-5

Natriumchlorid (NaCl) Roth, 9265.1

Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat (NaH2PO4 x H20) | Roth, T878.2

Di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat (Na2HPO4 x H20) Roth, T877.1

Tris Roth, A411.2

HCI Roth, N076.1

Technische Ausristung Firma, Kat.-Nr.

Zentrifuge Labofuge™ 400, Function line,
Heraeus™ instruments, 75008164

Zentrifuge Eppendorf, 5424R

Gefrierschrank -20°C Bosch

Gefrierschrank -80°C Thermo Scientific™, Forma™ 900
Series

Kihlschrank 4°C Liebherr

Elektronisches Rotationsmikrotom Microm, HM 340E

Warmeofen Haereus

Rocking Platform Shakers VWR

Schuttler IKA Schittler MTS 4

Automatic Gamma Counter PerkinElmer, Wallac Wizard 1470

Fotometer DR Lange Fotometer LP 400

Tissue Lyser Qiagen (Retsch), 85220

ChemiDoc™ Aufnahmesystem, MP Universal Hood llI Bio-Rad, 731BR01038

Mikroplatten-Reader, FLUOstar Omega BMG LABTECH

Blutgasanalysator Radiometer, ABL800 FLEX

pH-Meter Knick, Labor-pH-Meter 766

Kompaktes Fluoreszenz-Mikroskop Keyence, HS Modellreihe BZ-9000

Software Firma

ViewPoint, Version 5 GE Healthcare

KIM® Data, Version 5.9.3.4

MARS Data Analysis Software BMG Labtech,

Image Lab Versionen 4.1, 5.2.1 Bio-Rad

Office (Word, Excel) Microsoft

SPSS Statistics 24 IBM Corp., USA

SigmaPlot 14 Systat Software GmbH

Analysesoftware zum kompakten Fluoreszenz-Mikroskop HS | Keyence BZ-H2AE

EndNote™ X7 Adept Scientific

Materialien Glukosemessung Firma, Kat.-Nr.

Glukose-Farbreagenz Dr. Lange, LCN 400, Lot Nr. 11265 03.2013

Glukose-Harnstoff-Standard Dr. Lange, BCZ 300, Lot-Nr. 14143 08.2015

Materialien IHC Firma, Kat.-Nr., Rezeptur

Zitronensauremonohydrat (CeHsO7 x H20) Merck, 100244

Tri-Natriumzitrat-Dihydrat (CeHsNasOz7 x 2H20) Merck, 106448

Zitronensaure-Zitratpuffer, 0.1M, pH 6 19 ml Stammlésung A + 81 ml
Stammldsung B

Stammldésung A Zitronenséure 0.1 M (21.01 g CeHsO~
X H20 +100 ml Aqua dest.)
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Stammldsung B

Natriumzitrat 0.1 M (29.41 g
CsHsNasO7 x 2H20 + 1000 ml Aqua
dest.)

Phosphatgepufferte Salzldsung (PBS) 0.01M, pH 7.5, 2 |

0.4 g NaH2PO4 x H20 + 2.75 ¢
NazHPO4 x H20 + 17.85 g NaCl + 2 |
Aqua dest.

Inhibition der endogenen Peroxidase

7.5 ml CH3sOH + 65 ml PBS + 2 ml
H20:2

Blockierung unspezifischer Proteinbindungsstellen

1:50 mit PBS (20 pl Normalserum
Ziege + 980 ul PBS)

Primérer, polyklonaler, gegen humanes Protein Glukose-
transporter 1 (GLUT1) gerichteter Antikdrper, Spezies Ka-
ninchen (Firma Millipore, Chemicon, Kat.-Nr. CBL 242, Lot.-
Nr. 2032212

1:100 — 1:25 in PBS (1-4 pl + 96-99
pl PBS)

Priméarer, polyklonaler, gegen humanes und Ratten Protein
Glukosetransporter 3 (GLUT3) gerichteter Antikorper, Spe-
zies Kaninchen (Firma Abcam, Katalog-Nr. ab53095, Lot.-
Nr GR85612-4)

1:25 in PBS (4 pl + 96 pl PBS)

Sekundarer biotinylierter, gegen Kaninchen IgG gerichteter
Antikorper, Spezies Ziege (Firma Vector, Kat.-Nr. PK-4001)

1:200 in PBS (0.5 pl + 99.5 pl PBS)

Avidin/ Biotin Komplex (Firma Vector, ABC Kit, Kat.-Nr. PK-
4001)

Reagenz A + Reagenz B im Verhalt-
nis 1:1 in PBS 1:100

Substrat-Chromogen

0.25 ml DAB + 2.25 ml Tris/HCI (pH
7,6) + 2.5 ul H202

Tris/ HCI pH 7.6

6.06 g + Tris 38.9 ml HCI 1 N + 1000
ml Aqua dest.

3,3'-Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid (Ci2H14N4 x 4 HCI)
(DAB) (Firma Roth, Kat.-Nr. CN75.3)

25 mg DAB + 10 ml Tris/ HCI

Mayers Hadmalaunlésung

Merck, 109249

Entellan

Merck, 1.07961.0100

Objekttrager

Langenbrinck

Deckglaschen

Langenbrinck

Normalserum Ziege

Vector, PK-4001 / S-1000

VECTASTAIN® ABC-Peroxidase Kit Kaninchen 1gG

Vector, PK-4001

PAP Pen Immunostaining Pen

Kisker Biotech

Materialien WB

Firma, Kat.-Nr., Rezeptur

Triton-X-100, Octoxinol 9 (C14H220(C2H40)n (h=9-10))

Sigma-Aldrich, 234729

Deoxycholséure (C24H4004)

Sigma-Aldrich, D6750

RIPA-Lysepuffer (pH 8.0)

1 ml Triton-X-100 + 0.1 g SDS +
0.877gNaCl+0.242g Tris+0.5¢g
Deoxycholséure + 100 ml Aqua dest.

Protease Inhibitor: cOmplete™, Mini, EDTA-free Protease
Inhibitor Cocktail Tablets

Roche, 04 693 159 001

Sodiumorthovanadat (NasVO)

Sigma-Aldrich, S6508

Natriumdodecylsulfat (SDS) (C12H2sNa04S) Merck, 7990
Tetramethylethylendiamin (TEMED) (CesH1sN2) Roth, 2367.2
Tween® 20 Sigma-Aldrich, P1379
Ammoniumperoxodisulfat Roth, 9592.3

(AP) (NH4)2S20s

0.1 g AP + 1 ml Aqua dest.

Milchpulver

Fluka, 70166-500G

Bisacrylamid 30% (C7H10N202)

Sigma-Aldrich, Kat.-Nr. A3574

Bradford Reagenz

Bio-Rad, Protein Assay kit 2, 500 -
0006

Rinder-Albumin (BSA Standard)

Bio-Rad, Protein Assay Standard Il
Albumin, 500-0007

Chemilumineszenz (ECL) 1: Pierce™ ECL Western Blotting
Substrate

Thermo Scientific, 32209

Chemilumineszenz (ECL) 2: SuperSignal™ West Pico
PLUS Chemiluminescent Substrate

Thermo Scientific, 34577
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Chemilumineszenz (ECL) 3: Clarity Western ECL Substrate

Bio-Rad, 1705060

BSA Protein Standard Reihe Il

Bio Rad, 500 000 7

Mini-PROTEAN® Tetra Handcast System

Bio-Rad

Tris 0.5 M, pH 6.8

6.057 g Tris + 100 ml Aqua dest.

Tris 1.5 M, pH 8.8

18.17 g Tris + 100 ml Aqua dest.

Ladegel, 4%

6.1 ml Aqua dest., 2.5 ml 0.5 M Tris
pH 6.8, 0.1 ml 10% SDS, 1.5 ml 30%
Bisacrylamid, 50 pl 10% AP, 10 pl
TEMED

Trenngel, 12%

6.2 ml Aqua dest., 5 ml 1.5 M Tris pH
8.8, 0.2 ml 10% SDS, 8 ml 30%
Bisacrylamid, 100 pl 10% AP, 10 pl
TEMED

Laemmli-Puffer

Bio-Rad, 1610737

B-Mercaptoethanol (C2HsOS)

Fluka, 63689

LSB 1 ml B-Mercaptoethanol + 19 ml La-
emmli-Puffer
Laufpuffer Bio-Rad, 1610772,

1:10 mit Aqua dest.

Protein-Marker 1

Biolabs, P7709S

Protein Marker 2

Thermo Scientific, 26616

Tank-Blot-System, Mini Trans-Blot® Cell

Bio-Rad

Transfer-Puffer, pH 8.1 — 8.4

6.06 g Tris + 28.8 g Glycin + 400 ml
Methanol + 1600 ml Aqua dest

Nitrozellulosemembran (um)

Bio-Rad

Glycin (C2HsNO2)

Roth, T873.2

Filterpapier, Blot Absorbent Filter Paper, Thin Blot Paper

Bio-Rad

Trans-Blot® Turbo™ Blotting Systems

Bio-Rad, 170-4155

Transfer Pack, Nitrozellulose

Bio-Rad, midi 170-4159, mini 170-
41558).

Phosphatgepufferte Salzlésung mit Tween®20 (PBST), pH
7.5

0.4 g NaH2PO4 x H20 + 2.75 g
NazHPO4 x H20 + 17.85 g NaCl + 2 |
Aqua dest. + 2 ml Tween® 20

5% Milchpulverlésung

5 g Milchpulver + 100 ml PBST

10 % Milchpulverlésung

10 g Milchpulver + 100 ml PBST

Primarer, polyklonaler, gegen humanes Protein Glukose-
transporter 1 (GLUT1) gerichteter Antikdrper, Spezies Ka-
ninchen (Firma Millipore, Chemicon, Kat.-Nr. CBL 242, Lot.-
Nr. 2032212

1:700 mit 5% Milchpulverlésung

Primérer, polyklonaler, gegen humanes und Ratten Protein
Glukosetransporter 3 (GLUT3) gerichteter Antikérper, Spe-
zies Kaninchen (Firma Abcam, Katalog-Nr. ab53095, Lot.-
Nr GR85612-4)

1:700 mit 5% Milchpulverlésung

Monoklonaler, HRP-konjugierter, gegen humanes Beta-Ak-
tin (B-Aktin) Protein gerichteter Antikbrper, Spezies Maus
(Firma Abcam, Kat.-Nr. ab49900, Lot.-Nr. GR67149-2)

1:60.000 mit 5% Milchpulverlésung

Sekundarer, polyklonaler mit Meerrettichperoxidase konju-
gierter (HRP-konjugiert), gegen Kaninchen IgG gerichteter
Antikorper, Spezies Esel (Firma Thermo Scientific, Katalog-
nummer 31458, Lot.-Nummer N11608314)

1:5000 mit 5% Milchpulverlésung

Blockierungspeptid Glut-3 (Firma Abcam, Kat.-Nr.
ab143946, Lot.-Nr.173946)

1:80

Materialien IRMA

Firma, Kat.-Nr., Rezeptur

Insulin IRMA Kit

DRG, RIA 4376, Lot.-Nr.131508

Waschlésung

Konzentrat im Verhaltnis 1:70 mit Aqua
dest.

Materialien ELISA Firma, Kat.-Nr.

ELISA Kits Tabelle 5
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3 Ergebnisse

3.1 Beschreibung des Studienkollektivs

Die in diesem Kapitel ,3.1. Beschreibung des Studienkollektivs® beschriebenen Da-

ten wurden bereits verdéffentlicht (Braun, Hardt et al. 2018)*°° und werden hier in ge-

kirzter Form fur die Einordnung der weiteren Ergebnisse und der Diskussion ange-

fuhrt.

Abbildung 10: Ubersicht Studienkollektiv

Ebene 1: Gesamtkollektiv BET Gesamt CON
(n=86) (n=178) (n=92)
Frihgeborene Gesamt Reifgeborene
<37+0 SSW  (n=178) >37+0 SSW
Ebene 2: Gestationsalter (n=69) (n=109)
BET CON BET CON
(n=47) (n=22) (n=39) (n=70)
Madchen Gesamt Knaben
Ebene 3: Geschlecht (n=80) (n=178) (n=98)
BET CON BET CON
(n=40) (n=40) (n=46) (n=52)
Madchen Gesamt Knaben
(80) (n=178) (98)
Frihgeborene  Reifgeborene Frihgeborene  Reifgeborene
Ebene 4: Geschlecht/ Gestationsalter <37+0 SSW >37+0 SSW <37+0 SSW >37+0 SSW
(n=25) (n=55) (n=44) (n=54)
BET CON BET CON BET CON BET CON

Dargestellt ist das Studienkollektiv, welches 178 Falle (n) umfasste (Betamethason-Gruppe (BET) n=86, Kontroll-
gruppe (CON) n=92). Fir die statistische Auswertung wurden Subgruppenunterteilungen (Ebenen 1-4) vorgenom-

(n=19)

(n=6) (n=21) (n=34)

(n=28) (n=16) (n=18) (n=36)

men um spezifische Auswirkungen von BET auf das Gestationsalter und das Geschlecht zu untersuchen.

Maternale Charakteristika: Hinsichtlich Graviditat, Paritat, maternalem Alter, Nikotin-

konsum und Ethnizitat bestanden keine signifikanten Unterschiede zwischen der Be-
tamethason (BET)-Gruppe und der Kontroll (CON)-Gruppe. BET- und CON-Gruppe

wiesen ein vergleichbares prakonzeptionelles Korpergewicht und Body-Mass-Index
(BMI) auf (Tabelle 9). Bei Schwangeren der BET-Gruppe (insgesamt (Ebene 1), <37+0
SSW (Ebene 2), ¢ (Ebene 3)) trat jedoch signifikant haufiger eine unzureichende Ge-

wichtszunahme wahrend der Schwangerschaft auf verglichen mit der CON-Gruppe

(Abbildung 11, Tabelle 9).
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Abbildung 11: Maternale Gewichtszunahme in der Schwangerschaft
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In den Abbildungen 11A,B (Ebene 1,3) ist die Einschatzung der maternalen Gewichtszunahme wahrend der
Schwangerschaft in die Kategorien unzureichend, adaquat oder tibermaRig dargestellt. Die Balken geben die Hau-
figkeiten in Prozent [%] an, Unterteilung in Kontrollgruppe (CON) und mit Betamethason behandelte Gruppe (BET),
Fallzahl (n), signifikante Ergebnisse markiert (*) (Signifikanzniveau p<0,05, Chi-Quadrat-Test (¥)). Nach BET zeigte
sich bei Schwangeren insgesamt (Abbildung 11A, Ebene 1: p=0,046), in der Friihgeborenen-Gruppe (p=0,016%)
(nicht dargestellt) und bei Schwangeren mit Madchen (Abbildung 11B, Ebene 3%: p=0,033%) signifikant haufiger
eine unzureichende maternale Gewichtszunahme wéhrend der Schwangerschaft.

Die Rate an primaren Sektiones war in der CON-Gruppe signifikant hoher (Tabelle 9).
Ein signifikant geh&uftes Auftreten von Anzeichen einer plazentaren Inflammation
zeigte sich in der BET-Subgruppe der weiblichen Friihgeborenen (Tabelle 9). Das Ge-
stationsalter bei BET betrug im Gesamtdurchschnitt 195,7 + 2,6 Tage (Spannbreite
23+0 — 33+4 SSW) (n=86) (Ebene 1), das Zeitfenster zwischen BET und Geburt 50,5
+ 3,6 Tage (Spannbreite 1-125 Tage, Median 46,5 Tage) (Ebene 1). 17 Patientinnen
wurden < 14 Tage nach BET entbunden, hierunter 11 Patientinnen < 7 Tage und zwei
Patientinnen innerhalb 48 h nach BET. Das Gestationsalter bei Geburt war in der BET-
Gruppe verglichen mit der CON-Gruppe signifikant geringer (Tabelle 9). Die in der
Analyse des Studienkollektivs signifikant verdnderten Parameter (Gewichtszunahme
in der Schwangerschaft, Geburtsbeginn, plazentare Inflammation, Gestationsalter bei
Geburt und Geschlecht) wurden im Rahmen der statistischen Auswertung als Con-

founder mit einbezogen.
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Tabelle 9: Maternale Charakteristika

