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1 EINLEITUNG

Frihgeborene (FG) verlassen in einer Entwicklungsphase die Gebarmutter, in
der sie noch weiterhin durch die Plazenta erndhrt werden sollten. Um eine
optimale Reifung der Kinder zu gewahrleisten, stehen wir vor der
Herausforderung sie qualitativ und quantitativ mit allen Nahrstoffen zu versorgen,
die der plazentaren Versorgung in der Gebarmutter entsprechen. Dies muss
allerdings unter Berucksichtigung der metabolischen Veranderungen geschehen,

die die Frihgeburt mit sich bringt.

Zum Wachstum ist der Aufbau von Strukturen notwendig, die in engen Grenzen
konstante Konzentrationen von Nahrstoffen bzw. ihren Syntheseprodukten
enthalten z. B. Wasser, Proteine, Nukleinsduren, Calcium und Phosphat. Drei
wesentliche  konstitutive  Bestandteile aller Gewebe sind Cholin,
Docosahexaenséure (DHA) und Arachidonsaure (ARA), und zwar vorwiegend
als Strukturbausteine in Form von Phospholipiden und nicht als Kofaktoren, wie
Vitamine. Sie sind fur Fo6tus und Frihgeborene essenziell, weil ihre

Eigensynthese nicht bzw. nicht in ausreichendem Mal3stab stattfindet.

Diese Dissertation wird die Frage erortern, warum die Nahrstoffe Cholin, ARA
und DHA von besonderer Bedeutung bei Frihgeborenen sind, ob bei
Frihgeborenen ihre Zufuhr durch Muttermilch ausreicht und was beachtet
werden muss, um ihre optimale Zufuhr bei der enteralen Erndhrung von

Frihgeborenen zu erreichen.

1.1 GRUNDLAGEN DER NEONATALEN ENTWICKLUNG

Die Schwangerschaft des Menschen umfasst von der Konzeption an in der Regel
38 Wochen. Sie wird in Trimester eingeteilt. Ein Trimester (=Trimenon) betragt

somit circa 13 Wochen.

Das erste Trimenon besteht aus Blastogenese, Embryonalphase und Beginn der
Fetogenese. Nach der Befruchtung beginnt die Zygote damit, sich mitotisch zu
teilen. Jenseits des Morula-Stadiums (64 Zellen) beginnt die Differenzierung: es
entsteht die Blastozyste, die aus Zellen besteht, welche sich zu dem spéateren
Embryo entwickeln (Embryoblast). Zudem entwickelt sich der Trophoblast,
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welcher die Hulle der Blastozyste bildet. Wahrend der ersten zwei
Schwangerschaftswochen (SSW) nistet sich diese Blastozyste in die
Gebarmutter ein. Aus dem Trophoblasten (von griechisch: Tpo@ri= Nahrung)
differenziert sich die Plazenta (Moore et al. 2011, S. 47). Bereits in der zweiten
SSW (Embryonalphase) entstehen die drei Keimblatter: Ektoderm, Mesoderm
und Entoderm. Es bildet sich mit der Chorda dorsalis die Koérperachse aus. Davon
ausgehend beginnen sich die Organe ab der dritten SSW zu differenzieren
(Schulze 2011, S. 24-26). Die ersten Gehirnanlagen entstehen, das Herz beginnt
zu schlagen, die Arm- und Beinknospen differenzieren sich und der Embryo
wachst von 4mm in der vierten SSW zu 30mm Lénge am Ende der 8. SSW heran.
Ab der 9. SSW bis uber das 2. Trimenon (ab den 4. Schwangerschaftsmonat)
hinaus findet die Fetogenese statt. Wahrend dieser Wachstumsphase
differenzieren sich die Organe (Schulze 2011, S. 12-13). Das dritte Trimenon
beginnt mit dem 7. Schwangerschaftsmonat. Der Fetus nimmt fortschreitend an
Gewicht zu, die Wachstumsrate verlangsamt sich jedoch ab der 30.-32. SSW.
Damit einhergehend differenzieren sich die Organe. Die subkutane Fettschicht
wie auch die Lunge wachsen progredient, das Gehirn, wie auch andere
Sinneszellen und Organe bildet sich weiter aus. (Bernhard et al. 2019c; Moore et
al. 2011, S. 119-121).