Maternale Charakteristika Gesamt Madchen Knaben
Kontroll-Gruppe n= BET-Gruppe n= p-Wert Kontroll-Gruppe n=  BET-Gruppe n= p-Wert Kontroll-Gruppe n= BET-Gruppe n= p-Wert
Gesamt: 254+0,18 (92) 2,69+0,24 (86) 0,929 2,50+0,28 (40) 2,60+0,35 (40) 0,960 2,58+0,23 (52) 2,76+0,33 (46) 0,895
Graviditat <37SSW:| 295+0,40 (22) 294+0,38 (47) 0,435 1,83+0,31 (6) 2,79+0,65 (19) 0,592M 3,38+0,51 (16) 3,04+0,47 (28) 0,318
>37SSW: | 2,41+0,20 (70) 2,38+0,27 (39) 0,885" 2,62+0,32 (34) 243+0,35 (21) 0,900 2,22+023 (36) 2,33+0,43 (18) 0,832V
Gesamt: 1,98+0,14 (92) 1,78+0,13 (86) 0,318“ 2,10+0,24 (40) 1,83+0,21 (40) 0,487 1,88+0,17 (52) 1,74+0,17 (46) 0,459
Paritat <37SSW:| 2,36+0,29 (22) 1,98+0,21 (47) 0,122M 1,67+0,33 (6) 2,05+0,39 (19) 0,945 2,63+0,36 (16) 1,93+0,24 (28) 0,075
>37SSW: | 1,86+0,16 (70) 1,54+0,13 (39) 0,383 2,18+0,28 (34) 1,62+0,16 (21) 0,404 1,56 £0,15 (36) 1,44+0,20 (18) 0,507"
Gesamt: | 29,35+0,57 (92) 29,28+0,64 (86) 0,936" 29,55+0,87 (40) 28,98+1,02 (40) 0,670" 29,19+0,76 (52) 29,54+0,82 (46) 0,753"
Maternales Alter [Jahre] <37SSW:| 28,82+1,19 (22) 30,00+0,88 (47) 0,4407 30,33+1,31 (6) 30,84+1,51 (19) 0,859" 28,25+1,55 (16) 29,43+1,07 (28) 0,525"
>37SSW: | 29,51+0,65 (70) 28,41+0,93 (39) 0,325" 29,41+1,00 (34) 27,29+1,31 (21) 0,200" 29,61+0,85 (36) 29,72+1,30 (18) 0,9427
Gesamt: 19,57% (92) 23,26% (86) 0,548% 25,00% (40) 17,50% (40) 0,412% 15,38% (52) 28,26% (46) 0,121%
Nikotin [%)] <37SSW: 27,27% (22) 25,53% (47) 0,878% 16,67% (6) 10,53% (19) 1,0007 31,25% (16) 35,71% (28) 0,764%
237SSW: 17,14% (70) 20,51% (39) 0,663* 26,47% (34) 23,81% (21) 0,826% 8,33% (36) 16,67% (18) 0,3887
Gesamt: | 23,62+0,43 (92) 23,89+0,52 (80) 0,839 23,44+0,70 (44) 23,35+0,67 (39) 0,961 23,76 £0,55 (52) 24,41+0,80 (41) 0,722
Prakonzeptioneller BMI [kg/m?] | <37SSW: | 24,46 +0,94 (22) 24,13+0,70 (44) 0,668 22,82+0,60 (6) 23,63+0,88 (19) 0,775 25,07+1,25 (16) 24,51+1,03 (25) 0,575M
>37SSW: | 23,36+0,48 (70) 23,60+0,81 (36) 0,971 2355+0,81 (34) 23,08+1,01 (20) 0,720" 23,18+0,56 (36) 24,24+132 (16) 0,714
g Gesamt: 13,95% (86) 31,17% (77) 0,046% 15,79% (38) 42,11% (38) 0,033% 12,50% (48) 20,51% (39) 0,593%
§ unzureichend [%] <37SSW: 26,32% (29) 39,02% (41) 0,016% 0,00% 5) 47,37% (29) - 35,71% (14) 31,82% (22) 0,564*
g >37SSW: 10,45% (67) 22,22% (36) 0,796% 18,18% (33) 36,84% (19) 0,782% 2,94% (34) 5,88% (17) 1,000°
g Gesamt: 23,26% (86) 20,78% (77) 0,505% 28,95% (38) 15,79% (38) 0,225% 18,75% (48) 25,64% (39) 0,819%
Fg adéquat [%] <37SSW: 15,79% (19) 14,63% (41) 0,508% 20,00% (5) 10,53% (19) 1,0007 14,29% (14) 18,18% (22) 0,6887
2 >37SSW: 25,37% (67) 27,78% (36) 0,178* 30,30% (33) 21,05% (19) 0,109% 20,59% (34) 35,29% (17) 0,782%
£ Gesamt: 62,79% (86) 48,05% (77) 0,075% 55,26% (38) 42,11% (38) 0,411% 68,75% (48) 53,85% (39) 0,102%
S (ibermaBig [%] <37SSW: 57,89% (19) 46,34% (41) 0,144% 80,00% (5) 42,11% (19) 0,248% 50,00% (14) 50,00% (22) 0,346
3 >37SSW: 64,18% (67) 50,00% (36) 0,001 51,52% (33) 42,11% (19) 0,072% 76,47% (34) 58,82% (17) 0,008*
Gesamt: 83,70% (92) 94,19% (86) 0,027% 92,50% (40) 92,50% (40) 11,0007 76,92% (52) 95,65% (46) 0,008%
Geburtsbeginn [%] <37SSW: 90,91% (22) 95,74% (47) 0,587F 83,33% (6) 94,74% (19) 0,4307 93,75% (16) 96,43% (28) 11,0007
>37SSW: 81,43% (70) 92,31% (39) 0,124% 94,12% (34) 90,48% (21) 0,632° 69,44% (36) 94,44% (18) 0,0447
Gesamt: 31,76% (85) 40,51% (79) 0,244% 32,43% 37) 37,14% (35) 0,675% 31,25% (48) 43,18% (44) 0,236%
Plazentare Inflammation [%] <37SSW: 28,57% (22) 47,62% (42) 0,148* 0,00% (6) 56,25% (16) 0,046" 40,00% (15) 42,31% (26) 0,885*
237SSW: 32,81% (64) 32,43% (37) 0,969% 38,71% (31) 21,05% (19) 0,194% 27,27% (33) 44,44% (18) 0,214%
Gesamt: | 265,77 +1,60 (92) 246,24 +3,55 (86) 0,000 268,63 +2,09 (40) 250,02+5,556 (40) 0,051M 263,58 + 2,30 (52) 242,96 +4,55 (46) 0,001
Gestationsalter [Tage] <37SSW: | 243,45+2,00 (22) 222,47 +3,75 (47) 0,002M 24517 +2,88 (6) 221,32+7,00 (19) 0,279 242,81 +256 (16) 223,25+4,25 (28) 0,003
237SSW: | 272,79+1,03 (70) 274,90+ 1,45 (39) 0,227" 272,76 + 1,54 (34) 276,00+2,00 (21) 0,199 272,81 +1,39 (36) 273,61+2,13 (18) 0,727

Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler oder Prozentzahle, Fallzahlen (n) in Klammern, Mann-Whitney-U-Test (M), T-Test (), Chi-Quadrat-Test (X), Exakter Test nach Fisher (F). Das
, Definition Gewichtszunahme wahrend der Schwanger-

Signifikanzniveau wurde fir p<0,05 definiert (signifikante Ergebnisse hervorgehoben), Body-Mass-Index (BMI):

KoérpergréRe (m)?2

Korpergewicht (kg) 1g3

schaft'® entsprechend der Leitlinien der Deutschen Diabetes Gesellschaft (DDG),8 sowie des American College of Obstetricians and Gynecologists (ACOG).%8! Tabelle 9 modifiziert nach

Braun, Hardt et al. 2018.19°
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Plazentare Charakteristika: Auf plazentarer Ebene zeigte sich in der Gesamt-BET-
Gruppe (Ebene 1: BET 16,6 + 0,5 CON 13,6 + 0,3, p=0,017M4) und bei BET-Knaben
(Ebene 3 4: BET 16,7 £ 0,7 CON 13,6 + 0,3, p=0,007M4) eine signifikant erhohte Pla-
zentaeffizienz.18818% Nach BET ergaben sich keine signifikanten Veranderungen des

plazentaren Gewichts, der Plazentaldnge, der Plazentabreite, der Plazentadicke und

der Plazentabasalflache.

Fetale Charakteristika: Eine signifikante Reduktion des Kopfumfangs (KU) nach BET

zeigte sich insgesamt, bei Reifgeborenen und Madchen (Abbildung 12, Tabelle 10).
Abbildung 12: Fetaler Kopfumfang bei Geburt
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In den Abbildungen 12A-D (Ebene 1-4) ist der fetale Kopfumfang bei Geburt dargestellt. Die Balken zeigen die
Mittelwerte + Standardfehler in cm an, Unterteilung in Kontrollgruppe (CON) und mit Betamethason behandelte
Gruppe (BET), Fallzahl (n), signifikante Ergebnisse markiert (*) (Signifikanzniveau p<0,05, Mann-Whitney-U-Test
() und nachfolgende ANCOVA (#)). Nach BET zeigte sich eine signifikante Reduktion des Kopfumfangs insgesamt
(Abbildung 12A, Ebene 1: p=0,002M), bei Reifgeborenen (Abbildung 12B, Ebene 2 237+0 SSW: p=0,004“4) und
bei Madchen (Abbildung 12C, Ebene 3 Q: p=0,017MA, Abbildung 12D, Ebene 4 @ 237+0 SSW: p=0,022%4),
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Knaben wiesen nach BET ein tendenziell geringeres Geburtsgewicht auf als ihre
Kontrollpendants (p=0,078MA) (Tabelle 10). Die Korperlange bei (frihgeborenen)
Knaben war signifikant reduziert (3: p=0,024MA, &' <37+0 SSW: p=0,039) (Abbildung
13, Tabelle 10).

Abbildung 13: Fetale Kérperlange bei Geburt
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In den Abbildungen 13A,B (Ebene 3,4) ist die fetale Korperlange bei Geburt dargestellt. Die Balken zeigen die
Mittelwerte + Standardfehler in cm an, Unterteilung in Kontrollgruppe (CON) und mit Betamethason behandelte
Gruppe (BET), Fallzahl (n), signifikante Ergebnisse markiert (*) (Signifikanzniveau p<0,05, Mann-Whitney-U-Test
() und nachfolgende ANCOVA (). Nach BET zeigte sich eine signifikante Reduktion der Kérperlange bei Knaben
(Abbildung 13A, Ebene 3 &: p=0,024MA) (Abbildung 13B, Ebene 4 3237+0 SSW: p=0,039M4).

BET hatte keine signifikanten Auswirkungen auf den Ponderal-Index (Tabelle 10).
Der nach 1 min postpartal erhobene Apgar-Score fiel bei mannlichen Neugeborenen
der BET-Gruppe signifikant geringer aus verglichen mit der CON-Gruppe (Ebene 3
4 BET 8,00 + 0,21 CON 8,94 + 0,12, p=0,033MA, nicht dargestellt). Im Hinblick auf
die Apgar-Scores nach 5 min und 10 min zeigten sich nach BET keine Veranderun-
gen. Die Behandlung mit BET hatte zudem keine signifikanten Auswirkungen auf die
postpartal gemessenen Nabelschnur pH-Werte (pHarteriel (NapH), pHvenss (NVpH)), so-

wie den arteriellen Baseniberschuss (Base Excess, aBE).
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Tabelle 10: Fetale Charakteristika - Fetales Wachstum

Fetales Wachstum Gesamt Méadchen Knaben
Kontroll-Gruppe n= BET-Gruppe n= p-Wert Kontroll-Gruppe n=  BET-Gruppe n= p-Wert Kontroll-Gruppe  n=  BET-Gruppe n= p-Wert
Gesamt: 3138,59 £+ 50,43 (92) 2542,90 + 99,57 (86) 0,159~ 3155,75+71,94 (40) 2622,10 + 159,65 (40) 0,880™A 3125,38+ 70,54 (52) 2474,02 £ 124,80 (46) 0,078M
S:Vtai‘(‘:ﬁf'[g] <37SSW: | 2549,55+ 70,02 (22) 1907,74 +102,89 (47) 0,156M* | 2560,00 + 111,80 (6) 1836,26 + 188,30  (19) 0,065 254563 88,73 (16)  1956,25+ 118,40 (28) 0,275
237SSW: | 3323,71+43,15 (70) 3308,33+72,41 (39) 0,899 3260,88 £ 68,03 (34) 3333,10 £112,18 (21) 0,544M 3383,06 £ 52,99 (36) 3279,44 + 89,62 (18) 0,446M
Geburts- Gesamt: 55,52 +2,37  (92) 58,78 +2,61  (86) 0,301™ 55,52 + 4,00 (40) 57,14 + 3,95 (40)  0,704M 5552+289  (52) 60,22 + 3,48 (46) 0,193
gewichts- | <37SSW: 63,32+4,17  (22) 62,95+282  (47) 0,842 64,72+7,29  (6) 60,64 + 4,78 (19) 0,799 62,80 +5,17  (16) 64,51 + 3,50 (28) 0,893"
perzentile | >3755w: 53,06 £2,78  (70) 53,77 +454  (39) 0,798 53,89 + 4,50 (34) 53,96 + 6,18 (21) 0,890M 52,28+3,39  (36) 53,54 + 6,90 (18) 0,734M
) Gesamt: 49,75+0,29  (92) 46,27 +0,60  (86) 0,091MA 49,75+0,44  (40) 46,63 + 0,96 (40) 0,881M 49,75+0,39  (52) 45,96 + 0,75 (46) 0,024%A
g‘r";p:[(: mp | <37SSW: | 46912046  (22) 42,66+0,70  (47) 0,288"A 46,33+0,76  (6) 42,26 + 1,36 (19) 0,180M 47,13+058  (16) 42,93 +0,75 (28) 0,039¥A
237SSW: 50,64 + 0,28 (70) 50,62 + 0,38 (39) 0,995" 50,35+ 0,43 (34) 50,57 £ 0,55 (21) o0,682" 50,92 + 0,37 (36) 50,67 £ 0,55 (18) 0,809M
Kérper- Gesamt: 50,34 +2,83  (92) 5157+275  (86) 0,751 4958 +4,56  (40) 53,85 + 3,82 (40) 0,416M 50,92+3,60  (52) 49,58 + 3,93 (46) 0,741
langen- <37SSW: 55,69 +5,02  (22) 56,34 +3,11  (47) 0,933" 50,37 + 9,52 (6) 59,64 + 4,35 (19) 0,252M 57,68+6,01  (16) 54,11 + 4,32 (28) 0,558
perzentile | >37ssw: 48,66 +3,36  (70) 4581+4,64  (39) 0,622% 49,44 +515  (34) 48,61 + 5,99 (21) 0,965 47,92+4,42  (36) 42,54 7,33 (18) 0,452V
Gesamt: 34,29+0,16  (92) 31,60+0,39  (85) 0,002V 34,23 +0,22 (40) 31,46 + 0,59 (40) 0,017vA 3435+022 (52 31,72 +0,51 (45) 0,101v~
E\?]%ﬂfénn;] <37SSW: 32,66+023  (22) 29,53+052  (46) 0,482VA 32,58 + 0,45 (6) 29,00 + 0,94 (19) 0,089M 32,69+028  (16) 29,91 + 0,60 (27) 0,483vA
>37SSW: 34,81+0,15  (70) 34,04+0,23  (39) 0,004%A 3451+021  (34) 33,69 + 0,23 (21) 0,022%A 3508+0,19  (36) 34,44 + 0,40 (18) 0,183%A
Kopfum- Gesamt: 59,15+2,62  (92) 4881+293  (85) 0,003~ 61,35 + 4,00 (39) 48,61 + 4,23 (40) 0,016~ 57,46+348  (52) 48,99 + 4,11 (45) 0,137
fangs- <37SSW: 62,05+4,98  (22) 57,58+3,71  (46) 0,475 67,77+6,26  (6) 62,29 +5,71 (19) 0,611 59,90 6,46  (16) 54,27 + 4,88 (27) 0,443V
perzentile | >3755w: 58,24 +3,07  (70) 3846+4,12  (39) 0,003~ 60,22 + 4,58 (34) 36,22 + 4,88 (21) 0,016“A 56,38 +4,17  (36) 41,07 + 6,97 (18) 0,066M
Ponderal- | Gesamt: 2,54 +0,03 (92) 2,44 + 0,03 (86) 0,983™ 2,56 + 0,04 (40) 2,42 +0,04 (40) 0,564 2,53 +0,03 (52) 2,45 + 0,05 (46) 0,2337
Index <37SSW: 2,47 £0,04 (22) 2,35 + 0,05 (47) 0,053 2,57 +0,04 (6) 2,26 +0,07 (19) 0,487VA 2,43 £0,05 (16) 2,40 0,07 (28) 0,566™
[g/cm’] 237SSW: 2,57 + 0,03 (70) 2,54 + 0,04 (39) 0,855 2,56 + 0,05 (34) 2,55+ 0,03 (21) 0,897 2,57 +0,04 (36) 2,53 +0,07 (18) 0,666M

Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler, Fallzahlen (n) in Klammern, Mann-Whitney-U-Test (M), T-Test (T), ANCOVA (#). Das Signifikanzniveau wurde fiir p<0,05 definiert (signifikante Ergebnisse

Geburtsgewicht (9) 185 Tapelle 10 modifiziert nach Braun, Hardt et al 2018.19

hervorgehoben), Ponderal-Index=100x ———
Kérperlange (cm)*
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3.2 Einfluss von Betamethason auf die maternale Glukosehomd&ostase

Abbildung 14: Glukosehomgostase - Maternales Kompartiment

HOMA-IR i HOMA-IR

Glukose © Glukose
IGF-1 5 IGF-1
IGF-2 ; IGF-2
IGFBP-1 |
IGFBP-3

Pankreas

Fettzellen

' Leber

Glukose maternal vends

Die mit BET behandelten Schwangeren mit weiblichen Nachkommen zeigten initial
gegenuber der CON-Gruppe signifikant erhdhte peripartal vendse Blutglukosespiegel
(?: p=0,039MA (Ebene 3)). In der Mehrfachtestung (Geschlecht) verfehlten die Veran-
derungen jedoch die statistische Signifikanz (Q: p3=0,136XMH). Auch in der nachfol-
genden Subgruppenanalyse zeigten sich erhéhte maternal ventése Glukosewerte nach
BET bei Schwangeren mit reifgeborenen weiblichen Nachkommen (9 =37+0 SSW:
p=0,033“A (Ebene 4)), auch hier erlangten die Veranderungen in der Mehrfachtestung
(Geschlecht, Gestationsalter) jedoch keine statistische Signifikanz mehr (¢ =237+0
SSW: p2,3=nicht signifikant (n.s.)¥) (Abbildung 15, Tabelle 11) und wurden daher als
Trends gewertet. Die Auswertung der Studienteilnehmerinnen, die eine priméare Sektio
erhalten hatten (n=20), ergab Nuchternglukosewerten zwischen 1,81- 5,11 mmol/l
(Gesamt, Mittelwerte + SE: BET 3,93 £ 0,49 mmol/l (n=5), CON 3,40 = 0,26 mmol/l
(n=15) (Ebene 1)) (Schwangere mit weiblichen Nachkommen ¢: BET 4,26 + 0,17
mmol/l (n=3), CON 2,91 * 0,46 mmol/l (n=3) (Ebene 3)) (Schwangere mit weiblichen
Nachkommen @ 237+0 SSW: BET 4,10 = 0,09 (n=2), CON 2,48 * 0,28 (n=2) (Ebene
4)). 17 Schwangere wurden < 14 Tage nach BET-Gabe entbunden, wobei fir 16 Pati-

entinnen ein Glukosewert bestimmt werden konnte. Der Mittelwert + SE dieses Kollek-
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tivs lag bei 4,91 £ 0,38 mmol/l (Spannbreite 1,66-7,46 mmol/l). Unter den 16 Patientin-
nen wurde eine Patientin mittels primarer Sektio entbunden, der Nuchternglukosewert
betrug hier 4,83 mmol/l (7 Tage nach BET). Zwei Patientinnen wurden innerhalb 48 h
nach BET entbunden, wobei deren Gelegenheitsglukosewerte 6,25 mmol/l und 7,00
mmol/l betrugen.

Abbildung 15: Glukose maternal vends

A Glukose maternal vends B Glukose maternal venos

67 =z con 81

771 CON
3 BET 3 BET

Glukose maternal vends + SE [mmol/l]
w
1
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-

0
0-n= 40 37 52 44 n= 6 16 34 21 16 27 36 17

Madchen Knaben <37+0 SSW  237+0 SSW <37+0 SSW  237+0 SSW
Madchen Knaben

In den Abbildungen 15A,B (Ebene 3,4) sind die maternal vendsen Glukosespiegel dargestellt. Die Balken zeigen
die Mittelwerte + Standardfehler in mmol/l, Unterteilung in Kontrollgruppe (CON) und mit Betamethason behandelte
Gruppe (BET), Fallzahl (n). Bei mit Madchen Schwangeren insgesamt (15A) und =237+0 SSW (15B) zeigten sich
nach BET verglichen mit der Kontrollgruppe erhéhte maternal vendse Glukosespiegel. Die Veranderungen erlang-
ten in der Mehrfachtestung jedoch keine Signifikanz mehr und wurden als Trends gewertet (graue Kasten).

Insulin maternal vends

Die mutterlichen Insulinwerte wiesen eine hohe Spannweite auf (Minimum 1,08 plU/ml,
Maximum 73,43 plU/ml) (Mittelwert 16,78 £ 1,05 plU/ml, Median 11,73 plU/ml (Inter-
quartilsabstand (IQR) 8,99-18,35 ulU/ml)). Insgesamt, sowie in den Subgruppenana-
lysen erwiesen sich die Veranderungen zwischen BET- und CON-Gruppe als nicht
signifikant (Tabelle 11).