Nach der Geburt miussen sich die Organsysteme an eine vollkommen neue
Umwelt anpassen. Die Lungen werden mit Luft gefillt, der fetale Kreislauf stellt
sich um. Die gesamte Sinneswelt ist mit einer neuen Umgebung konfrontiert.
Auch die Ernahrung schwankt von einer kontinuierlichen Ernahrung durch die
Plazenta, die selektiv wichtige Nahrstoffe flir den Fetus bereit stellt (Crawford
2000), zu einer enteralen Erndhrung. Nun muss sich das Neugeborene auf eine
veranderte Zusammensetzung der N&hrstoffe und ein, wenn auch zu Beginn in
noch sehr kurzen Abstanden, intermittierendes Angebot einstellen (B. Koletzko
et al 2013).

Die Termingeburt ist definiert durch die Geburt wahrend der 38.-42. SSW (post
menstuationem). Kinder, die vor der vollendeten 37. SSW geboren werden,

werden als Friihgeborene (FG) bezeichnet. Dabei lasst sich zwischen extrem
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Frihgeborenen (<28.SSW), sehr Frihgeborenen (28.-32.SSW) und moderat
Frihgeborenen (32.-37.SSW) unterscheiden (WHO 1977). Neugeborene unter
2,5kg werden als ,low birth weight infants® (LBWI) definiert, unter 1,5 kg als ,very
low birth weight infants® (VLBWI) und unter 1kg als ,extreme low birth weight
infants“ (ELBWI) (WHO 2022). Etwa 8,5% aller Geburten in Deutschland sind
Frihgeburten. Insgesamt 1,3% aller Kinder in Deutschland kommen als sehr
kleine Frihgeborene vor der 32. SSW auf die Welt (Euro-Peristat 2015). Weltweit
liegt die Rate an Frihgeborenen bei 11,1% wobei 9 von 11 Landern, die eine
Rate von Uber 15% verzeichnen in Afrika sudlich der Sahara liegen (Blencowe et
al. 2012). Fruhgeburtlichkeit hat unterschiedliche Ursachen: Infektionen der
Eih&ute kdnnen zu vorzeitigen Wehen fihren, bei Mehrlingsschwangerschaften
kann es zur frihen Unterversorgung der Feten kommen oder ein vorzeitiger
Blasensprung kann zu Infektionen fuhren, weshalb eine Geburt dann frihzeitig

eingeleitet werden muss.

Die neonatale Mortalitat (d.h. in den ersten 27 Lebenstagen) schwankt in Europa
von 1,2 pro 1000 Geburten in Island bis 4,4 in Bulgarien. In Deutschland liegt sie
bei 2,3. 45,2% der in Europa verstorbenen Kinder sind extrem, 12,1% sehr und
16,2 % moderat Frihgeborene. 26,5% aller verstorbener Kinder sind reif geboren
(Euro-Peristat 2015).

Das Gesamtiuberleben Frihgeborener steigt mit dem Gestationsalter zur Geburt
bis zur 40.SSW. So liegt die Mortalitatsrate von Friihgeborenen in England, die
in der 24.SSW geboren werden noch bei 41%, sinkt dann kontinuierlich ab mit
11% in der 27.SSW und 1% in der 34.SSW. In der 40.SSW liegt sie bei 0,1%
(Office for National Statistics 2013). In Landern mit niedrigem Einkommen liegt
die Mortalitatsrate bei 90% in der 28. SSW und 50% in der 34. SSW (WHO 2012).
Dennoch steht die neonatale Intensivmedizin vor grof3en Herausforderungen. Fur
Frihgeborene typische Gefahrdungen und akute arztliche Herausforderungen
sind unter anderem: ein persistierender Ductus arteriosus, das Atemnotsyndrom,
neonatale Sepsen, Apnoen, sowie langfristig die bronchopulmonale Dysplasie,

nekrotisierende Enterocolitis (NEC), Retinopathie und periventrikulare
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Leukomalazie. Follow-up Studien zeigen ein erhdhtes Risiko flr Zentralparesen,

Seh- und Hoérbehinderungen im Einschulungsalter (Speer 2019, S. 93).