HOMA-IR maternal ven®s

Nach BET zeigte sich ein signifikant erhéhter maternaler HOMA-IR (gesamt: BET 4,23
+ 0,45, CON 2,78 + 0,28, p=0,010M4) (Ebene 1) (Abbildung 16). Die nachfolgenden

Subgruppenanalysen ergaben keine statistisch signifikanten Unterschiede (Tabelle
11).
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Abbildung 16: HOMA-IR maternal vends
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In der Abbildung 16 (Ebene 1) ist der maternal venése HOMA-IR ( 75 )1%5 dargestellt. Die

Balken zeigen die Mittelwerte + Standardfehler, Unterteilung in Kontrollgruppe (CON) und mit Betamethason be-
handelte Gruppe (BET), Fallzahl (n), signifikante Ergebnisse markiert (*) (Signifikanzniveau p<0,05, Mann-Whitney-
U-Test (M) und ANCOVA (%)). Nach BET zeigte sich ein signifikant erhhter maternaler HOMA-IR (p=0,010M4),

Leptin maternal venos

Nach BET zeigten sich keine signifikanten Veranderungen der maternal venésen Lep-

tinspiegel (Tabelle 11).

IGF-1 maternal vends

Bei den Schwangeren mit weiblichen Nachkommen zeigten sich in der BET-Gruppe
(457,80 * 27,34 ng/ml) durchschnittlich h6here maternal vendse IGF-1-Spiegel als in
der Kontrollgruppe (382,11 + 27,99 ng/ml), wobei das Signifikanzniveau knapp verfehlt
wurde (p=0,060M4) (Ebene 3) (Tabelle 11). Erhohte maternal vendse IGF-1-Spiegel
fanden sich zudem bei den Schwangeren mit weiblichen Nachkommen und Entbin-
dung <37+0 SSW (@ <37+0 SSW: BET 459,76 + 41,78 ng/ml, CON 305,87 + 36,55
ng/ml, p=0,028MA). Die Veranderungen verfehlten jedoch in der Mehrfachtestung (Ge-
schlecht, Gestationsalter) das Signifikanzniveau (p2,3=n.s.X) und wurden daher als

Trends gewertet (Tabelle 11).

IGF-2 maternal vends

BET hatte keinen signifikanten Einfluss auf die maternalen IGF-2-Spiegel (Tabelle 11).
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IGFEBP-1 maternal vends

Nach BET zeigten sich insgesamt signifikant reduzierte maternal ventse IGFBP-1-
Spiegel (BET 119,28 + 9,29 ng/ml, CON 154,34 + 9,17 ng/ml, p=0,020MA (Ebene 1))
(Abbildung 17, Tabelle 11). Gleichartige Veranderungen ergaben sich in der Subgrup-
penanalyse in der Friihgeborenengruppe und bei den Schwangeren mit weiblichem
Nachkommen (<37+0 SSW: BET 113,07 = 10,61 ng/ml, CON 171,96 + 19,61 ng/ml,
p=0,029MA) (Ebene 2), 2: BET 110,30 + 12,21 ng/ml, CON 153,48 + 13,30 ng/ml,
p=0,035MA) (Ebene 3). Jedoch verfehlten die Veranderungen der Ebenen 2 und 3 in
den Mehrfachtestungen das Signifikanzniveau (Ebene 2: p2=0,152KMHAH " Ebhene 3:
p3=0,140XMH) und wurden als Trends gewertet (Tabelle 11).

Abbildung 17: IGFBP-1 maternal vends
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In der Abbildung 17 (Ebene 1) sind die maternal venésen IGFBP-1-Spiegel dargestellt. Die Balken zeigen die Mit-
telwerte + Standardfehler in ng/ml, Unterteilung in Kontrollgruppe (CON) und mit Betamethason behandelte Gruppe
(BET), Fallzahl (n), signifikante Ergebnisse markiert (*) (Signifikanzniveau p<0,05, Mann-Whitney-U-Test (M) und
ANCOVA (%). Nach BET zeigten sich signifikant reduzierte maternal ventse IGFBP-1-Spiegel (p=0,020M4).

IGFBP-3 maternal venos

Die miutterlichen IGFBP-3- Spiegel der BET- und CON-Gruppe unterschieden sich

nicht signifikant voneinander (Tabelle 11).
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Tabelle 11: Maternale Glukosehomdoostase

Maternale Glukose- Gesamt Madchen Knaben
homoostase Kontroll-Gruppe ~ n=  BET-Gruppe n= pWert P-W.2 Kontroll-Gruppe n=  BET-Gruppe n= pWert Pp-W.z2 p-W.3 Kontroll-Gruppe n=  BET-Gruppe n= p-Wert p-W.2 p-W.3
Glukose Gesamt: 411017  (92) 464+017  (81) |0,223%A 421+028  (40) 494+024  (37) | 0,039MA 0,136% 404+021  (52) 439+024  (44) |0,2697 0,612%
maternal ve-| <37SSW: 466+038  (22) 473+023  (43) |0,556M |1,000¢ 571+0,97  (6) 484+035  (16) | 0,825 |nsf |nsK 427+036  (16) 466+031  (27) | 04207 [ns.° |nsX
nos [mmolll]| >375sw:| 394+018  (70) 454+026  (38) |0,058" |0,232¢ 395+026  (34) 502+0,33  (21) |0,033% [nsX |nsk 394+026  (36) 396+0,37  (17) |0,9647 [ns® |nsK

Gesamt: 14,16 £1,02  (88) 19,74+ 1,87  (78) |0,156M 14,49 £1,44  (40) 17,07+2,18  (34) |0,737 n.s.f 13,88+1,45  (48) 21,81+£283  (44) |0,138M n.s.
insulin ° 11,37 (9,19-14,65) 12,44 (8,68-26,36) 11,20 (9,58-16,10) 11,74 (8,68-20,11) 11,44 (8,92-14,32) 12,44 (8,72-31,34)
maternal ve-| <37SSW:| 12,67+0,94 (22 18,34 +2,17  (43) |0,719M |nsX 12,98+260  (6) 16,89+3,31  (16) | 0941 [nsX |nsX 12,55+0,93  (16) 19,20+2,88  (27) | 0,706 |Nn.s.X | n.sX
nos [uIU/mi] ° 11,61 (9,99-14,27) 10,87 (8,39-25,80) 10,88 (9,32-17,62) 10,67 (8,76-20,75) 11,83(10,22-14,17) 12,56 (8,39-28,38)

>37SSW:| 14,66+1,32  (66) 21,46+320 (35) |0,072 [nsf 1476 +1,64  (34) 17,22+2,96  (18) |0,631™ |nsX [nsX 1455+213  (32) 2595+570  (17) |0,059™ |n.sf | n.sX

° 11,23 (8,90-14,82) 12,61 (9,67-30,92) 11,20 (9,66-15,60) 12,77 (8,68-19,92) 11,27 (8,56-14,43) 12,32(11,43-37,19)

HOMA- Gesamt: 278+028  (88) 423+045  (78) |0,010MA 297+044  (40) 383+0,51  (34) |0,074™ n.s.X 2,61+035  (48) 454+069  (44) |0,008™ n.s.f
IR maternal | <37SSW: 278+041  (22) 406+055  (43) |0,382™ |nsX 374+126  (6) 382+0,83  (16) |0,883" |nsf |nsK 242+030  (16) 420+0,74  (27) |0,393" [n.sf |nsK
venos 237SSW: 2,78+0,34  (66) 444+074  (35) |0,115MA |ns.k 2,84+047  (34) 384+064  (18) 0,059 |nsf [nsX 271+051  (32) 508+136  (17) [0,179" [nsX [nsX
Leptin Gesamt: 16,36 1,15  (89) 19,11+ 1,42  (76) |0,117 17,24+1,76  (39) 19,13+2,21  (35) |0,534M n.s.X 1568+153  (50) 19,10 +1,86  (41) |0,144M n.s.X
maternal ve-| <37SSW:| 1555+2,24  (22) 19,05+2,00 (42) |0,344M [n.sX 924+149  (6) 1594+2,80 (16) |0,185M |n.sX |nsX 17,91+2,83  (16) 20,97 +2,70  (26) | 0,569 |n.sX | n.s.X
nés(ng/mll | >375sw:| 1663:1,35 (67) 19,18 +2,03  (34) |0,203¥ |nsX 1869+1,96  (33) 21,81+£325 (19) |0,464 [nsf |nskK 1463+1,81  (34) 1585+1,82  (15) |0,374™ [nsK [nsXk
IGE-1 Gesamt: | 420,09 +20,56 (92) 44283 +19,43 (80) |0,171 382,11 27,99 (40) 457,80+ 27,34 (37) |0,060"* n.s. 449,30 +28,90 (52) 429,94 +27,59 (43) |0,823" n.s.X
maternal ve-| <37SSW:| 42523 +46,00 (22)  42568+27,38 (42) |0,724M |n.skf 305,87 +36,55  (6) 459,76 +41,78 (16) |0,0284 |nsX |nsX 469,99 58,45 (16)  404,71+36,00 (26) |0,393" [n.sX |nsk
nos[ng/mll | >375sw:| 41848+23,03 (70) 461,78+27,58 (38) |0,101 |n.sX 39557 £+31,89 (34)  456,31+37,06 (21) |0093" [nsX |nsX 440,11+33,16 (36)  46853+4249 (17) |0,341M [nsX |nsKk
IGE-2 Gesamt: | 1092,09+24,64 (92)  1068,90 +28,16 (81) |0,523M 1083,17 +41,38 (40)  1052,43+36,71 (37) |0,951M n.s.X 1098,96 + 30,12 (52)  1082,75+41,93 (44) |0,749" n.s.X
maternal ve-| <37SSW:| 1036,83 +47,45 (22)  1047,58 +38,73 (43) |0,923% [n.s.f 925,11+ 63,87 (6) 1025,79 + 54,10 (16) | 0,302 [n.s. [nsKX 1078,73 +58,27 (16)  1060,50+53,29 (27) |0,826" [n.s.® [nsX
n6s [ng/mll | >375sw:| 1109,46+28,61 (70)  1093,02 + 41,23 (38) |0,699™ |n.sX 1111,06 + 4598 (34)  1072,73+50,53 (21) |0,808" |n.sX [nsX 1107,95 + 3542 (36)  1118,08+69,09 (17) |0,885" [n.s.® [nsX
|GEBP-1 Gesamt: 154,34 +9,17  (89) 119,28 +9,29  (81) |0,020MA 153,48 £ 13,30  (39) 110,30 + 12,21  (37) |0,035MA 0,140% 155,00 + 12,72 (50) 126,83+ 13,70 (44) |0,084M 0,252¢
maternal ve-| <37SSW:| 171,96 +19,61 (20) 113,07+10,61 (43) |0,029va [0,152° | 197.80+44,20 (5) 116,71+19,59 (16) |0,136M~ |0,128° | 0,128 | 16335+2210 (15) 110,92 12,56 (27) | 0,054™ [n.s. |0,162¢
nos [ng/mil | >375sw:| 149,23+10,37 (69) 126,31 +15,83 (38) |0,062¥ |0,186% | 146,97 +13,74 (34) 105,41 +15,84 (21) |0,145MA |0,128¢ |n.sX 151,42 + 15,67 (35) 152,12 + 28,85 (17) |0,807" |n.sX |n.sX
|GEBP-3 Gesamt: | 6956,53 + 157,06 (92) 6342,11+ 165,81 (80) |0,100™ 6773,63 +270,06 (40) 6181,57 +233,79 (36) |0,105" 0,315° | 7097,22 + 184,60 (52) 647346 + 233,55 (44) |0,152TA 0,144°
maternal ve-| <37SSW: | 6879,44 + 34421 (22) 6182,85+233,36 (42) |0,092" |0.368° | §242,55+584,07 (6)  621585+361,09 (15) |0,969" |ns® |ns. 7118,27 £ 414,11 (16) 6164,51%307,48 (27) |0,0697 [Nn.s.° |ns.©
nos [ng/mil | >375sw:| 6980,75+ 177,17 (70) 6518,13+ 235,14 (38) |0,1227 |0.368° | 6867,34+300,85 (34) 6157,08+314,17 (21) |0,1257 |nsC |ns® | 7087.86+197,62 (36) 6964,14 +333,00 (17) |0,738" [n.s® [ns©

Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler, sowie Median und Interquartilsabstand °, Fallzahlen (n) in Klammern, Mann-Whitney-U-Test (M), T-Test (T), ANCOVA (#), Kruskal -Wallis Test (), One-way ANOVA
(©). Das Signifikanzniveau wurde fiir p<0,05 definiert (signifikante Ergebnisse hervorgehoben), p-Wert 2 (p-W.2) Gestationsalter, p-Wert 3 (p-W.3) Geschlecht, HOMA-IR nach Matthews et al. 1985.125
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3.3 Einfluss von Betamethason auf den transplazentaren Glukosetransfer

Abbildung 18: Ubersicht der Parameter und Berechnungen des Glukosetransfers

Materno-fetale Glukosedifferenz 2 (Ratio 2)
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Plazentarer Glukosetransporter 1 (GLUT1)

Mittels Immunhistochemie konnte sowohl bei peripher als auch zentral entnommenen
Plazentagewebeproben das Vorhandensein von GLUT1 qualitativ nachgewiesen wer-
den (Abbildung 19A). Insgesamt zeigte sich die gro3te GLUT1-Immunoreaktivitat in
der apikalen (mikrovillaren, MVM) Plasmamembran des Synzytiotrophoblasten.
GLUT1 konnte zudem in der basalen Plasmamembran (BM) des Synzytiotrophoblas-
ten detektiert werden. Dariiber hinaus sahen wir eine deutliche spezifische GLUT1-
Farbung am GefalRendothel. Vereinzelt zeigte sich eine leichte Farbung von Stroma-
zellen. Kontrollschnitte, die einzig mit PBS ohne Beinhaltung des primaren Antikorpers
behandelt wurden, wiesen keine Farbung auf (Abbildung 19A, links unten). Der quan-
titative Nachweis erfolgte mittels Western Blot (Abbildung 19B). Hier zeigte sich eine
spezifische Doppelbande bei ~ 50 kDa.'’° Ein einmaliger Zyklus BET hatte keinen sig-
nifikanten Einfluss auf den Proteingehalt des plazentaren Glukosetransporter 1

(GLUT1) im Plazentagewebe (peripher, zentral, gesamt) (Abbildung 19 C, Tabelle 12).
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Abbildung 19: GLUT1 im plazentaren Gewebe
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In den Abbildungen 19A-C dargestellte Immunhistochemie (Abbildung 19A) und Western Blot (Abbildung 19B,C)
von GLUT1 an humanem plazentaren Gewebe. 19A) Immunhistochemische Farbung von Synzytiotrophoblasten
(apikal und basal), sowie GefalRendothel (GLUT1, CBL 242, Firma Millipore, 1:50). Im Bild integrierte Negativkon-
trolle. 19B) Western Blot GLUT1 (1:700), plazentares Gewebe (P-peripher, Z-zentral), Betamethason (BET), Kon-
trolle (CON), interne Kontrolle (IC). 19C) zeigt die GLUT1-Proteinlevel im WB. Die Balken zeigen die Mittelwerte £
Standardfehler, Unterteilung in Kontrollgruppe (CON) und mit Betamethason behandelte Gruppe (BET), Fallzahl
(n). Nach BET zeigten sich keine signifikanten Veranderungen der GLUT1-Proteinlevel.
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Plazentarer Glukosetransporter 3 (GLUT3)

Der qualitative Nachweis von GLUT3 im peripheren und zentralen Plazentagewebe
erfolgte mittels Immunhistochemie (Abbildung 20A). Hier gelang der Nachweis haupt-
sachlich im Synzytiotrophoblasten und GefalRendothel. Kontrollschnitte, die einzig mit
PBS ohne Beinhaltung des primaren Antikorpers behandelt wurden, wiesen keine Far-
bung auf (Abbildung 20A, links unten). Eine Quantifizierung der Proteinlevel erfolgte
im Western Blot (Abbildung 20B). Hier zeigte sich ein spezifisches Bandenmuster bei
~ 55 kDa.'’* Nach BET zeigten sich im peripheren Plazentagewebe niedrigere GLUT3-
Proteinlevel, die Veranderungen verfehlten jedoch das Signifikanzniveau (p=0,066M)
(Ebene 1) (Tabelle 12). Es ergaben sich keine signifikanten Veranderungen von
GLUT3 im zentralen und Gesamt-GLUT3-Plazentagewebe nach BET (Tabelle 12).

Abbildung 20: GLUT3 im plazentaren Gewebe
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In den Abbildungen 20A-C dargestellte Immunhistochemie (Abbildung 20A) und Western Blot (Abbildung 20B)
von GLUT3 an humanem plazentaren Gewebe. 20A) Immunhistochemische Farbung von Synzytiotrophoblasten,
sowie GeféaRendothel (GLUT3, ab53095, Firma Abcam, 1:25). Im Bild integrierte Negativkontrolle. 20B) Western
Blot GLUT3 (1:700), plazentares Gewebe (P-peripher, Z-zentral), Betamethason (BET), Kontrolle (CON), interne
Kontrolle (IC). 20C) zeigt die GLUT3-Proteinlevel im WB. Die Balken zeigen die Mittelwerte + Standardfehler, Un-
terteilung in Kontrollgruppe (CON) und mit Betamethason behandelte Gruppe (BET), Fallzahl (n). Nach BET zeig-
ten sich keine signifikanten Verdnderungen der GLUT3-Proteinlevel.

Materno-fetale Glukosedifferenz 1, Ratio 1

Die materno-fetale Glukosedifferenz 1 (Glukose maternal vends — Glukose fetal umbi-
likal arteriell) war nach BET nicht signifikant verandert (p=0,156"). Auch zeigten sich
keine signifikanten Veranderungen im Verhaltnis der beiden Parameter (Glukose ma-
ternal vends / Glukose fetal umbilikal arteriell, Ratio 1) (p=0,108M) (Ebene 1) (Tabelle
12).

Materno-fetale Glukosedifferenz 2, Ratio 2

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der materno-fetalen Glukosediffe-
renz 2 (Glukose maternal venos — Glukose fetal umbilikal vends) (p=0,167T) und des
Verhéltnisses von maternal venoser zu fetal umbilikal vendser Glukosespiegel (Ratio
2) (p=0,091M) (Ebene 1) (Tabelle 12).