1.2 DIE MUTTERMILCH

Muttermilch gilt als optimale Nahrungsquelle fir mindestens die ersten sechs
Monate im Leben reifgeborener Kinder. Durch von der Mutter stammende
Leukozyten, Makrophagen, Chemokine, Glykoproteine (wie z.B. Lactoferrin) und
Cytokine senkt Muttermilch die Infektionsrate und fordert das Immunsystem des
Sauglings (Ballard und Morrow 2013). Die langfristige Gesundheit soll durch eine
hochwertige Sauglingsernahrung positiv beeinflusst werden. Dies wird als
metabolische Programmierung bezeichnet. Das bedeutet, dass wahrend der pra-
und postnatalen Phase metabolische Einflisse langfristige Auswirkungen auf die
Gesundheit des Kindes, bis hin zum Erwachsenenalter, haben (B. Koletzko et al
2013). So gibt es Hinweise darauf, dass Stillen positive Effekte auf Blutdruck,
Cholesterinwert, Ubergewicht, Diabetes Mellitus Typ 2 sowie den IQ hat (Horta
2007). Es besteht zudem ein Zusammenhang zwischen der Erndhrung von
VLBW-Fruhgeborenen mit Muttermilch und einem erniedrigten Risiko an NEC zu
erkranken (Miller et al. 2018). Studien zufolge unterscheidet sich die
Nahrstoffzusammensetzung der Muttermilch weiterhin stark von denen der
Formulanahrung (Qian et al. 2016; Shunova et al. 2020). Das deutet darauf hin,
dass sich Muttermilch weiterhin nicht ohne Einbuf3en durch Formulanahrung

ersetzen lasst.

Die Zusammensetzung der Muttermilch ist variabel und wird durch zahlreiche
Faktoren beeinflusst. So verandert sie sich beispielsweise im Laufe der
postnatalen Phase, wahrend eines einzelnen Stillvorganges, abhangig von der
Ernahrung der Mutter und abhangig von genetischen Faktoren (G. Dockter 2002,
S. 37; Maas et al. 2017).

Die Muttermilch der ersten 5 Tage nach Geburt wird als Kolostrum bezeichnet.
Sie hat einen hohen Gehalt an unverdaulichen Proteinen (Immunglobulinen und
Lactoferrin) und Leukozyten sowie myeloiden Suppressorzellen und tragt hiermit
zum Infektionsschutz des Neugeborenen bei (Coppa et al. 1999; Kdostlin et al.
2018). Ab Beginn der dritten Woche wird die Muttermilch als reif betitelt. Fett- und
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Lactosekonzentration sowie die Menge der Muttermilch steigen im Laufe der
ersten Wochen an. Reife Muttermilch enthalt 3-5% Fett, 0,8-0,9% Proteine und
6,9-7,2% Kohlenhydrate (Jenness 1979).

Wahrend eines einzelnen Stillvorgangs steigt die Fettkonzentration der
Muttermilch um das 1,5- bis 3-fache an, wahrend sie zu Beginn eher reich an
Proteinen, Mineralstoffen und wasserl6slichen Vitaminen ist. Sie wird im Laufe

des Stillens daher zunehmend energiereicher (Andreas et al. 2015).

Eine ausgewogene Erndhrung Stillender ist essenziell fir optimale
Nahrstoffgehalte der Muttermilch. Fiur die postnatale neuronale Entwicklung wird
empfohlen, auf eine ausreichende Versorgung mit Jod, Eisen, Selen, Cholin,
Zink, Vitamin A, D, B6 und B12, Folsaure und mehrfach ungesattigten
Fettsauren, beispielsweise der Omega-3-Fettsdure Docosahexaensaure (DHA)
und der Omega-6-Fettsaure Arachidonsaure (ARA), zu achten (Bartmann 2002;
Crawford et al. 1976; Innis 2014; Schwarzenberg und Georgieff 2018). Zudem
konnen Toxine aus der Nahrung schadigend fur den heranwachsenden
Organismus sein (G. Dockter 2002, S. 39). Es wurde gezeigt, dass nicht die
Konzentration, sondern die Zusammensetzung der Fettsauren in der Muttermilch
stark von der Erndhrung der Stillenden abhéngt. So wurde DHA in einem Umfang
von 0,1-1 % und Linolsaure von 6-30% der Fettsduren in der Muttermilch,
abhangig von der Diat der Mutter, gemessen (Innis 2007b, 2014). Hierbei ist
anzumerken, dass der Linolsauregehalt in der Ernahrung in Industrielandern in
den letzten 50 Jahren von 6-7% auf 13-18% gestiegen ist (Innis 2014, 2004).

Genetische Polymorphismen fiir die endogene Bildung von Nahrstoffen, wie
beispielsweise Cholin, haben einen hohen Effekt auf ihre Konzentration in der
Milch. So wurden Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs) detektiert, welche Uber
Interaktion mit beispielsweise Methyltetrahydrofolat-Reduktase (die beim Abbau
von Homocystein zu Methionin beteiligt ist) die Dosis-Wirkungs-Kurve zwischen
Cholinaufnahme und Cholingehalt in der Muttermilch beeinflussen. Diese
Polymorphismen scheinen weit verbreitet zu sein. Um detailliertere Aussagen
Uber diesen Zusammenhang zu machen werden weitere Forschungsdaten

bendétigt (Fischer et al. 2010a). Die Zusammensetzung der Milch Friihgeborener,
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verglichen mit der Reifgeborener, ist zudem nicht bei allen Nahrstoffen gleich. So
wurde gezeigt, dass die Cholinkonzentration in der Muttermilch nach Frihgeburt

niedriger ist, als in der Milch nach Termingeburt (Maas et al. 2017).

Von zentraler Bedeutung ist die Frage, ob Muttermilch fur die Erndhrung
Frihgeborener optimal ist. Diese ergibt sich aus der 4-fach hoheren
Wachstumsrate des Feten im 3. Trimenon gegenuber dem reifen Neugeborenen
(Wiechers et al. 2021), wohingegen die Milchzusammensetzung und ihre
Nahrstoffkonzentration diesen erhéhten Bedarf nicht wiederspiegeln (Maas et al.
2017).

Supplementen versetzt, um den Bedarf an Energie, Proteinen, Calcium, etc. zu

Entsprechend wird fur Frihgeborene (FG) die Muttermilch mit

gewahrleisten. Dennoch wird ein erhdhter Anteil der zugefuhrten Energie und des
Proteins als Fett eingelagert, als Ausdruck der Tatsache, dass das FG aus
Protein bzw. Aminoséuren nicht hinreichend Parenchym bilden kann (Goswami
et al. 2016). In diesem Zusammenhang ist erwdhnenswert, dass kurz nach der
Geburt die Cholinkonzentration im Plasma rapide absinkt. Ahnliches gilt auch fir
ARA und DHA (Zeisel 2006; Crawford 2000; Bernhard et al. 2013)). Das
geschieht zu einem fiir Frihgeborene, mit ihrer weiterhin hohen physiologischen
Wachstumsrate, inadaquaten Zeitpunkt. Daraus ergibt sich folgende Perspektive
zur verbesserten Erndhrung von FG: Um eine optimale Entwicklung
Frihgeborener zu gewahrleisten, stehen wir vor der Herausforderung, sie

ausreichend mit limitierenden Nahrstoffen zu versorgen.