Fetaler Glukoseverbrauch, Ratio 3

BET hatte keine signifikanten Auswirkungen auf den fetalen Glukoseverbrauch (Glu-
kose fetal umbilikal vents — Glukose fetal umbilikal arteriell) (p=0,623™) und auf das
Verhaltnis der fetal umbilikal ventsen zu arteriellen Glukosespiegel (Ratio 3)
(p=0,750M) (Ebene 1) (Tabelle 12).
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Tabelle 12: Plazentare Glukosetransporter und Glukosetransfer

Plazentare Glukosetrans-

Gesamt

Madchen

Knaben

porter und Glukosetransfer “gontroll-Gruppe n= BET-Gruppe n= p-Wert p-W.2 Kontroll-Gruppe n= BET-Gruppe n= p-Wert p-W.2 p-W.3 Kontroll-Gruppe n= BET-Gruppe n= p-Wert p-W.2 p-W.3
Gesamt: | 0,91+0,04 (85) 0,90+0,05 (81)]0,795M 0,86+0,06 (38) 0,93+0,06 (37)]0,362" nsX | 095+0,06 (47) 0,88+0,07 (44)|0,270M n.s.X
GLUT1 peripher | <37SSW:| 0,97 +0,11 (21) 0,87 +0,06 (44)[0,492™ [n.sX | 091+0,19 (6) 0,95+0,07 (18)|0,594" |n.sX |nsX | 0,99+0,13 (15) 0,81+0,09 (26)[0,213" [n.sX |n.sX
237SSW: | 0,89+0,04 (64) 0,94+0,07 (37)|0,767" |n.sX | 0,84+0,06 (32) 090+0,10 (19)|0,907™ |n.sX |nsX | 094+0,06 (32) 098+0,09 (18)/0,840™ |n.sK |nsk
Gesamt: | 0,96 +0,04 (84) 0,95+0,04 (81)]0,708" 1,01+0,05 (40) 0,97 +0,06 (39)|0,530 nsX | 092+005 (44) 0,93+0,06 (42)|1,000M n.s.X
GLUT1 zentral <37SSW:| 0,96+0,10 (21) 0,91+0,05 (44)|0,790 [ns. | 0,89+0,17 (6) 0,93+0,08 (19)[0,656" |nsX |nsX | 098+0,12 (15) 0,89+0,07 (25)|0567" |n.sX |nsX
>37SSW: | 0,97 +0,04 (63) 0,99+0,07 (37)|0,935™ [n.sX | 1,03+0,06 (34) 1,00+0,10 (20)|0,554" |n.sX |nsX | 0,80+0,05 (29) 0,99+0,09 (17)[0,502" |n.s.X |n.s.kf
Gesamt: | 0,92+0,03 (80) 0,93+0,04 (79)|0,945 0,91+0,04 (38) 0,95+0,06 (37)|0,767" nsX | 093+005 (42) 0,91+0,05 (42)|0,775M n.s.X
GLUT1 gesamt <37SSW:| 0,97 £0,09 (20) 0,90+0,05 (43)|0,679" |n.s | 0,90+0,17 (6) 0,96+0,07 (18)|0,505™ |n.s.X |nsX | 1,00+0,11 (14) 0,86+0,07 (25)[0,334" [n.sX |nskX
>37SSW: | 0,90 +0,03 (60) 0,97 +0,06 (36)|0,700 [n.s.X | 0,91+0,04 (32) 0,95+0,09 (19)|0,740M |n.sf |nsX | 090+0,05 (28) 0,99+0,08 (17)/0,386™ |n.sX |nsk
Gesamt: | 1,80+0,20 (90) 1,28 +0,14 (85)|0,066M 156+ 0,26 (40) 1,22+0,22 (40)|0,376M nsX | 2004029 (50) 1,33+0,19 (45)|0,114™ n.s.X
GLUT3 peripher | <37SSW:| 1,70+0,39 (22) 1,37+0,22 (46)|0,487" [nsX | 1,39+0,48 (6) 1,22+0,36 (19)|0,373" |n.sX |nsX | 1,82+0,51 (16) 1,48+0,28 (27)[0,763" [n.sX |nsX
>37SSW:| 1,83+0,23 (68) 1,16+0,16 (39)|0,089" |n.sX | 159+0,30 (34) 1,22+0,26 (21)|0,652" |n.s.X |nsX | 2,08+0,36 (34) 1,10+0,20 (18)[0,071 [n.sX |n.skX
Gesamt: | 1,10+0,08 (90) 1,17+0,12 (82)|0,683" 1,07+0,14 (40) 1,17+0,18 (39)|0,724 nsX | 1,13+0,10 (50) 1,17+0,17 (43)|0,464" n.s.k
GLUT3 zentral <37SSW:| 0,85+0,11 (21) 1,16+0,16 (44)|0,256™ [n.sX | 0,84+0,18 (6) 1,29+0,36 (18)[0,689™ |n.sX |nsX | 0,86+0,13 (15) 1,07+0,12 (26)|0,267™ |n.sX |nsX
>37SSW:| 1,18+0,10 (69) 1,18 +0,19 (38)|0,345 [n.s. | 111+0,16 (34) 1,07+0,14 (21)[0,755™ |n.sX |nsX | 125+0,13 (35) 1,32+0,39 (17)|0,121™ |n.sX |nsX
Gesamt: | 1,41+0,12 (88) 1,20+0,10 (82)|0,171™ 1,31+0,17 (40) 1,12+0,14 (39)|0,518" nsX | 1,50+0,16 (48) 1,27 +0,14 (43)|0,259™ n.s.X
GLUT3 gesamt <37SSW:| 1,29+0,22 (21) 1,21+0,14 (44)|0,614" |nsf | 1,12+0,32 (6) 1,09+0,24 (18)|0,549™ |n.s. |nsX | 1,36+0,28 (15) 1,30+0,18 (26)[0,871 [n.sX |nsX
>37SSW:| 1,45+0,14 (67) 1,18+0,14 (38)|0,205™ [n.sX | 135+0,19 (34) 1,14+0,17 (21)|0,822" |nsX |nsX | 156+0,19 (33) 1,24+0,23 (17)|0,193% |n.sX |nsX
Materno-fetale Gesamt: | 0,03+0,18 (87) 0,42+0,21 (74)|0,156" 0,16+0,30 (37) 0,52+0,28 (35)|0,316" nsX |-006+022 (50) 0,33+0,30 (39)]0,2927 n.s.X
Glukosedifferenz | <37SSW:| 0,16 +0,36 (21) 0,52+0,30 (41)[0,477" [ns° | 1,06+0,49 (6) 0,27+0,55 (15)|0,533" |n.s |nsX |.0,20+£045 (15) 0,66+0,36 (26)[0,147" [n.s.° |nsX
1 [mmolf] (mv-fa) | >37SSW: | -0,01+0,20 (66) 0,30+0,28 (33)[0,384" [n.s® | -02+0,34 (31) 0,72+0,28 (20)|0,171" |n.sX |nsX | 0,00+0,25 (35) -0,34+0,54 (13)|0,511" [n.s° |nskX
Gesamt: | 1,04+0,04 (87) 1,15+0,05 (74)|0,108" 1,08+0,07 (37) 1,16+0,06 (35)]0,3837 nsX | 1,02+0,05 (50) 1,14+0,08 (39)]0,271™ n.s.f
Ratio 1 (mvi/fa) <37SSW:| 1,07+0,08 (21) 1,20+0,08 (41)|0,274™ |nsX | 1,20+0,08 (6) 1,14+0,11 (15)|0,731" |n.sf |nsX | 101+0,10 (15) 1,23+0,10 (26)|0,176™ |n.sX |n.s.kf
>37SSW:| 1,03+0,05 (66) 1,09+0,06 (33)|0,445™ [n.sX | 105+0,08 (31) 1,17+0,06 (20)(0,2647 |nsX |nsX | 102+0,07 (35 097+0,12 (13)/0,539" |n.sX |nsX
Materno-fetale Gesamt: | -0,71+0,18 (84) -0,34+0,21 (73)|0,167" -0,59+0,30 (37) -0,14+0,24 (35)|0,255 ns.® |-0,82+0,22 (47) -0,52+0,33 (38)]0,437" n.s.°
Glukosedifferenz 2| <37SSW: | -0,65 + 0,38 (21) -0,01+0,28 (38)[0,175" [n.s.° | 0,42+0,558 (6) -0,21+0,37 (15)|0,414" |n.sX |nsX |.107+044 (15) 0,12+0,39 (23)|0,158%* [n.sX |n.skX
[mmol/l] (mv-fv) >37SSW: | -0,74 +0,21 (63) -0,69+0,30 (35)|0,900" [n.s.° |.0,78+0,33 (31) -0,09+0,33 (20)[0,280 |n.sX |nsX |.069+026 (32) -1,50+0,49 (15)|0,160™ |n.sX |n.sX
Gesamt: | 0,87+0,04 (84) 0,97 +0,04 (73)]0,091 0,90+0,06 (37) 0,99+0,05 (35)|0,2457 nsX | 084+004 (47) 0,95+0,07 (38)|0,289" n.s.X
Ratio 2 (mv/fv) <37SSW:| 0,89+0,06 (21) 1,04+0,07 (38)|0,137" |n.sX | 106+0,10 (6) 0,97+0,07 (15)|0,5127 |n.s.° |nsX | 0,82+0,07 (15) 1,09+0,10 (23)[0,181 [n.sX |n.skX
>37SSW:| 0,86+0,04 (63) 0,89+0,05 (35)|0,606" |n.s | 0,87+0,07 (31) 1,00+0,06 (20)|0,1647 |ns.° [nsX | 0,85+0,06 (32) 0,75+0,08 (15)[0,315 [n.sX |n.skX
Fetaler Glukose- | Gesamt: | 0,73+0,05 (83) 0,71+0,09 (74)|0,623% 0,68 +0,07 (36) 0,63+0,13 (37)|0,627" nsX | 0,76+0,07 (47) 0,79+0,11 (37)|0,649" n.s.X
verbrauch [mmol/l]| <37SSW:| 0,81+0,10 (21) 0,52+0,12 (40)|0,298" |n.sX | 0,64+0,14 (6) 0,42+025 (17)/0,599" |n.sX |nsX | 088+0,12 (15) 059+0,11 (23)|0,156™ |n.s.X |n.sX
(fv-fa) 237SSW:| 0,70+0,06 (62) 0,93+0,11 (34)|0,102" [n.sX | 0,69+0,08 (30) 0,81+0,12 (20)|0,559™ |n.sf |nsX | 071+0,08 (32) 1,11+0,19 (14)|0,208"* |n.s.X |n.s.kf
Gesamt: | 1,20+0,02 (83) 1,18 +0,02 (74)|0,750 1,17+0,02 (36) 1,16+0,03 (37)|0,778% nsX | 1,21+0,02 (47) 1,19+0,03 (37)|0,939™ n.s.X
Ratio 3 (fv/fa) <37SSW:| 1,21£0,04 (21) 1,14+0,03 (40)|0,590" |n.sf | 1,15+0,03 (6) 1,13+0,05 (17)|0,834" |n.s. |nsX | 123+0,05 (15) 1,15+0,03 (23)|0,464" [n.sX |nskX
237SSW:| 1,19+0,02 (62) 1,22+0,03 (34)|0,643" |n.s. | 1,18+0,02 (30) 1,19+0,03 (20)|0,851" |n.sX |nsX | 120+0,02 (32) 1,26+0,05 (14)/0,252% [n.sX |n.sX

Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler, Fallzahlen (n) in Klammern, Mann-Whitney-U-Test (M), T-Test (T), ANCOVA (#), Kruskal -Wallis Test (¥), One-way ANOVA (°).
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Das Signifikanzniveau
wurde fir p<0,05 definiert (signifikante Ergebnisse hervorgehoben), p-Wert 2 (p-W.2) Gestationsalter, p-Wert 3 (p-W.3) Geschlecht, Glukose maternal vends (mv), Glukose fetal umbilikal vends (fv),
Glukose fetal umbilikal arteriell (fa).



3.4 Einfluss von Betamethason auf die fetale Glukosehomdostase

Abbildung 21: Glukosehomdgostase - Fetales Kompartiment
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Glukose fetal umbilikal vends und arteriell

Nach BET traten bei den Reifgeborenen signifikant hthere umbilikal venése Glukose-
spiegel auf (=37+0 SSW: BET 5,32 £ 0,19 mmol/l, CON 4,56 + 0,10 mmol/l,
p=0,009MA). Die Veranderungen blieben auch in der Mehrfachtestung hinsichtlich Ge-
stationsalter signifikant (p2=0,036XMHAH) (Ebene 2) (Abbildung 22, Tabelle 13). Sowohl
bei den weiblichen als auch mannlichen Reifgeborenen zeichneten sich héhere umbi-
likal vendse Glukosespiegel in der BET-Gruppe ab, wobei das Signifikanzniveau je-
doch verfehlt wurde (@ 237+0 SSW: p=0,059T, p2=n.s.°, p3=0,201K, & 237+0 SSW:
p=0,052MA, p2=0,206K, p3=0,208X (Ebene 4)) (Tabelle 13). Die Veranderungen wur-

den als Trend gewertet.

Es zeigte sich nach BET im Gesamtkollektiv, sowie in den Reifgeborenengruppen eine
Tendenz zu erhohten umbilikal arteriellen Glukosespiegeln, die Verdnderungen er-
reichten jedoch keine statistische Signifikanz (p=0,060M) (Ebene 1) (Tabelle 13).
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Abbildung 22: Glukose fetal umbilikal vends
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In der Abbildung 22 (Ebene 2) sind die fetal umbilikal vendsen Glukosespiegel dargestellt. Die Balken zeigen die
Mittelwerte + Standardfehler in mmol/l, Unterteilung in Kontrollgruppe (CON) und mit Betamethason behandelte
Gruppe (BET), Fallzahl (n), signifikante Ergebnisse markiert (*) (Signifikanzniveau p<0,05, Kruskal -Wallis Test (¥),
Mann-Whitney-U-Test (M), Holm-Bonferroni-Prozedur (%), ANCOVA (%)). Nach BET zeigten sich signifikant erhohte
fetal umbilikal vendse Glukosespiegel bei Reifgeborenen (p=0,036KMHAH),

Insulin fetal umbilikal vends und arteriell

Die fetal umbilikal vendsen und arteriellen Insulinwerte wiesen eine hohe Spannweite
auf (venos: 3,11-37,48 ulU/ml, arteriell: 3,67-27,11 plU/ml). Die Unterschiede zwi-
schen der BET- und CON-Gruppe erreichten keine statistische Signifikanz (Tabelle
13).

Nebenbefundlich zeigten sich geschlechtsspezifische Unterschiede. Insgesamt lagen
die umbilikalen Insulinspiegel bei den Madchen hoher als bei den Knaben und nach
BET tendierten die Madchen zu héheren Insulinwerten, hingegen die Knaben zu nied-
rigeren. Die Mehrfachtestung hinsichtlich des Geschlechts ergab hier einen signifikan-
ten Unterschied zwischen Madchen und Knaben der BET-Gruppe nicht jedoch der
CON-Gruppe (Abbildung 23, Tabelle 13).
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Abbildung 23: Insulin fetal umbilikal vends und arteriell
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In den Abbildungen 23A,B (Ebene 3,4) sind die fetal umbilikal venésen (23A) und arteriellen (23B) Insulin-Spiegel
dargestellt. Die Balken zeigen die Mittelwerte + Standardfehler in plU/ml, Unterteilung in Kontrollgruppe (CON) und
mit Betamethason behandelte Gruppe (BET), Fallzahl (n), signifikante Ergebnisse markiert (*) (Signifikanzniveau
p<0,05, Kruskal -Wallis Test (¥), Mann-Whitney-U-Test (M), Holm-Bonferroni-Prozedur (), ANCOVA (). Nach BET
zeigten sich keine signifikanten Veranderungen zwischen BET- und Kontrollgruppen. In den BET-Gruppen wiesen
Madchen verglichen mit Knaben signifikant hthere Insulinspiegel auf (23A: p=0,004KMHAH "23B: p=0,016XMHAH),

HOMA-Index fetal umbilikal vends und arteriell

Bei weiblichen Neugeborenen zeigte sich nach BET initial ein signifikant erhéhter um-
bilikal venéser HOMA-IR (9: BET 3,08 + 0,42, CON 1,91 + 0,26, p=0,032MA), wobei
das Signifikanzniveau in der Mehrfachtestung hinsichtlich des Geschlechts verfehlt
wurde (p3=0,066) (Ebene 3) (Abbildung 24A). Die Veranderungen wurden als Trend
gewertet. Ahnliches zeigte sich beim arteriellen HOMA-IR (Abbildung 24C). Mannliche
Neugeborene zeigten keine signifikanten Veranderungen des fetal umbilikal vendsen
HOMA-Index nach BET. Nebenbefundlich ergaben sich signifikante Unterschiede des
umbilikal vendsen und arteriellen HOMA-IR zwischen Madchen und Knaben nach
BET, nicht jedoch zwischen den CON-Gruppen (Abbildungen 24A-C, Tabelle 13).
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Abbildung 24: HOMA-IR fetal umbilikal vends und arteriell
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In den Abbildungen 24A-C (Ebene 3,4) ist

der fetal umbilikal vendse (24A-B) und arte-
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T T T (24A: p3=0,004KMHAH - 24B: p3=0,004KMHAH,
24C: p3=0,016KMHAH)

HOMA-Index fetal umbilikal arteriell £ SE

n= 16 19 26 17
Madchen Knaben

IGF-1 und IGE-2 fetal umbilikal vends

Die Behandlung mit BET hatte keinen signifikanten Einfluss auf die fetal umbilikal ve-
nosen IGF-1- und IGF-2-Spiegel (Tabelle 13). In der Mehrfachtestung hinsichtlich Ge-
stationsalter zeigten sich nebenbefundlich in den BET-Gruppen signifikant hthere fe-
tale IGF-1-Spiegel bei den Reifgeborenen (<37+0 SSW: BET 65,16 = 8,38 ng/ml,
CON 62,90 £ 5,68 ng/ml, 237+0 SSW: BET 93,95 + 7,86 ng/ml, CON 97,01 + 6,50
ng/ml, p2=0,024KMHA) (Ebene 2) (Tabelle 13).
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Tabelle 13: Fetale Glukosehomdostase

Fetale Glukose- Gesamt Madchen Knaben
homoostase Kontroll-Gruppe n= BET-Gruppe n= p-Wert P-W.2 Kontroll-Gruppe n= BET-Gruppe n= p-Wert P-W.2 p-W.3 Kontroll-Gruppe n= BET-Gruppe  n= p-Wert p-W.2 p-W3
Glukose fetal | Gesamt: 4,75+0,11 (84) 504%0,12  (78)|0,077™ 4,81+0,17 (37) 512+0,15 (38) | 0,1627 n.s.f 471+014  (57) 497+020  (40)|0,340M n.s.X
umbilikal ve- | <37SSW: 5,32 +0,25 (21) 4,80+0,16 (42) | 0,202 | 0,102¢ 5,28 + 0,55 (6) 5,01+ 0,22 (18) | 0,5827 [n.s.° |nsX 5,33+0,28 (15) 4,65+0,21 (24) | 0,076MA | 0,072¢ | n.s.f
nds [mmol/l] | >375sw:| 4,56 +0,10 (63) 532+0,19  (36) | 0,000%A| 0,036K 4,72 +0,17 (31) 5,23+0,21 (20) | 0,0597 [n.s© |0201% | 442+013 (32) 544035  (16)|0,052MA |0,208¢ |0,208¢
Glukose fetal | ©esamt: 406+011  (87) 431012  (79) |0,060" 4,10+0,16 (37) 4,49 +0,17 (38) | 0.084" n.s.X 403+0,15  (50) 4,14+015  (41)|0,409™ n.s.t
umbilikal arte- | <37SSW:| 4,510,227  (21)  4,25%0,16  (45)|0,409" | 0,818" 4,64 +0,54 (6) 4,57 +0,30 (18) | 0.841" |nsk  |n.sX 446+032 (15) 4,03%018 (27)]0,194M |nsK |nsK
riellmmol] | >37ssw:|  392+011  (66) 4,39+0,16  (34) | 0,239¥4| 0,681 3,99+ 0,15 (31) 4,42%0,19 (20) [ 0.109" | n.sX | n.sX 385:0,15 (35) 434%028  (14)|0075 |ns* [nsf