1.3 GRUNDLAGEN ZUR ERNAHRUNG FRUHGEBORENER

Nahrstoffe, Mengenangabe Pro kg / Tag Range (%)
Flassigkeit, ml 135-200 +48
Energie, kcal 110-135 +23
Protein, g <1kg Kdrpergewicht 4,0-4,5 +13
1-1,8kg Kdrpergewicht 3,5-4,0

Fette, g 4,8-6,6 +37
Kohlenhydrat, g 11,6-13,2 +14
*DHA, mg 12-30 +150
*ARA, mg 18-42 +133
Zink, mg 1,1-2,0 +80
Eisen, mg 2-3 +50
Folsaure, pg 35-100 +185
Cholin, mg 8-55 +590

Tabelle 1: ESPGHAN Empfehlungen der Nahrstoffe fur Frihgeborene (Agostoni et al. 2010). Die
Range bezeichnet die Abweichung des Maximalwertes vom Minimalwert in %.
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Fettsauren Frihgeborene (%) Reifgeborene (%)

ARA 10,2 (8,5-12,1) 12,6 (8,7-14,3)
DHA 7,5 (5,9-11,9) 12,2 (7,9-17,0)

Tabelle 2: Gehalt an ARA und DHA (in %) im braunen Fettgewebe bei Frih- und Reifgeborenen
(Béckmann et al. 2020)

Fur Fruhgeborene unter 1800g gibt es Richtlinien der ESPGHAN (European
Society for Pediatric Gastroenterology Hepatology and Nutrition), die den Makro-
wie Mikronadhrstoffbedarf der Kinder festlegen (Agostoni et al. 2010). Einige
Mikrondhrstoffe wie Zink und Eisen sind relativ genau angegeben.
Docosahexaensaure (DHA) und Arachidonsaure (ARA) sind mit einer gré3eren
Spannweite angegeben. Cholin, mit einem Range von ca. 590% zwischen
unterem und oberem Empfehlungswert, ist sehr weit gefasst (s. Tabelle 1). Fur
die Poolgréenzunahme wahrend des Wachstumsschubes zwischen der 24. und
34. Woche Gestationsalter, in dem die Kinder im Durchschnitt 1600g an Gewicht
zulegen (Apte und lyengar 1972; Bernhard et al. 2019c; Voigt et al. 2006) werden
19 mg/kg/d Cholin in Form von PC und SM benétigt. Von der 34. bis zur 40.
Woche immer noch 10mg/kg/d (Bernhard et al. 2019c). Somit liegt allein die
PoolgroRenzunahme fir Cholin Gber der unteren Empfehlung der ESPEGHAN
(s. Tabelle 1). Die Abklarung dieser offensichtlichen Diskrepanz und Schaffung
glaubwirdiger Referenzwerte fir Cholin ist daher ein wichtiges Forschungsziel.
Ahnliches gilt auch fir die Empfehlungen fir ARA und DHA, die auch einen
hoheren Wertebereich haben und weit unter den Daten von Clanidin et al sowie
Lapillonne und Jensen liegen. Beide Forschergruppen sind zu einem deutlich
hoheren Bedarf von 140mg/kg/d fur ARA (Clandinin et al. 1981) und 43mg/kg/d
fur DHA (Lapillonne und Jensen 2009) gekommen.
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1.4 PHYSIOLOGISCHE UND BIOCHEMISCHE GRUNDLAGEN DES CHOLINS UND
SEINER METABOLITE FUR DIE FRUHGEBORENENERNAHRUNG

1.4.1 CHOLIN - EIN ESSENTIELLER NAHRSTOFF

Cholin ist ein einwertiger Alkohol mit einer quartaren Ammoniumgruppe und
daher ein Kation (s. Abbildung 1). Es ist ein wasserldslicher Metabolit und
essenzieller Nahrstoff, der lange Zeit wenig Beachtung fand. In den letzten
Jahren haben seine Wahrnehmung und das wissenschaftliche Interesse jedoch
zugenommen, weil durch Forschung die Relevanz von Cholin als Nahrstoff
zunehmend bestatigt wird. 1998 bzw. 2016 haben das US-amerikanische
Institute of Medicine (IOM; heute National Academy of Medicine, NAM) und die
European Food Safety Authority (EFSA) den essenziellen Charakter von Cholin
anerkannt und Zufuhrempfehlungen veroéffentlicht. Die Essenzialitat ist dadurch

gegeben, dass die limitierte endogene Synthese nicht dem Bedarf entspricht.

1.4.1.1 EXOGENE ZUFUHR VON CHOLIN

Cholin wird mit der Nahrung aufgenommen oder in begrenztem Umfang von der
Leber synthetisiert (siehe unten: PEMT-Pathway). Einen hohen Cholingehalt
haben Nahrungsmittel wie Eier, Rindfleisch und einige Pilzsorten (Patterson et
al. 2015). Uber die Bioverfiigbarkeit von Cholin in den oben genannten
Nahrungsmitteln besteht noch unzureichende Klarheit. Der Transport von Cholin
in die Zellen erfolgt proportional zur Plasmakonzentration (Lockman und Allen
2002).

1.4.1.2 EMPFOHLENE ZUFUHRMENGEN VON CHOLIN

Eine ,recommended-dietary-allowance“ (RDI) oder ,estimated-average-
requirement® (EAR) fiir Cholin gibt es derzeit noch nicht. Die RDI steht fiir einen
Wert, mit dem der Bedarf 98% aller gesunden Mitglieder einer
Bevolkerungsgruppe zu decken ist. Fir den EAR muss der Bedarf von 50%
gedeckt sein. Bisher wird mit dem ,adequate intake“ (Al) gearbeitet. Dieser legt
den Bedarf an Cholin fir gesunde Erwachsene durch Schatzung der
gemessenen Aufnahme Uber die Nahrung auf Grund von Experimenten fest. Bei
Cholin wurde dies durch Studien festgelegt, die herausgefunden haben, ab

welcher Zufuhrmenge ein Cholinmangel zu Organdysfunktionen fuhrt. In der
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folgenden Tabelle werde ich die Empfehlungen der USA lber das IOM/NAM und
der EFSA angeben.

Empfehlungen des IOM/NAM Empfehlungen der EFSA
(Institute of Medicine (U.S.) 1998)
Alter / Status | Mannlich | Weiblich Mg/kg/Tag Mg/Tag
(mg/Tag) | (mg/Tag)
0 - 6 Monate 125* 125* 18mg/kg/Tag 120
7-12 Monate 150** 150** 160
4 - 6 Jahre 250 250 170
> 19 Jahre 550*** 425*** 7mg/kg/Tag 400
Schwangere - 45Q**** 480
Stillende - 550Qx**** 520

Tabelle 3: Empfehlungen fiir die Zufuhr an Cholin
* orientierend an der Aufnahme von Cholin durch die Muttermilch

** hochgerechnet aus Daten der 0-6 Monate alten Sauglinge mit Gewichts- & Wachstumsverhéltnis
*** Mindestbedarf fir den Schutz vor hepatischen Schaden

x| erwachsener Frauen + fetale + plazentare Akkumulation

*kx Al erwachsener Frauen + Bedarf um ausreichend Cholin in der MM herzustellen

(EFSA 2016; Institute of Medicine (U.S.) 1998)