Gesamt: 9,36 £ 0,87 (44) 10,40+1,13  (45)| 0,780 8,97 0,81 (18) 13,62 + 1,73 (20) | 0,094MA 0,057% 964+1,37 (26) 7,83+1,30  (25)|0,194 0,388"
Insulin fetal ° 7,62 (6,27-10,48) 7,58 (5,64-12,05) 8,68 (6,42-10,57) 12,55 (7,69-15,32) b:0,004| 7,43 (5,60-10,11) 6,02 (5,47-7,90) b:0,004
umbilikal <37SSW: 10,02 + 1,95 (14) 11,32+175 (27)]0,912" | n.sX 12,30 + 1,61 (4) 17,99 + 3,52 (8) | 0,234M | 0,234% | 0,468 9,11 +2,65 (10)  851+1,67 (19) | 1,000M |n.sX | 1,000¢
vends [WIU/ml] ° 8,98 (6,37-10,57) 7,90 (5,57-12,05) 10,91 (10,44-14,16) 15,32 (11,55-23,93) 7,07 (4,43-9,78) 6,35 (5,47-8,80)

237SSW: 9,06 = 0,92 (30)  9,03+099  (18) |0,774% |n.sX 8,01+0,78 (14) 10,71 1,19 (12) | 0,068™ 0,192 | 0,204 | 997+157  (16) 567+068  (6) |0,077™ [nsK  [0,204%

° 7,33 (6,20-10,39) 7,49 (6,02-13,04) 7,22 (6,33-9,48) 11,18 (7,33-13,36) 7,43 (5,90-12,40) 5,89 (3,94-7,23)

Gesamt: 9,09 + 0,69 (42) 10,30+1,01  (38) | 0,488 9,40 + 0,96 (16) 12,65 + 1,41 (20) | 0,072 0216% | 890+0,96  (26) 7,68+1,19  (18) 0,438 0,786"
Insulin fetal ° 7,76 (5,99-10,71) 8,29 (6,61-11,71) 8,96 (6,58-10,73) 10,95 (8,82-14,38) b:0,016| 6,73 (5,99-10,56) 6,83 (5,24-7,63) b:0,016
:L”,f,'.';'ff‘ I <37SSW:| 1044:159  (13) 1033:153  (21) [0818" NS 14,87 + 2,87 ® 13,67+2,78 (8 |0,683%|ns |ns.k 912+1,72  (10) 827162  (13)|0710M |nsS |nsk
[IU/mI] ° 7,93 (6,59-12,37) 7,53 (6,61-10,08) 17,02 (9,19-18,40) 10,52 (8,63-20,46) 6,73 (6,10-10,44) 7,00 (6,39-7,53)

=37SSW: 8,48 + 0,70 (29) 10,26+1,27  (17)|0,232¥ | n.s.X 8,13+0,64 (13) 11,97 + 1,54 (12) | 0,347MA| n.s. | 0,063 8,77 +1,18 (16)  6,15+0,67 (5) |0,231M |nsX |0,462¢

° 7,61 (5,85-10,56) 9,72 (6,70-12,08) 8,64 (5,55-10,02) 11,33 (9,18-13,64) 6,65 (5,92-10,86) 5,56 (5,24-7,63)

Gesamt: 1,94 + 0,20 (40) 2,38+0,33 (41) | 0,603" 1,91+0,26 17) 3,08 +0,42 (19) | 0,032MA 0,066" 1,96 + 0,30 (23) 1,78 £ 0,47 (22) | 0,166 0,332
HOMA-Index b:0,004 b:0,004
fetal umbilikal | <37SSW: 2,33+0,49 (14) 2,66 +0,56 (23) | 0,707 [ n.s.X 2,89+0,74 @) 4,34 +0,87 () |0,257™ | 0,257 | 0,514% 2,11+0,62 (10) 1,93 + 0,65 (16) | 0,429 |n.sX  |0,514%
vends b:0,004 b:0,004

237SSW:|  1,73%0,16  (26) 2,030,223  (18)|0,242" | N8 1,61+0,21 (13) 2,35+0,29 (12) | 0,057 [0,171% |n.s.X 185025  (13) 138022  (6) [0539M [ns |nst

Gesamt: 1,69+0,18 (42) 2,14 0,29 (36) | 0,464M 1,69 0,26 (16) 2,75+0,41 (19) | 0,051™ 0,153¢ 1,69 £ 0,25 (26) 1,47 £ 0,37 (17) | 0,224M 0,448~
HOMA-Index b:0,016 b:0,016
fetal umbilikal K K K K K
arteriell <37SSW: 2,06+ 0,34 (13)  2,21+045  (19) |0,552¥ | n.s. 3,33+0,85 ®) 3,22+0,75 (7) |0,909" | 1,000° | n.s. 1,68+0,30  (10) 163%052  (12)|0,323" |ns. ns.

>37SSW: 1,53 £0,22 (29) 206+0,37  (17)| 0,209 |n.s.f 1,32+0,13 (13) 2,47 +0,48 (12) | 0,094MA| 0,068 | 0,060¢ 1,70+£0,38  (16)  1,09+0,15 (5) | 0,409 |n.sX |0,818

Gesamt: 86,15+533  (44) 77,32+6,19  (45)|0,2837 93,68 + 9,88 (18) 90,83 + 9,57 (22) | 0,8387 n.s.° 80,94+584 (26) 64,39+7,13  (23)|0,076" n.s.
IGFb-_Il_ I:e}al <37SSW:| 62,90+568  (14) 6516+8,38  (26)|0,712™ |1,000€ 71,47 £ 6,54 @) 76,50 + 19,24 (9) |0,8097 [n.sf  |nsX 59,47+7,42 (10) 59,16+7,95 (17)|0,880 |0,880% | n.s.f
vents [ig/ml] b:0,024

>37SSW:| 97,01+6,50  (30) 93,95:+7,86  (19)|0,712 | 1,000 100,02 12,15  (14) 100,75 + 8,95 (13) | 0,9637 |n.s. | nsX 9437+636 (16) 79,22+1501 (6) |0,417™ |0,834¢ |n.sX

b:0,024

|GF-2 fetal Gesamt: | 413,49+1563 (44) 382,08+14,33 (46)|0,1417 391,57 +24,58  (18)  397,71£2207  (22)|0,8547 n.s.f 428,67 +20,10 (26) 367,75+18,54 (24) |0,231M* n.s.
umbilikal <37SSW:| 382,75+20,38 (14) 373,45:18,04 (27)|0,7517 |ns.° 377,60 5355  (4)  402,73+3817  (9) |0,717" [ns® |nsX | 3848142135 (10) 35881%19,13 (18)|0,533% |nsf |nsX
venos [ng/ml] | >375sw: | 427,84 +2054 (30) 394,34+2368 (19) [0,3007 |n.sO 39556 +28,66  (14)  394,23%27,71  (13)]0,974" |ns.® [nsKk 456,00+ 28,16 (16) 394,57 +48,99 (6) |0,055" [nsf |ns’

Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler, sowie Median und Interquartilsabstand °, Fallzahlen (n) in Klammern, Mann-Whitney-U-Test (M), T-Test (T), ANCOVA (#), Kruskal -Wallis Test (¥), One-way
ANOVA (°), Holm-Bonferroni-Prozedur (), signifikante Unterschiede zwischen den BET-Gruppen (b). Das Signifikanzniveau wurde fiir p<0,05 definiert (signifikante Ergebnisse hervorgehoben), p-Wert 2 (p-

W.2) Gestationsalter, p-Wert 3 (p-W.3) Geschlecht, HOMA-Index nach Matthews et al. 1985.1%5
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3.5 Ubersicht der relevanten Ergebnisse

Tabelle 14: Ubersicht der relevanten Ergebnisse

Parameter

Ebene 1
Gesamt

Ebene 2

Gestationsalter

Eben
Gesc

e3
hlecht

Ebene 4

Geschlecht, Gestationsalter

<3740
SSW

Mad-
chen

= 37+0
SSW

n

Knabe

Madchen

Knaben

<3740
SSW

= 37+0
SSwW

<3740
SSW

= 37+0
SSw

Maternale Glukosehomdostase

Glukose mv

(1)

(1)

Insulin mv <

HOMA Index mv

Leptin mv &

IGF-1 mv

IGF-2 mv

IGFBP-1 mv

J

()

(1)

IGFBP-3 mv &

Plazentare Glukosetransp

orter und G

lukosetransfer

GLUT1 &

GLUT3 <~

Materno-fetale
Glukosedifferenz «

Fetaler Glukose-
verbrauch <

Fetale Glukosehomdostase

Glukose fv

(1)

(1)

Insulin fv und fa

HOMA Index fv

)N

IGF-1 fv

IGF-2 fv

1 signfikant erhéht, | signifikant reduziert, () Trends in Klammern. *In den BET-Gruppen zeigten sich signifikant
héhere Werte bei den Madchen verglichen mit den Knaben. ° In den BET-Gruppen zeigten sich signifikant hthere
Werte bei Reifgeborenen verglichen mit Frihgeborenen.

3.6 Korrelationen

Tabelle 15: Relevante Korrelationen

BET BET 237+0 PBET QBET
237+0
HOMA-IR IGFBP-1 | Glukose fv | Mat. Ge- Glukose IGFBP-1 HOMA-IR | Glukose

mv mv wichtszu. mv mv fv mv
KU | p=-0,139 p=0,115 p=-0,016 p=0,388* p=0,031 p=-0,247 p=-0,474* | p=0,079
p=0,074 p=0,135 p=0,927 p=0,016 p=0,857 p=0,141 p=0,040 p=0,733

Sonstige: $BET KU/ Insulin fv: p=-0,455*, p=0,044
QBET KU/ IGF-2 fv: p=0,328, p=0136

Dargestellt sind Korrelationen in Bezug auf die Veranderungen des Kopfumfangs nach BET ausgehend von den
relevant veranderten Parametern der Glukosehomdéostase (oben) und vereinzelt sonstiger (unten). Aufgrund des
Umfangs der Parameter beschrénkt sich die Korrelationsanalyse auf die Zusammenhange zum fetalen Kopfum-
fang, da sich dies fir die Diskussion als relevant erwies. Die Korrelationsanalyse erfolgte mittels Spearman-Test
(Rangkorrelationskoeffizient p), signifikante Korrelationen markiert durch Stern (*). Das Signifikanzniveau wurde
fur p<0,05 definiert. Maternale Gewichtszunahme in der Schwangerschaft (Mat. Gewichtszu.), maternal vends (mv),

fetal vends (fv).
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4 Diskussion

4.1 Maternale Glukosehomdostase nach Betamethason

Im Folgenden werden die Auswirkungen eines einmaligen Zyklus mit BET auf die ma-
ternale Glukosehomoostase diskutiert. Beginnend mit der maternalen Anthropometrie
(BMI, Gewichtszunahme), werden hier die Parameter Glukose, Insulin, HOMA-IR, Lep-
tin, IGF-1, IGF-2, IGFBP-1 und IGFBP-3 betrachtet.

Man geht davon aus, dass das mutterliche metabolische Profil einen bedeuten-
den Einfluss auf das Fetalwachstum hat.'>? Da die Datenlage beispielsweise zeigt,
dass ein zu hoher, aber auch ein zu niedriger prakonzeptioneller maternaler BMI mit
Schwangerschaftskomplikationen (z.B. Gestationsdiabetes, Praeklampsie, vermehrte
Sektiorate) und einem schlechteren fetalen Outcome (z.B. Frilhgeburt) assoziiert ist,
wurde dieser in der vorliegenden Arbeit im Hinblick auf die antenatale BET-Therapie
untersucht.182191 Hierbei zeigten sich in der BET- und der CON-Gruppe vergleichbare
prakonzeptionelle BMI-Mittelwerte der WHO-Kategorie Normalgewicht (18,5-24,9
kg/m?).184.191 Gignifikante Unterschiede ergaben sich hingegen bei der maternalen
Gewichtszunahme wahrend der Schwangerschaft, mit einer signifikant erhéhten Rate
an unzureichender Gewichtszunahme insbesondere bei Schwangeren mit Madchen
(Ebene 3) (p=0,033%). Eine Studienlimitation besteht darin, dass fiir die Beurteilung
der Gewichtszunahme jeweils das im Mutterpass zuletzt eingetragene Gewicht ver-
wendet wurde, wodurch Abweichungen vom tatsachlichen Gewicht bei Geburt mdglich
sind. Es ist jedoch davon auszugehen, dass dies fur die BET- und CON-Gruppe gleich-
ermalden gilt. Eine unzureichende maternale Gewichtszunahme erhéht das Risiko fur
Frihgeburt und fir den Nachwuchs im Verhaltnis zum Gestationsalter zu klein geboren
zu werden (SGA, small for gestational age).'8? Des Weiteren konnte gezeigt werden,
dass sowohl eine unzureichende, als auch eine exzessive maternale Gewichtszu-
nahme mit einer erhthten Rate an Ubergewicht und Adipositas in der Kindheit einher-
geht.1®? Gut untersucht sind dartiber hinaus die Auswirkungen einer reduzierten ma-
ternalen Gewichtszunahme in der Spatschwangerschaft aufgrund von Mangelernéah-
rung im Rahmen der niederlandischen Hungersnot 1944/45.57 Hier zeigte sich beim
Nachwuchs ein symmetrisch vermindertes Wachstum (Reduktion von Geburtsgewicht,
Korperlange und Kopfumfang) und eine langfristig gesttrte Glukosetoleranz.®” In un-
serer Studie hingegen fanden wir eine asymmetrische Wachstumsminderung ohne

signifikante Veranderungen des Geburtsgewichts. Die Kopfumfangsreduktion bei
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Madchen nach BET kénnte in Zusammenhang mit der in dieser Gruppe reduzierten
maternalen Gewichtszunahme stehen, die Parameter zeigten untereinander eine po-
sitive Korrelation (¢ BET: p=0,388* p=0,016). Ob die verminderte maternale Ge-
wichtszunahme in der BET-Gruppe in unserer Studie mit einer reduzierten Nahrungs-
aufnahme zusammenhangt, kann an dieser Stelle nicht beantwortet werden. BET als
Stressor konnte hier jedoch eine wichtige Rolle spielen. Zumindest im Rattenmodell
wurde nach Triamcinolon- bzw. DEX-Gabe eine verminderte maternale Gewichtszu-
nahme gefunden und dies trotz unveranderter und mit der Kontrollgruppe vergleichba-
rer Nahrungsaufnahme.®%:190 Geschlechtsspezifische Aspekte in Bezug auf die mater-

nale Gewichtszunahme wurden in diesen Studien nicht betrachtet.

Die maternale Glukose ist fir den Fetus via transplazentarem Transfer die ein-
zige Glukose-Bezugsquelle und daher essenziell. Die Literaturrecherche ergab sowohl
bei Nichtschwangeren, als auch bei Schwangeren eine passagere Hyperglykamie
nach Glukokortikoidgabe.686971-74.114 Bez(iglich der Dauer zeigten sich in Humanstu-
dien Hinweise fir die Wiedereinstellung einer normoglykédmen Stoffwechsellage spa-
testens 48 h nach der letzten ANS-Gabe.”>’4 Auch Ahmad et al. fanden keine Veran-
derungen der peripartalen Glukosewerte >14 Tage nach ANS.”®> Orale Glukosetole-
ranztests (0GTT) ergaben >7 Tage nach ANS keine Hinweise fur eine diabetogene
Langzeitwirkung.”? Lediglich nach wochentlich repetitiven ANS-Gaben, die heute ob-
solet sind, wurde eine erhéhte Rate an Gestationsdiabetes gefunden.’® Interessanter-
weise konnte im Rattenmodell eine passagere (1-2 Tage andauernde) maternale Hy-
perglykdmie nach Triamcinolongabe aufgezeigt werden, mit anschliel3end andauern-
der Hypoglykamie.'% Insgesamt ist die Studienlage aber rar im Hinblick auf Glukose-
werte von Schwangeren aul3erhalb des ANS-Wirkzeitraums von 7-10 Tagen. In unse-
rer Studie zeigten sich nach BET bei Entbindung <37+0 SSW keine signifikanten kurz-
fristigen Veranderungen der maternalen Glukosespiegel, jedoch ein Trend fur langfris-
tig erndhte peripartale maternale Glukosewerte bei Schwangeren mit Madchen insbe-
sondere bei Entbindung weit auf3erhalb des BET-Behandlungszeitraums (9237+0
SSW: Ebene 4: p=0,033M4, p3=n.s.K). Das Fehlen von seriellen maternalen Glukose-
werten im Schwangerschaftsverlauf stellt allerdings hier eine Studienlimitation dar.
Keine uns bekannte Studie beschéftigte sich bislang mit den mutterlichen peripartalen
Glukosewerten nach ANS in Bezug auf das fetale Geschlecht. Aus zahlreichen Studien
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ist jedoch bekannt, dass vermehrt bei Madchen auf Kosten des Wachstums metaboli-
sche Anpassungsmechanismen als Reaktion auf perinatale Stressoren stattfin-
den.321% Wahrend kritischer Zeitfenster der Fetalentwicklung, kénnten Veranderun-
gen der mutterlichen Glukosespiegel direkt Auswirkungen auf die Plazenta haben, den
fetalen Metabolismus langfristig pragen und insbesondere die fetale Pankreasfunktion
dauerhaft beeinflussen.1® Dariiber hinaus wird postuliert, dass die Veranderungen
nach BET auch Auswirkungen auf das langfristige mutterliche Risiko fur die Manifes-
tation einer Glukosetoleranzstorung haben kdnnten.”6193.1%4 |m Hinblick auf die mt-
terlichen peripartalen Plasmaglukosespiegel in unserer Studie gibt es weitere Limitati-
onen. Abgesehen vom primaren Sektiokollektiv, ist davon auszugehen, dass die Ge-
barenden unter der Geburt nicht nichtern waren. In Anbetracht der aul3erhalb des pri-
maren Sektiokollektivs jedoch ausreichend hohen Fallzahl und der vergleichbaren An-
zahl an BET- und CON-Patientinnen, kann argumentiert werden, dass der Erndhrungs-
status in beiden Gruppen vergleichbar ist. Die Leitlinien empfehlen unter der Geburt
Zielglukosewerte von 4,4-7,2 mmol/l.1*> Holme et al. beschrieben mittlere Niichtern-
glukosespiegel von 4,56 mmol/l bei priméarer Sektio.®® Die von uns gemessenen Glu-
kosewerte sind mit den genannten Studien vergleichbar (mittlere Glukosewerte 4,36
mmol/l, Nuchternglukosewerte bei primérer Sektio 3,53 mmol/l, Ebene 1). Schwangere
mit bekanntem vorbestehendem Diabetes mellitus, Gestationsdiabetes mellitus
(GDM), sowie Makrosomie oder Polyhydramnion wurden nicht in die Studie einge-
schlossen. Eine weitere Studienlimitation besteht dennoch darin, dass im Rahmen des
Studiendesigns keine erweiterte Testung auf eine Glukosetoleranzstérung im Sinne
eines 50-g-GCT (Glucose Challenge Test), eines 75-g-oGTT, einer Nuchtern-Gluko-
semessung oder einer HbAlc-Bestimmung vorgesehen war und erfolgte. Jedoch exis-
tiert ein anzahlm&Rig vergleichbares Kontrollkollektiv, wodurch anzunehmen ist, dass
die Dunkelziffer an unbekannt vorbestehendem Diabetes mellitus, Gestationsdiabetes
und Glukosetoleranzstérungen gleich grol3 sein sollte. In den deutschen Mutterschafts-
richtlinien wird zwischen der 24+0 — 27+6 SSW bei allen Schwangeren ein 50-g-GCT
(Glucose Challenge Test) empfohlen.'8 Auch bei blandem 50-g-GCT wiirden jedoch
33% der Schwangeren mit Gestationsdiabetes nicht erfasst werden und zwar jene,
welche isoliert pathologische Nichtern-Glukosewerte (25,1 mmol/l) aufweisen.8
Empfohlen wird aus diesem Grund bei allen Schwangeren stattdessen einen 75-g-
oGTT.%®0 Die Auswertung unseres Sektiokollektivs, wenngleich die Fallzahl (n=20) ge-
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ring war, ergab lediglich bei einer CON-Patientin einen marginal auffalligen Nichtern-
glukosewert von 5,11 mmol/l. Die Sektio-Patientinnen der BET-Gruppe hingegen hat-
ten blande Nuchternglukosewerte. Gelegenheitsblutzuckerwerte =211,1 mmol/l gelten
als hinweisend fir einen Diabetes mellitus und erfordern eine erweiterte Diagnostik.1%®
Der maximal gemessene Gelegenheitsblutzuckerwert in unserer Studie betrug 9,31
mmol/l. Eine nachfolgende Bestimmung des HbAlc war nicht mdglich, da kein EDTA-
Vollblut sondern lediglich Plasma fir die weitere Labordiagnostik zur Verfigung stand.
Anzubringen ist jedoch auch, dass der HbAlc-Wert aufgrund zahlreicher schwanger-
schaftsbedingter Limitationen bei der Interpretation nicht als Screening-Methode in der
Schwangerschaft empfohlen wird.18%1% Das Studiendesign beinhaltete keine Erhe-
bung prainterventioneller Glukosewerte, sodass keine Aussage getroffen werden
kann, ob die BET-Therapie kurzzeitig zu einer Steroid-induzierten Hyperglykéamie ge-
fuhrt hatte. Insgesamt konnen wir jedoch zumindest sagen, dass ungeachtet der an-
gebrachten Limitationen im Rahmen der uns zur Verfigung stehenden peripartalen
maternalen Glukosewerte, weder die Gelegenheitsglukosewerte noch die Nichtern-
glukosewerte des priméren Sektiokollektivs Hinweise fur einen zuvor unentdeckten
manifesten Diabetes mellitus ergeben. Eine Hyperglykdmie kann neben der BET-Gabe
auch anderweitig medikamentds induziert worden sein. So wurden im Intervall von 48
h nach Tokolyse mit Beta-2-Sympathomimetika signifikant erhohte maternale Gluko-
sespiegel beobachtet.’®” Keine relevanten Auswirkungen auf die maternale Gluko-
sehomdoostase zeigten sich hingegen unter Tokolyse mit Nifedipin, Atosiban, Indome-
tacin und Magnesiumsulfat.1®819 Glukokortikoide jeglicher Art, so auch endogen pro-
duzierte zum Beispiel im Rahmen von Stress, bedingen eine Hyperglykamie.8 Im Rah-
men des Studiendesigns wurden diesbeziglich keine Daten Uber die subjektive
Stressbelastung der Studienpatientinnen erhoben. Die erhdhten maternalen Glukose-
werte zum Zeitpunkt der Geburt kdnnten auch auf eine durch die BET-Gabe langer-
fristig erhohte maternale Stresssensibilitéat hinweisen, die zu einer gesteigerten Kor-
tisolausschittung im Rahmen des Geburtsstresses fuhrte und sekundér zu erhéhten
Glukosewerten. Erneut ware es hier interessant zu wissen, wie sich die maternalen
Glukosewerte im Zeitintervall zwischen BET-Gabe und Geburt verhielten. Unsere Er-
gebnisse bieten hier einen Ansatz fur zukunftige Untersuchungen. Zusammenfassend
fanden wir zum Zeitpunkt der Geburt keine Hinweise dafir, dass die Kopfumfangsre-
duktion bei Madchen in Zusammenhang (in Korrelation) steht mit den Veranderungen
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der maternalen Glukosespiegel nach BET. Vielmehr fanden wir in dieser Gruppe ten-
denziell erhéhte maternale Glukosewerten, welche wir lediglich im BET-Behandlungs-
zeitraum vermutet hatten, jedoch nicht auf3erhalb. Ob die Veranderungen als passager
peripartal zu werten sind, bleibt spekulativ. Langfristig veranderte maternale Glukose-
spiegel konnten jedoch theoretisch die noch unausgereifte fetale Glukosehomdostase,
das fetale Pankreas und die Plazenta im Sinne einer perinatalen Programmierung be-
einflussen. Ott et al. konnten zeigen, dass insbesondere Veranderungen der materna-
len Glukosewerte im dritten Trimenon maf3geblich entscheidend sind fir das fetale
Outcome.?®® Engmaschigere Kontrollen der mitterlichen Glukosewerte im Intervall
zwischen ANS-Gabe und Geburt sind zu diskutieren um eine mutterliche Stoffwech-
selentgleisung nicht zu verpassen und dieser frihzeitig entgegenzuwirken und um die
Auswirkungen von ANS insgesamt besser beurteilen zu kénnen. Zudem bedarf es wei-

terer Erkenntnisse tiber mdgliche diabetogene Langzeitfolgen fir die Mitter nach ANS.

Physiologisch ist maternales Insulin eng gekoppelt an die Plasmaglukose-
werte, da Glukose den primaren Stimulus fir die Insulinsekretion darstellt.1?* Generell
ist die Wirkung von Glukokortikoiden auf das endokrine Pankreas und die Insulinsek-
retion umstritten, da es in vivo schwierig ist direkte von indirekten Steroidwirkungen
abzugrenzen.8124 Glukokortikoide wirken prinzipiell antiinsulinerg und die Ergebnisse
von in vitro Studien lassen einen primar hemmenden Effekt auf die Insulinsynthese
vermuten.'?* In vivo sieht man jedoch meist eine Hyperinsulinamie, welche kompen-
satorisch als Reaktion auf eine Hyperglykdmie durch die Steroid-induzierte Zunahme
der peripheren Insulinresistenz und Hyperglukagonamie entsteht.686%124 Beij stoff-
wechselgesunden Probanden unter Glukokortikoidbehandlung zeigten sich signifikant
erhohte Nuchterninsulinwerte, sowie Hinweise fur eine Insulinresistenz (erhéhter
HOMA-IR).%° Auch bei Patienten mit Cushing-Syndrom sind die Seruminsulinspiegel
erhoht.1?* Im Schafmodell wurden erhéhte maternale Insulinspiegel unter Kortisolinfu-
sion beobachtet.''4 Entgegen dieser Erwartung sahen wir in der Friihgeborenengruppe
nach BET keine passager veranderten maternalen Insulinspiegel. Grund dafir konnte
sein, dass nur sehr wenige Patientinnen innerhalb des BET-Wirkzeitraums entbunden
wurden, zudem waren auch die Glukosewerte in dieser Gruppe unverandert. Im Hin-
blick auf die Dauer Steroid-induzierter Veranderungen von Insulinspiegeln beschreibt
die Studienlage lediglich 24h nach antenataler Dexamethason-Gabe eine maternale
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Hyperinsulinamie, die bereits nach 48h nicht mehr nachweisbar war.’* Peripartale In-
sulinwerte wurden dort nicht bestimmt.”* Auch Ahmad et al. zeigten lediglich bei Ent-
bindung innerhalb von 14 Tagen nach ANS signifikant erh6hte maternale Glukose- und
Insulinwerte.” AuBerhalb dieses Zeitraums fanden sich keine Veranderungen.’® Nach
BET-Gabe in der Spatschwangerschaft wurden bei Schafen unveranderte maternale
Insulinspiegel beobachtet.#’ Dies entspricht auch unseren Ergebnissen in der Reifge-
borenengruppe, trotzdem sich hier ein Trend fur erhéhte maternale Glukosewerte ab-
zeichnete. Hinweisend auf eine Steroid-induzierte Insulinresistenz®8 ist der signifikant
erhohte maternale HOMA-IR. Die hohe Spannbreite (1,08-73,43 plU/ml) unserer
Plasmainsulinwerte stellte eine Limitation fir die statistische Auswertung dar und ist
vermutlich dadurch erklarlich, dass die Gebarenden unter der Geburt, abgesehen vom
primaren Sektiokollektiv, nicht niichtern waren (siehe Diskussion zuvor). Jedoch ent-
spricht die hohe Spannbreite der Werte den Ergebnissen von Phelps et al. Giber den
nahrungsabhéangigen tageszeitlichen Verlauf der Plasmainsulinspiegel bei Schwange-
ren.480 Einfluss auf die maternalen Insulinwerte konnte zudem eine vorbestehende
Glukosetoleranzstérung, Diabetes mellitus oder Gestationsdiabetes haben. Auch dies
wurde bereits zuvor diskutiert. Insulin kann auch anderweitig medikamentos beein-
flusst werden. So zeigten sich nach Tokolyse mit Beta-2-Sympathomimetika signifikant
erhohte maternale Insulinspiegel.'®” Der von uns ermittelte HOMA-IR ist in seiner Aus-
sagefahigkeit dadurch limitiert, dass es sich bei den gemessenen Glukose- und Insu-
linwerten zumeist um Gelegenheits- und nicht um Nuchternwerte handelte (ausgenom-
men das primére Sektiokollektiv). Jedoch interpretierten auch Verhaeghe et al. den
fetalen HOMA-IR bei Geburt ungeachtet der maternalen Nahrungsaufnahme.3° Zu-
sammenfassend konnten wir keine signifikanten sekundaren Veranderungen der ma-
ternalen Insulinwerte nach BET aufzeigen. Es zeigte sich keine Korrelation zwischen
maternalem HOMA-IR und fetalem Kopfumfang. Insgesamt ergeben sich aus den Er-
gebnissen unserer Studie Hinweise fur eine erhdhte maternale Insulinresistenz (er-

hohter HOMA-IR) nach BET. Dies bietet Potential fur weitere Untersuchungen.

Glukokortikoide im Allgemeinen werden meist assoziiert mit einem Anstieg der
Plasmaleptinspiegel.5%134135 Dije Datenlage im Hinblick auf maternales Leptin nach
Glukokortikoidgabe in der Schwangerschaft ist weniger eindeutig. Die Studienlage be-
schreibt bei Schwangeren zumindest passager einen signifikanten Anstieg der mater-

nalen Leptinspiegel nach BET.13¢ Auch im Rattenmodell zeigte sich nach DEX eine
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maternale Hyperleptindmie, sowie bei den Feten eine Hypoleptinamie und Wachs-
tumsminderung.>® Dariliber hinaus wurde dort eine Suppression der plazentaren Lep-
tin-Proteinexpression und bei hohen DEX-Dosierungen eine Heraufregulierung des
Leptinrezeptors beobachtet.>° Im Schafmodell zeigten sich nach BET hingegen unver-
anderte maternale Leptinspiegel bei gleichzeitig bestehender fetaler Hypoleptinamie
und Wachstumsminderung.#’ Unserer Kenntnis nach wurde bislang nicht untersucht
wie sich die maternalen Leptinspiegel nach ANS im Schwangerschaftsverlauf aul3er-
halb des Behandlungszeitraums entwickeln. Peripartal zeigten sich in unserer Studie
keine signifikanten Unterschiede bei den maternalen Leptinspiegeln zwischen BET-
und CON-Gruppe. Walsh et al. fanden bei normalem Ausgangs-BMI erhdhte Leptin-
und HOMA-IR-Werte im Falle einer exzessiven Gewichtszunahme im Schwanger-
schaftsverlauf, verglichen mit Schwangeren, die eine adaquate Gewichtszunahme vor-
wiesen.?%1 Ausgehend davon hatte man im Rahmen der von uns beobachteten signi-
fikant erhdhten Rate an unzureichender maternaler Gewichtszunahme im Schwanger-
schaftsverlauf bei Schwangeren mit Madchen nach BET, geringere Leptinspiegel er-
warten missen. Dies war jedoch nicht der Fall. Unser Studiendesign umfasste keine
Messung plazentaren Leptins. Etwa 95% des hier gebildeten Leptins gelangt in die
maternale Blutbahn und hat daher einen nicht unerheblichen Anteil an den generell
erhohten maternalen Leptinspiegeln wahrend der Schwangerschaft.'3? Adipose
Schwangere zeigten verglichen mit nicht-adipdsen erhohte Leptinspiegel.*3! Die pla-
zentare Leptinproduktion war dort bei beiden Gruppen gleich, sodass man davon aus-
gehen kann, dass die adipésen Schwangeren hohere Serumspiegel aufgrund einer
vermehrten endogenen Produktion bei erhohter Kérperfettmasse aufweisen.3t In vitro
zeigte sich jedoch anhand kultivierter humaner Trophoblastzellen eine signifikante
Steigerung der plazentaren Leptinfreisetzung und Leptin- mMRNA-Level nach Inkuba-
tion mit DEX.*2® Es bleibt spekulativ, ob die trotz geringerer Gewichtszunahme unver-
anderten Leptinspiegel in unserer Studie eine Summe darstellen aus 1) reduzierten
endogenen maternalen Leptinspiegeln und erhdhter plazentarer Leptinbildung (Coya
et al.**®) oder 2) eine in Relation zur Korperfettmasse gesteigerte Leptinbildung nach
BET (Miell et al.,*3* Sugden et al.,>® Marinoni et al.'%%) bei unverandertem plazentarem
Leptin. Erklarbar wéaren die unveranderten Leptin- und damit auch Insulinspiegel, in
diesem Kollektiv auch, wenn man postuliert, dass 3) die geringere Gewichtszunahme

wahrend der Schwangerschaft nicht gleichbedeutend ist mit einer geringeren Kérper-
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fettmasse. Ware diese unverandert und die geringere Gewichtszunahme z.B. urséch-
lich eines vermehrten Proteinkatabolismus entsprechend Louard et al.,?%? so waren bei
zudem unveranderten Insulinspiegeln, mit den Ubrigen Schwangeren vergleichbare
Leptinspiegel, wie auch Li et al.*” sie im Schafmodell fanden, nicht unerwartet. Eine
Studienlimitation in Bezug auf die maternalen Leptinwerte besteht darin, dass die Lep-
tinsekretion einer zirkadianen Rhythmik unterliegt, mit héheren nachtlichen Serum-
spiegeln, sowie 1-9 postprandialen Impulsen.134293 Die peripartale Probenentnahme
erfolgte individuell tageszeitunabhangig und man muss davon ausgehen, dass ein
Grolteil der Patientinnen nicht niichtern war. Aufgrund der hohen Fallzahl unserer
Studie, kann argumentiert werden, dass diese Einflussfaktoren in BET- und CON-
Gruppe vergleichbar waren. Insgesamt ergeben sich aus den Ergebnissen unserer
Studie keine Hinweise fur Veranderungen der maternalen Leptinspiegel nach BET.

Erhohte IGF-1-Spiegel nach Glukokortikoidgabe wurden bei stoffwechselge-
sunden Mannern nach DEX,'#° in Zusammenhang mit Cushing-Syndrom,**® sowie
nach Prednisolongabe im Rahmen chronisch entziindlicher Darmerkrankungen gefun-
den.1%4 Die Studienlage Uber die Effekte von ANS auf maternales IGF-1 ist gering,
zudem widersprtchlich, so wurden sowohl reduzierte,*” unveranderte'>® und erhéhte
Werte gefunden.” Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen nach BET einen
passageren Trend zu erh6hten maternalen IGF-1-Spiegeln bei Schwangeren mit Mad-
chen bei Entbindung <37+0 SSW (Ebene 4: p=0,028MA, p3=n.s.X). Dies ahnelt den
Ergebnissen von Ahmad et al., die peripartal allerdings nicht nur passager, sondern
anhaltend erhohte maternale IGF-1-Spiegel beobachteten.” Unsere Studien sind
auch dahingehend gut vergleichbar, da es Humanstudien sind und jeweils ein einma-
liger Zyklus BET erfolgte. Zudem scheint die Studie von Ahmad et al. neben uns die
einzige Humanstudie zu sein, die die maternale IGF-Achse zum Zeitpunkt der Geburt
untersucht hat. Wir fanden hingegen keine Verdnderungen der maternalen IGF-1-
Spiegel bei Entbindung =237 SSW, sodass es sich hier scheinbar lediglich um einen
passageren BET-Effekt zu handeln scheint. Ogueh et al. zeigten hingegen unverén-
derte maternale IGF-1-Spiegel 24h und 48h nach DEX.”#1%0 Zudem bestimmten sie
GH, die IGF-Bioaktivitat und die IGFBP-3 Protease-Aktivitat, welche ebenfalls unver-
andert waren und schlussfolgerten, dass ein einmaliger Zyklus DEX innerhalb 48 h
keinen unmittelbaren Einfluss auf die GH-IGF-Achse bei Schwangeren hat.?>° Anders

als in unserer Studie und bei Ahmad et al. fand hier allerdings keine Untersuchung der
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maternalen IGF-Achse zum Zeitpunkt der Geburt statt. Im Schafmodell wurde hinge-
gen eine Suppression der maternalen IGF-1-Spiegel nach BET beobachtet, im Unter-
schied zu unserer Studie waren hier jedoch drei Zyklen BET erfolgt.*” IGF-1 wird nah-
rungsabhangig reguliert.1#* Dies stellt eine Studienlimitation dar, wie bereits zuvor dis-
kutiert. Zudem stimulieren Schilddriisenhormone die GH-IGF-Achse.'?! Von acht Pa-
tientinnen ist bekannt, dass sie Schilddrisenhormone eingenommen haben. IGF-1
wird zudem durch Insulin reguliert.*** Die tendenziell erhohten maternalen IGF-1-Spie-
gel in unserer Studie sind scheinbar nicht sekundar auf eine Hyperinsulinamie zurtck-
zufuihren, da die Insulinspiegel nicht signifikant verandert waren. Sferruzzi-Perri et al.
beschaftigten sich mit der Rolle der maternalen IGFs im Hinblick auf das Fetalwachs-
tum und postulierten, dass die Wirkung von maternalem IGF-1 eher auf das maternale
Kompartiment beschrankt ist und das fetale Wachstum indirekt beeinflusst durch Re-
gulierung im Blut verfuigbarer Nahrstoffe fir den transplazentaren Transfer.15? IGF-1
wirkt insulinahnlich anabol,*** in den BET-Gruppen sahen wir hingegen allgemein eine
erhohte Rate an unzureichender maternaler Gewichtszunahme. Bei stoffwechselge-
sunden Nichtschwangeren wurden nach Glukokortikoidgabe jedoch auch Hinweise auf
eine reduzierte IGF-1-Bioaktivitat gefunden, trotz erhohter IGF-1-Serumspiegel.14? Ins-
gesamt passen die beobachteten tendenziell erhéhten maternalen IGF-1-Plasmaspie-

gel zu den in der Literatur beschriebenen passageren Effekten von Glukokortikoiden.

Ein einmaliger BET-Zyklus hatte in der vorliegenden Arbeit keinen Einfluss auf
die maternalen IGF-2-Spiegel. Dies entspricht den Befunden von Ahmad et al., die
sowohl bei Entbindung <14 Tagen, als auch > 14 Tagen nach einmaligem Zyklus BET
unveranderte maternale IGF-2-Spiegel fanden.’”> Zudem gibt es Hinweise darauf, dass
IGF-2-Plasmaspiegel generell nur eine geringe Schwankungsbreite aufweisen und
auch bei etwaigen Pathologien konstant sind.'?° Bei stoffwechselgesunden Mannern
zeigten sich nach DEX unveranderte IGF-2-Spiegel und auch in Zusammenhang mit
Cushing-Syndrom wurden keine Veranderungen beobachtet.'*® Sferruzzi-Perri et al.
postulierten, dass IGF-2 insbesondere Auswirkungen auf die Plazenta und den trans-
plazentaren Nahrstofftransfer hat.>? Wir fanden nach BET keine Veranderungen des
plazentaren Wachstums. Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen maternalem
IGF-2 und den Veranderungen der fetalen Anthropometrie nach BET ergeben sich hier
nicht.
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In unserer Studie zeigten sich signifikant reduzierte maternale IGFBP-1- Plas-
maspiegel nach BET sowohl in der Gesamtanalyse als auch tendenziell bei den Mut-
tern von Friihgeborenen und Madchen (Q: p=0,035MA, p3=0,140X). Auch bei Stoff-
wechselgesunden wurden signifikant reduzierte IGFBP-1-Spiegel nach DEX beobach-
tet.24° Bei Schwangeren wurden in der Literatur hingegen unveranderte IGFBP-1-Spie-
gel nach ANS gefunden.”>2% Bei IUGR wurden erhohte maternale IGFBP-1-Werte be-
schrieben, bei LGA-Neugeborenen hingegen reduzierte Werte.155295 |aut aktueller
Studienlage besteht ein inverser Zusammenhang von maternalem IGFBP-1 und Fe-
talwachstum.65166 \Wir konnten allerdings keine signifikante Korrelation von materna-
lem IGFBP-1 und fetalem Kopfumfang finden. Die reduzierten maternalen IGFBP-1-
Spiegel passen allerdings zu den beobachteten erhohten maternalen IGF-1-Spiegeln
und weisen prinzipiell auf einen anabolen Zustand hin, da reduzierte IGFBP-1-Spiegel
eine vermehrte IGF-1-Wirkung zulassen.'%? Gegen einen mutterlich anabolen Zustand
spricht allerdings die erhéhte Rate an unzureichender maternaler Gewichtszunahme
im Schwangerschaftsverlauf. Hier konnte eine Rezeptorresistenz vorliegen. Dartber
hinaus konnten Prozesse wie die posttranslationale (De)-Phosphorylierung von IG-
FBP-1 eine Rolle spielen.!'® IGFBP-1 in phosphorylierter Form hat eine deutlich er-
hohte Affinitat fur IGF-1 (hdher als der Rezeptor) und ist daher wesentlich wirkungsin-
tensiver in der Reduktion der IGF-1-Bioaktivitat als nicht-phosphorylierte Formen (glei-
che Affinitat fur IGF-1 wie der Rezeptor).162 Bei Schwangeren existieren neben phos-
phorylierten Formen, auch weniger- und nicht-phosphorylierte IGFBP-1-Formen, was
zu einer Steigerung der IGF-1-Bioaktivitat wahrend der Schwangerschaft fihrt. Ob
BET hier auch Verénderungen auf posttranslationaler Ebene hervorruft, bedarf weite-
rer Untersuchungen. Insulin hemmt die IGFBP-1-Biosynthese.'%? In unserer Studie
zeigten sich unveranderte maternale Insulinspiegel, was gegen eine insulinbedingte
Suppression von IGFBP-1 spricht. Wahrend der Schwangerschatft tragt IGFBP-1 aus
der Dezidua stammend vermutlich wesentlich zu den maternalen Serumspiegeln
bei.119.163 Es bleibt unklar, wie hoch dieser Anteil ist und ob BET auch die Biosynthese
von IGFBP-1 in der Dezidua beeinflusst hat und ob dies zu den beobachteten Veran-
derungen der maternalen Serumspiegel beitrdgt. Reduzierte IGFBP-1-Spiegel in der
Schwangerschaft sind zum Beispiel mit Gestationsdiabetes mellitus assoziiert.162:206
Die BET-bedingten Verdnderungen der maternalen IGFBP-1-Spiegel in unserer Studie
lieRen sich 237+0 SSW nicht mehr darstellen. Zusammenfassend passen die beo-

bachteten reduzierten maternalen IGFBP-1-Plasmaspiegel zu den Veranderungen der
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IGF-1-Spiegel und sind stimmig mit der Studienlage tber die passageren Effekte von
Glukokortikoiden bei Stoffwechselgesunden. Sie sprechen prinzipiell fir einen meta-
bolisch anabolen Zustand, dem entgegen steht jedoch die erh6hte Rate an unzu-
reichender maternaler Gewichtszunahme bei Schwangeren mit Madchen. Einen Zu-
sammenhang zwischen maternalen IGFBP-1 Spiegeln und den Veranderungen der
fetalen Anthropometrie konnten wir nicht aufzeigen. Eine beeintrachtigte plazentare

Funktion konnte hier vorliegen.

Nach BET zeigten sich verglichen mit der Kontrollgruppe keine signifikanten Ver-
anderungen der maternalen IGFBP-3-Spiegel. Auch Ahmad et al. fanden nach BET
bei Entbindung unveradnderte maternale IGFBP-3-Spiegel, trotz erhdhter IGF-1-Spie-
gel.” Bei Nichtschwangeren zeigten sich in Verbindung mit Glukokortikoiden erhéhte
IGFBP-3-Serumspiegel, ebenso beim Cushing-Syndrom.148149.164 |nggesamt ist die
Studienlage rar. Hinweise fir einen Zusammenhang zwischen maternalem IGFBP-3

und fetaler Anthropometrie ergaben sich in der vorliegenden Arbeit nicht.

Zusammenfassend zeigten sich nach einmaligem Zyklus mit BET Veranderun-
gen der maternalen Glukosehomdostase bei Schwangeren mit Madchen. Wir beo-
bachteten bei Schwangeren mit Madchen nach BET tendenziell erhéhte maternale
Plasmaglukosespiegel, interessanterweise jedoch an einem Zeitpunkt der Geburt
(=37+0 SSW ), der weit auRerhalb des BET-Behandlungszeitraums liegt. Gleichzeitig
zeigte sich im Gesamt-BET-Kaollektiv ein signifikant erhohter HOMA-IR, hinweisend auf
eine vermehrte Insulinresistenz. Zudem beobachteten wir bei Schwangeren mit Mad-
chen <37+0 SSW passager tendenziell erhdhte IGF-1- und im Gesamt-BET-Kollektiv
signifikant reduzierte IGFBP-1-Spiegel. Trotz eines erhdhten Glukoseangebots und
bestehenden Hinweisen auf eine prinzipiell anabole Stoffwechsellage, wies die BET-
Gruppe eine signifikant geringere maternale Gewichtszunahme wéhrend der Schwan-

gerschaft auf, bei unveranderten Leptinspiegeln.
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4.2 Transplazentarer Glukosetransfer nach Betamethason
Nachfolgend werden die Auswirkungen eines einmaligen Zyklus BET auf GLUT1 und

GLUT3 in der Plazenta und den transplazentaren Glukosetransfer diskutiert.

GLUT1, die wichtigste Glukosetransporter-Isoform in der humanen Plazenta, ist
ubiquitar lokalisiert und garantiert den transplazentaren Glukosetransfer auch Gber die
basale Plasmamembran des Synzytiotrophoblasten.® Die Regulationsmechanismen
von GLUT1 sind komplex und bislang nur unzureichend verstanden. So ist die Daten-
lage teilweise kontrovers (in vitro vs. in vivo Studien, spezies- und geschlechtsspezifi-
sche Unterschiede).®? Unter hypoglykamischen Bedingungen zeigten in vitro Studien
eine Heraufregulierung von GLUT1.2°72%8 Dennoch fand man in den meisten IUGR-
Studien keine Veranderungen GLUT1 betreffend.867.95% Trotzdem in vitro Studien
eine Herabregulierung von GLUT1 unter hyperglykamischen Bedingungen zeigten, fin-
det man bei Schwangerschaften mit vorbestehendem Diabetes mellitus eine erhéhte
BM-GLUT1-Expression, hingegen keine Veranderungen bei Gestationsdiabetes mel-
litus.98.99.207209 Aych die Studienlage Uber die Wirkung von Glukokortikoiden auf
GLUT1 ist widersprichlich. Beschrieben wurden sowohl eine Herabregulierung von
GLUT1,100-103 keine Veranderungen’®8 oder eine Heraufregulierung.87.102,104-106 |m
Rahmen der von uns beobachteten Wachstumsreduktion nach BET, hatten wir eine
verminderte GLUT1-Transporterkapazitat vermutet. Immunhistochemisch konnten wir
GLUT1 insbesondere in der apikalen als auch basalen Plasmamembran des Synzyti-
otrophoblasten nachweisen, wobei die Immunoreaktivitat in der apikalen Membran wie
erwartet grofer erschien. Die Proteinlevel von GLUT1 wurden im plazentaren Gewe-
behomogenisat zentraler und peripherer Proben mittels Western Blot bestimmt. Hier-
bei zeigten sich im Vergleich von BET- und Kontrollkollektiv keine signifikanten Veran-
derungen. Zu ahnlichen Ergebnissen kamen Vaughan et al. im Schafmodell.”®*4 Dar-
Uber hinaus wurden auch im 113-HSD2-knockout-Mausmodell keine Veranderungen
von GLUT1-mRNA gefunden, trotz reduzierter Glukosetransferrate.®® ANS induzieren
zumindest passagere Veranderungen der maternalen Glukosespiegel.”>7* Die plazen-
tare GLUT1-Expression wiederum wird durch Glukose reguliert.%” Passagere Veran-
derungen von GLUT1 zu anderen Zeitpunkten in der Schwangerschaft kbnnen in un-
serer Studie nicht ausgeschlossen werden. Jansson et al. fanden eine erhéhte BM-
GLUT1-Expression bei Schwangerschaften mit vorbestehendem Diabetes mellitus
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auch im Falle einer Euglykamie, hingegen keine Veranderungen bei Gestationsdiabe-
tes mellitus und postulierten daher, dass Glukose an der Regulation der GLUT1-Ex-
pression lediglich im ersten Trimenon eine Rolle spielt, nicht jedoch im spateren
Schwangerschaftsverlauf.®® Dartiber hinaus zeigten sowohl Hahn et al. als auch llisley
et al. zellkulturell, dass lediglich eine Inkubation mit extremen Glukosekonzentrationen
(0O mM und 20 mM) die Synzytiotrophoblast-GLUT1-Expression verandert, nicht jedoch
intermediare Konzentrationen zwischen 1-12 mM, die auch den von uns gemessenen
Glukosewerten entsprechen.?%8.299 VVeranderungen der GLUT1-Expression waren dar-
Uber hinaus auch nicht gleichbedeutend mit Veranderungen der Glukoseaufnahme,
aufgrund der hohen Transportkapazitat.?!® Eine Absattigung der Transporter wurde
erst bei supraphysiologischen Glukosekonzentrationen (= 20 mmol/l) beobach-
tet.”®210.211 Trotz molekularer Veranderungen, war die Glukoseaufnahme sowohl bei
GDM als auch IUGR unverandert.82 Desoye et al. postulieren daher, dass der trans-
plazentare Glukosetransfer nicht diffusionslimitiert ist, wohl aber flusslimitiert und dass
hier lediglich der materno-fetale Konzentrationsgradient und der utero-plazentare und
feto-plazentare Blutfluss relevant sind.®3 Fir dieses Konzept spricht, dass wir analog
zu erhohten maternalen Glukosewerten auch erhohte fetale Glukosewerte fanden.
Eine Studienlimitation besteht allerdings darin, dass wir lediglich den GLUT1-Protein-
gehalt im plazentaren Gesamt-Gewebehomogenisat bestimmt haben. Die Verteilung
von GLUT1 im Synzytiotrophoblasten ist asymmetrisch, mit dreifach groRerem Vor-
handensein in der MVM verglichen mit der BM und das Vorkommen von GLUT1 in der
BM des Synzytiotrophoblasten wird als limitierend fur den transplazentaren Glukose-
transfer verstanden.®% Wir kénnen daher keine Aussage treffen hinsichtlich moglich-
erweise bestehender isolierter Veranderungen von GLUT1 in der MVM oder -noch
wichtiger- in der BM. Unklar bleibt, ob ANS anderweitige Veranderungen der GLUT1-
Funktion induzieren. So besteht theoretisch die Mdglichkeit funktioneller Veranderun-
gen durch subzellulare Translokation von GLUT1 aus der Plasmamembran.1% Dar-
Uber hinaus konnte die intrinsische Kapazitat von GLUT1 verandert sein und eine ver-
minderte Affinitat fir Glukose bedingen.*% Auch zu bedenken ist der Einfluss von ANS
auf Proteine, die wiederum sekundar die GLUT1-Expression verandern konnen.1%
Beispiele hierflir waren CRH, GH, Insulin, IGF-1 und Adipokine.6277.°0 Dartiber hinaus
konnten epigenetische Modifikationen eine Rolle spielen, wenngleich Novakovic et al.
beispielsweise aufzeigen konnten, dass DNA-Methylierung im Hinblick auf GLUT1 nur

von untergeordneter Bedeutung ist.?'? Die beobachtete fetale Wachstumsreduktion in
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unserer Studie scheint nicht Folge von Veranderungen der plazentaren GLUT1- Pro-
teinlevel zu sein. Wie zuvor beschrieben wurden auch im Maus- und im Schafmodell
nach Glukokortikoidexposition keine Veranderungen GLUT1 betreffend gefun-
den.”086.114 Dariiber hinaus ist die Studienlage widerspriichlich. Isolierte Untersuchun-
gen von GLUT1 in der MVM und BM des Synzytiotrophoblasten nach BET erscheinen
daher notwendig um aufgrund der asymmetrischen Verteilung insbesondere Verande-
rungen die BM betreffend aufzeigen zu konnen. Es bedarf dariber hinaus weiterer
vergleichbarer Studien, Genexpressionsanalysen und Untersuchungen hinsichtlich
maoglicher epigenetischer Modifikationen, um die Auswirkungen von BET auf GLUT1

in der Plazenta abschlieRend beurteilen zu kdnnen.

GLUT3 gilt neben GLUT1 als bedeutend fur den transplazentaren materno-fe-
talen Glukosetransfer aufgrund seines Vorkommens in der MVM des Synzytiotro-
phoblasten.1%” Zudem wurde GLUT3 insbesondere im GefaRBendothel nachgewie-
sen.® Entsprechende Lokalisationen konnten auch wir in unserer Untersuchung im-
munhistochemisch darstellen. Im Hinblick auf GLUT3 und ANS ergab die Literatur-
recherche widerspruchliche Ergebnisse. Beobachtet wurde sowohl eine Herabregulie-
rung,86.90.100.102 keine Veranderungeni®3104112 oder eine Heraufregulierung von
GLUT3.87,101,102,105,106 |n der vorliegenden Arbeit waren wir aufgrund der beobachteten
Beeintrachtigung des Fetalwachstums nach BET von einer Herabregulierung von
GLUT3 mit konsekutiv vermindertem transplazentarem Glukosetransfer ausgegangen.
Unsere Western Blot-Ergebnisse zeigten jedoch bei den zentral enthommenen Proben
sowie Gesamt-GLUT3 keine signifikanten Verdnderungen nach BET. Im peripheren
Gewebe ergaben sich nach BET geringere GLUT3-Proteinlevel verglichen mit der
CON-Gruppe, die Veranderungen erlangten jedoch keine statistische Signifikanz
(p=0,066M). In der Literatur sind auch nach maternalem Stress keine Veranderungen
der plazentaren GLUT3-mRNA-Expression beschrieben.1931%4 Ebenso wurde nach
Kortisolinfusion bei Schafen eine unveranderte SLC2A3-Genexpression gefunden.14
Es wird sogar postuliert, dass GLUT3 insgesamt keine wesentliche Bedeutung bei fe-
talen Wachstumsstérungen zukommt.2*? Zumindest im Mausmodell zeigte sich jedoch
auch, dass eine GLUT3-null-Mutation ein Allel betreffend in der Spatschwangerschatft
eine fetale Wachstumsrestriktion induziert.*1° Dariiber hinaus ist wenig bekannt ber
die Bedeutung von GLUT3 in der Spatschwangerschaft. Aufgrund seiner Kinetik und

der Minderung der Expression im Schwangerschaftsverlauf, spielt GLUT3 vor allem in
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der Friihschwangerschaft eine wichtige Rolle.1%” Eine Limitation in unserer Studie be-
steht darin, dass wir GLUT3 lediglich im plazentaren Gesamt-Gewebehomogenisat
bestimmt haben. Wir kdnnen daher keine Aussage bezuglich lokalisierter Veranderun-
gen von GLUT3 in der MVM des Synzytiotrophoblasten treffen. Untersuchungen an
JAR-Choriokarzinom-Zellen ergaben Hinweise fur eine relevante posttranskriptionale
Regulierbarkeit von GLUT3, da sich unter hyperglykdmischen Bedingungen reduzierte
GLUT3-mRNA-Level zeigten, wahrend die GLUT3-Proteinlevel im Western Blot erhdht
waren.?!3 Novakovic et al. fanden zudem mit steigendem Gestationsalter eine Zu-
nahme der GLUT3-DNA-Methylierung in der humanen Plazenta.?'? Insgesamt schei-
nen die beobachteten fetalen Wachstumsveranderungen in unserer Studie nicht Folge
von signifikanten Veranderungen der GLUT3-Proteinlevel zu sein. Es besteht ein gro-
Rer Mehrbedarf an Studien um die Frage zu kléaren, welchen Stellenwert GLUT3 ins-
gesamt fir den transplazentaren Glukosetransfer in der reifen humanen Plazenta ein-

nimmt.

Der transplazentare Glukosetransfer ist fur den Fetus essentiell, da die aus
dem maternalen Kompartiment stammende Glukose die einzige Bezugsquelle dar-
stellt.® In unserer Studie sahen wir jedoch nach BET keine Hinweise flr signifikante
Veranderungen des transplazentaren materno-fetalen Glukosetransports. Es zeigten
sich unverénderte materno-fetale Glukosedifferenzen, zudem keine Veranderungen
der GLUT1- und GLUT3-Proteinlevel. Erhdhte maternal vendse Glukosewerte in der
Reifgeborenengruppe gingen mit erhdhten fetal umbilikal vendsen Glukosewerten ein-
her. Dies ist stimmig mit den Erkenntnissen von Desoye et al., die postulierten, dass
der transplazentare Glukosetransfer nicht diffusions- sondern flusslimitiert ist und zwar
lediglich durch den materno-fetalen Konzentrationsgradienten und zu einem geringe-
rem Anteil durch den Blutfluss und dadurch zum Beispiel auch bei GDM unverandert
ist.8384 Ein in vivo Rattenmodell ergab nach DEX einen unveranderten transplazenta-
ren Glukosetransfer.?# Darliber hinaus zeigte eine in vitro Studie nach einstiindiger
Kortisol-Inkubation von Zottengewebe keine signifikanten Veranderungen der Gluko-
seaufnahme.?'® Jansson et al. fanden bei IUGR eine unveranderte plazentare Gluko-
setransportkapazitat.®® Unsere Studie umfasste lediglich die maternal peripher vené-
sen Glukosespiegel. Messungen der Glukosekonzentrationen in der V. und A. uterina
(A. radialis als Korrelat), sowie dopplersonographische Messungen der uteroplazenta-

ren und fetoplazentaren Blutflisse wéaren nétig, um den eigentlichen materno-fetalen
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Glukosegradienten, die uteroplazentare Glukoseaufnahme und den plazentaren Glu-
koseverbrauch berechnen zu kdnnen.°92216 Dje Studienlage beschreibt, dass plazen-
tarer und fetaler Glukoseverbrauch gegeneinander abgewogen werden und invers kor-
reliert sind.®2 Der plazentare Glukoseverbrauch tragt zum transplazentaren Glukose-
gradienten bei, moduliert den Glukosetransfer und bestimmt das Netto-Glukoseange-
bot fir den Fetus maRgeblich mit.%2 Dadurch kann quasi ein Glukoseexzess fir den
Fetus durch eine gesteigerte plazentare Eigenutilisation abgepuffert, hingegen bei
niedrigen maternalen Glukosewerten die plazentare Eigenutilisation gedrosselt wer-
den.8? Kortisol konnte die cholinerge endotheliale Vasodilatation beeintrachtigen,
wodurch aufgrund eines verminderten uterinen Blutflusses auch die plazentare Gluko-
seaufnahme reduziert sein kdnnte.> Hahn et al. fanden zudem nach Inkubation von
humanem Zottengewebe mit Triamcinolon Veranderungen der Aktivitdt plazentarer
Hydrolasen, die an der lokalen plazentaren Blutdruckmodulation beteiligt sind.® Die
von uns ermittelten materno-fetalen Glukosedifferenzen sind dennoch von Bedeutung,
da die Studienlage zeigt, dass fetal umbilikal vendse und maternal arterielle Glukose-
werte positiv miteinander korrelieren.%92 Die meisten Erkenntnisse Uiber die humane
Plazenta und den transplazentaren Nahrstofftransfer stammen aus in vitro Studien, da
es schwierig ist ein fir die Schwangerschaft unbedenkliches in vivo Studiendesign zu
etablieren.?'® Holme et al. entwickelten hierfir den 4-vessel Sampling Approach.?16
Studien anhand dieses Designs konnten helfen die Auswirkungen von ANS auf den

transplazentaren Glukosetransfer besser beurteilen zu kénnen.

Zusammenfassend sahen wir anhand unserer Studie anders als vermutet keine
Hinweise fir eine Reduktion des transplazentaren materno-fetalen Glukosetransfers
nach BET, da sich weder signifikante Veranderungen der materno-fetalen Glukosedif-
ferenzen, noch der GLUT1- und GLUT3-Proteinlevel gezeigte hatten. Der transplazen-

tare Glukosetransfer scheint insgesamt flusslimitiert zu sein.
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4.3 Fetale Glukosehomdostase nach Betamethason

Im Folgenden werden die Auswirkungen eines einmaligen Zyklus BET auf die fetale
Glukosehomoostase diskutiert. Betrachtet wurden hier die fetalen Parameter Glukose
und Glukoseverbrauch, Insulin, HOMA-IR, IGF-1 und IGF-2.

Je nach Studiendesign sind in der Literatur nach ANS reduzierte,*”:86:101 ynver-
anderte'!* oder sogar erhohte fetale Glukosewerte beschrieben.*4115 Im Hinblick auf
die von uns beobachtete fetale Wachstumsreduktion erwarteten wir auch reduzierte
fetale Glukosewerte. Interessanterweise sahen wir in der Gesamtgruppe der reifgebo-
renen Feten hingegen signifikant erhdhte fetal umbilikal vendse Glukosespiegel, sowie
einen Trend hierfur bei beiden Geschlechtern. Es zeigten sich in dieser Gruppe keine
signifikanten Korrelationen zwischen fetal umbilikal vendsen Glukosewerten und feta-
lem Kopfumfang. Vermutlich sind die erhdhten fetal umbilikal vendsen Glukosewerte
erklarbar durch die parallel erhbhten maternalen Glukosewerte, bei unverandertem
transplazentarem Glukosetransfer. Eine passagere maternale Hyperglykamie nach
ANS wurde in etlichen Studien beobachtet.”274.75190 Ahnlich wie wir in unserer Studie,
zeigten auch Sloboda et al. im Schafmodell jedoch erhéhte fetale Glukosewerte zu
einem spaten Zeitpunkt in der Schwangerschaft.** Im Gegensatz zu uns, zeigten
Ahmad et al. hingegen erhdhte peripartale maternale und fetale Glukosespiegel nicht
>14 Tage nach ANS hinaus.” Interessant ist, dass die erhéhten fetal umbilikal veno-
sen Glukosespiegel in unserer Studie nicht einher gingen mit einem erhdhten fetalen
Glukoseverbrauch, denn dieser war vergleichbar mit dem CON-Kollektiv. Ein unver-
anderter Glukoseverbrauch erklart nicht die beobachtete Wachstumsreduktion, jedoch
dass wir trotz im Vergleich zum CON-Kollektiv erhohter fetal umbilikaler Glukosespie-
gel, anders als in diabetischen Schwangerschaften, keine Makrosomie beobachten
konnten. Die fetale periphere Glukoseutilisation im Gewebe ist eng gekoppelt an die
fetalen Insulinspiegel.'® Inwiefern die Glukoseaufnahme in fetales Gewebe durch ma-
ternal appliziertes BET nach transplazentarem Transfer beeinflusst wird und ob hier
gestorte Mechanismen zu einem reduzierten Fetalwachstum beitragen, ist an dieser
Stelle nicht zu beantworten und bedarf weiterer Untersuchungen. Bekannt ist, dass
ANS insgesamt mal3geblich Einfluss auf die fetale Glukosehomo&ostase haben, so tra-
ten hiernach haufiger neonatale Hypoglykamien auf.?!” Dies ist flrr den klinischen All-
tag relevant, um ein entsprechendes postpartales Glukosemanagement einzuleiten.

Dartber hinaus scheint das Risiko fur die Manifestation einer Glukosetoleranzstdrung
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erhoht zu sein (Tabelle 2). So zeigte sich beispielsweise im Glukosetoleranztest bei
der urspringlichen ANS-Kohorte von Liggins und Howie im Alter von 30 Jahren eine
erhohte Insulinantwort, hinweisend auf eine mégliche Insulinresistenz.® Auch in unse-
rer Studie induzierte BET noch auf3erhalb des Behandlungszeitraums andauernde
Veranderungen der fetalen Glukosewerte. Fraglich ist, ob und in inwiefern es Veran-
derungen im Zeitraum zwischen BET und Geburt gab. Unklar ist zudem, wie sich die
fetalen Glukosewerte postpartal entwickelten. Insgesamt erklaren die Veranderungen
der fetalen Glukosespiegel bei gleichzeitig unverandertem fetalem Glukoseverbrauch

die Reduktion der Kdrperlange bei Knaben und des Kopfumfangs bei Madchen nicht.

Der fetale Phanotyp wird maf3geblich durch die Wirkung fetalen Insulins so-
wohl als anaboles Hormon und als Wachstumsfaktor bestimmt.116 Anders als vermutet
fanden wir jedoch trotz Wachstumsminderung keine reduzierten fetalen Insulinspiegel
nach BET. Dies entspricht den Ergebnissen von Ahmad et al., die weder bei Entbin-
dung innerhalb, noch aulRerhalb des ANS-Wirkzeitraums signifikante Veranderungen
der fetalen Insulinspiegel fanden.” Auch Sloboda et al. fanden bei Schafen zu einem
spaten Zeitpunkt nach BET unveréanderte fetale Insulinspiegel bei gleichzeitig signifi-
kant erhthten fetalen Glukosespiegeln.** Maternale Plasmawerte zum Vergleich lagen
nicht vor.44 Verhaeghe et al. konnten hingegen eine Steroid-induzierte fetale Hyperin-
sulinamie aufzeigen, die sich jedoch innerhalb von 24h normalisierte.'3° Zudem war
dort der fetale HOMA-IR passager erhoht.23° Bei Reifgeborenen deren Miitter 24 h vor
Sektio BET erhalten hatten, wurden transient erhdhte fetal umbilikale C-Peptid- und
Glukosewerte beobachtet.!> Im Schafmodell konnte gezeigt werden, dass nicht nur
bei Hypoglykamie, sondern auch bei andauernder Hyperglykdmie eine abge-
schwéchte basale und Glukose-stimulierte Insulinsekretion auftritt, im Sinne normaler
bis reduzierter fetaler Insulinspiegel.®® Hingegen zeigte sich nach pulsatiler Hypergly-
kamie eine erhohte fetale Insulinsekretion.®® Pedersen besagte, dass eine maternale
Hyperglykadmie zu einer fetalen Hyperglykamie mit Gbersteigerter fetaler Insulinantwort
und in Folge zu einer fetalen Makrosomie fiihrt.%6 Desoye et al. beschrieben in diesem
Zusammenhang das so genannte ,fetal glucose steal“- Phanomen.?* Auf erhthte fe-
tale Glukosewerte blieb bei uns eine signifikant erhdhte fetale Insulinantwort aus. Dies
konnte auf eine BET-bedingte langfristige Beeintrachtigung der Insulinkinetik des feta-
len Pankreas hindeuten. Die nicht signifikant veranderten fetalen Insulinspiegel in un-

serer Studie erklaren den gleich bleibenden fetalen Glukoseverbrauch der BET-Feten,
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entsprechend der von Desoye et al., Simmons et al. und Michelsen et al. beschriebe-
nen Befunde.®>116.218 Unveranderte fetale Insulinspiegel erklaren jedoch nicht die be-
obachtete Reduktion des Kopfumfangs, da nach Davidson et al. eine positive Korrela-
tion zwischen fetalem Insulin und Kopfumfang bestehen musste.?° Wir hingegen fan-
den eine signifikant negative Korrelation zwischen fetalem Kopfumfang und fetal um-
bilikal vendsem Insulin (?BET: p=-0,455*, p=0,044) und fetalem HOMA-IR (¢?BET:
p=-0,474*, p=0,040). Beachtet man die bei den Madchen bestehenden Hinweise flr
eine erhohte Insulinresistenz (tendenziell erhéhter HOMA-IR, p=0,032MA, p3=0,066K),
konnte man eine geringere Glukoseaufnahme in peripheres Gewebe vermuten und
dies in Verbindung bringen mit den beobachteten Wachstumsveranderungen nach
BET. Limitierend ist, dass der HOMA-IR nicht standardisiert ist fiir die Physiologie bei
Feten, wenngleich bereits Arbeitsgruppen vor uns diesen als Mal} fiir eine fetale Insu-

linresistenz verwendet haben.1%°

Nebenbefundlich beobachteten wir bei Reifgeborenen hohere fetale IGF-1-
Spiegel als bei Friihgeborenen. In den BET-Gruppen erlangten diese Unterschiede
Signifikanz. Dies entspricht den Ergebnissen von Giudice et al., die auch einen signi-
fikanten Anstieg der fetalen IGF-1-Spiegel im Schwangerschaftsverlauf beobachte-
ten.'>” Wie bei uns, so zeigten sich auch bei Ahmad et al. keine Veranderungen der
fetalen IGF-1-Spiegel, sowohl bei Geburt innerhalb und aufRerhalb von 14 Tagen nach
BET, allerdings hatten sich dort auch keine Veranderungen der fetalen Anthropometrie
gezeigt.”® Im Schafmodell wurden unveranderte fetale IGF-1-Spiegel bei einem und
zwei Zyklen BET beobachtet.*?> Weitere Zyklen waren jedoch mit reduzierten fetalen
IGF-1-Spiegeln assoziiert.*?> Verhaeghe et al. zeigten nach DEX lediglich passager re-
duzierte IGF-1-Spiegel (<48h).1%° Bei Reifgeborenen deren Mutter 24 h vor Sektio BET
erhalten hatten, wurden signifikant reduzierte fetale IGF-1-Werte bei IUGR-Neugebo-
renen, nicht jedoch bei normosomen Neugeborenen beobachtet.'®> Clifton et al. be-
schrieben geschlechtsspezifische Unterschiede hinsichtlich der IGF-Achse und des
Fetalwachstums und postulierten, dass fetales IGF-1 bei Madchen ein wichtiger Pra-
diktor fiir das Geburtsgewicht ist.?2° Insgesamt passen die unveranderten fetalen IGF-
1-Spiegel hier ins Bild, da wir keine signifikanten Verdnderungen des Geburtsgewichts
nach BET fanden.

75



Man nimmt an, dass prapartal insbesondere fetales IGF-2 bedeutsam ist fur
das plazentare und fetale Wachstum.191% So wird IUGR generell meist assoziiert mit
reduzierten fetalen IGF-2-Spiegeln.11%157.158 Klauwer et al. beobachteten hingegen kei-
nen Zusammenhang zwischen fetalem IGF-2 und fetaler Anthropometrie.??! Dahinge-
gen beschrieben Ahmad et al. nach BET eine anhaltende Suppression der fetalen IGF-
2-Spiegel, sowohl bei Entbindung innerhalb und aufRerhalb von 14 Tagen nach ANS,
trotz unveranderter fetaler Anthropometrie.”® In unserer Studie fanden wir nach BET
keine signifikanten Veranderungen der fetalen IGF-2-Spiegel. Entsprechend Davidson
et al. zeigten auch unsere Korrelationsanalysen keinen Zusammenhang zwischen fetal

umbilikalen IGF-2-Spiegeln und fetalem Kopfumfang.21®

Zusammenfassend zeigten sich nach einmaligem Zyklus BET Veranderungen
der fetalen Glukosehomdoostase. Reifgeborene wiesen auf3erhalb des BET-Behand-
lungszeitraums langfristig signifikant erhdhte fetal umbilikal vendse Glukosewerte auf,
jedoch ohne signifikante sekundére Veranderungen der Insulinspiegel und des fetalen
Glukoseverbrauchs. Bei den Madchen ergaben sich Hinweise fur eine vermehrte In-
sulinresistenz bei tendenziell erhdhtem HOMA-IR. BET hatte keinen Einfluss auf feta-
les IGF-1 und IGF-2.

4.4 Schlussfolgerung

Die vorliegende Arbeit ist eine der ersten, die die Auswirkungen von BET auf die ma-
ternale und fetale Glukosehomdostase und den transplazentaren Glukosetransfer pe-
ripartal auch auf3erhalb des BET-Behandlungszeitraums untersucht hat. Hintergrund
war unsere Beobachtung geschlechtsspezifischer Veranderungen des Fetalwachs-
tums nach BET, mit einer Reduktion des Kopfumfangs bei Madchen und der Korper-
lange bei Knaben.'*° Die essentielle Rolle von Glukose fir das Fetalwachstum, lie
uns vermuten, dass hier ursachlich eine fetale Minderversorgung mit Glukose eine
Rolle spielen kdnnte, entweder bedingt durch ein reduziertes Glukoseangebot im ma-
ternalen Kompartiment, durch einen reduzierten transplazentaren Glukosetransfer,
oder durch Veranderungen der fetalen Glukosehomoostase. Insgesamt zeigten sich
bei den Knaben und deren Miittern keine relevanten Verdnderungen der Glukoseho-
moostase nach BET, die in Zusammenhang mit der reduzierten Korperlange stehen

konnten. Veranderungen nach BET zeigten sich hingegen bei den Madchen und deren
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Miuttern. Im maternalen Kompartiment bestanden tendenziell erhéhte Plasmaglukose-
spiegel und zwar anders als erwartet nicht passager nach BET, sondern =237+0 SSW
andauernd und ohne signifikante sekundéare Veradnderungen der Insulinspiegel. Es
ergaben sich dartber hinaus insgesamt Hinweise fur eine vermehrte Insulinresistenz
(erhéhter HOMA-IR). Tendenziell erh6hte maternale IGF-1- und insgesamt signifikant
reduzierte IGFBP-1-Spiegel weisen prinzipiell auf eine anabole Stoffwechsellage hin,
trotzdem in der BET-Gruppe eine verminderte Gewichtszunahme wahrend der
Schwangerschaft ohne veranderte Leptinspiegel bestand. Fur den klinischen Alltag
ware die Notwendigkeit zusatzlicher Kontrollen der maternalen Glukosespiegel auch
aulRerhalb des unmittelbaren ANS-Behandlungszeitraums zu diskutieren. Nach BET
ergaben sich keine Hinweise fir eine Beeintrachtigung des transplazentaren Glukose-
transfers bei unverénderten GLUT1- und nicht signifikant veranderten GLUT3-Protein-
leveln sowie materno-fetalen Glukosedifferenzen. Dies entspricht der in der Literatur
beschrieben Hypothese, dass der Transfer anscheinend lediglich flusslimitiert ist und
nicht diffusions- sprich Transporter-limitiert.8> Analog zu den tendenziell erhéhten ma-
ternalen Glukosewerten zeigten sich auch bei den Feten signifikant erhdhte fetal um-
bilikal vendse Glukosewerte 237+0 SSW. Auch diese induzierten jedoch keine signifi-
kanten sekundéaren Veranderungen der Insulinspiegel, zudem keinen erhéhten fetalen
Glukoseverbrauch und auch kein vermehrtes Wachstum.®¢ Wie bei den Miittern, so
ergaben sich auch bei den Madchen Hinweise fur eine vermehrte Insulinresistenz. Ins-
gesamt zeigten sich bei den Madchen und deren Muttern somit langerfristige Veran-
derungen der maternalen und fetalen Glukosehomoostase nach BET. Trotz eines aus-
reichenden Glukoseangebots ergaben sich sowohl im maternalen als auch im fetalen
Kompartiment keine Hinweise fur eine anabole Wirkung. Dies kdnnte in Zusammen-
hang mit der beobachteten Reduktion des Kopfumfangs bei den Madchen stehen.
Follow-up-Studien waren notig um zu untersuchen, ob dieses Kollektiv dauerhafte me-

tabolische Veranderungen aufweist.
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