Die tagliche Hochstaufnahme von Cholin wird von der IOM/NAM mit 3,5g fur
Erwachsene angegeben, basierend auf Studien, durch welche eine Gabe von
>7g Cholin pro Tag zum Abfall des Blutdrucks um ca. 10mmHg fuhrt (Wallace et
al. 2018). Zudem wurden Al-Werte fur Sauglinge und altere Kinder aus den
Gehalten der Muttermilch und der normalen Erndhrung abgeleitet. Diese Al-
Werte wurden genutzt, um den Al Frihgeborener mit geringerem Korpergewicht
und héherer Wachstumsrate zu extrapolieren, mit dem anfanglichen Ergebnis
von 27,4 mg/kg/Tag fur ein medianes Geburtsgewicht von 735g. Bei
Neugeborenen mit geringerem Geburtsgewicht ist der Bedarf hdher, ihre reale
Versorgung aber oft niedriger (Bernhard et al. 2013). Die ESPGHAN-Empfehlung
von 8-55mg/kg/d (s. Tabelle 1) hingegen entbehrt jeder wissenschaftlichen
Grundlage und entspricht dem Bereich zwischen Al Erwachsene
(550mg=8mg/kg/d) und dem oberen Toleranzwert (3500mg=55mg/kg/d). Allein
der Cholinzuwachs in Form von Membranphospholipiden umfasst jedoch
19mg/kg/d im 3. Trimenon (Bernhard et al. 2019c). Anders als es bei
beispielsweise Fettsduren der Fall ist, gibt es keinen nennenswerten endogenen
Speicher fur Cholin (Li und Vance 2008). Das zeigt sich auch an dem rapiden
Abfall von Cholin innerhalb von 48h nach Frihgeburt (Bernhard et al. 2015).
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1.4.2 CHOLINSYNTHESE, BETAIN, ACETYLCHOLIN UND TRIMETHYLAMINOXID
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Abbildung 1: Ubersicht Cholinstoffwechsel. Dargestellt ist die von Cholin ausgehende Betain Synthese, die Verwendung von Betain als Methylgruppendonator (die
Methylgruppe ist blau markiert), die Acetylcholinsynthese, der Umbau von Cholin zu TMAO sowie der Kennedy-Pathway; Abkirzungen: NADP- Nicotinsdureamid-Adenin-
Dinukleotid-Phosphat, NADP*-oxidierte Form, NADPH-reduzierte Form, TMAO-Trimethylamin-N-Oxid, ATP-Adenosintriphosphat; ADP-Adenosindiphosphat; CTP-

Cytidintriphosphat; PPi-Diphosphat; CMP-Cytidinmonophosphat, BHMT- Betain-Homocystein Methyltransferase



Die Abb. 1 gibt einen Uberblick tiber den Cholinstoffwechsel. Im ersten Teil werde
ich den Stoffwechsel von Cholin und seiner wasserltslichen Metabolite erlautern,
im zweiten werde ich auf den der cholinhaltigen Lipide und ihre Metabolite
eingehen.

1.4.2.1 STOFFWECHSEL VON CHOLIN UND SEINEN WASSERLOSLICHEN
METABOLITEN

Cholin kann mit Acetyl-CoA zu dem wichtigen Botenstoff Acetylcholin

metabolisiert werden (Loewi 1922; Rand 2007). Das spielt qualitativ, neben der

Herstellung des ampiphilen Phospholipids Phosphatidylcholin (PC) via Kennedy-

Pathway (s. Abbildung 3), eine grofRe Rolle fir das Nervensystem und seine

Entwicklung sowie fur andere Zellen.

Quantitativ sind zudem seine wasserldslichen ,Downstream“-Metabolite fiir den
Stoffwechsel tGbertragbarer Ein-Kohlenstoff- bzw. Methylgruppen sehr wichtig. In
Leber und Nieren wird Cholin Uber zwei  Oxidationsschritte
(Cholindehydrogenase, EC 1.1.99.1.; Betainaldehyddehydrogenase, EC
1.2.1.8.) zu Betain umgewandelt (Lambou et al. 2013; Ueland 2011). Betain ist
ein wichtiger Osmolyt, z. B. zum Schutz von Proteinen vor Denaturierung in der
Niere und ist gleichzeitig Quelle fiir die Methioninsynthese via Ubertragung einer
Methylgruppe auf Homocystein. Dies geschieht mit der Zink-abhangigen Betain-
Homocystein-S-Methyltransferase (BHMT). Das entstandene Dimethylglycin und
weitere Downstream Metabolite (Monomethylglycin) dienen auch der
Methioninsynthese aus Homocystein. Hier entsteht 5,10-Methyllentetrahydrofolat
(5,10-CH2-THF), das nach Reduktion durch die Methylentetrahydrofolat-
Reduktase (EC 1.5.1.20) zu 5-Methyltetrahydrofolat (5-CH3-THF) in einer
Vitamin-B12-abhangigen Reaktion ebenfalls eine Methylgruppe auf Homocystein
Ubertragt (Methyioninsynthase EC 2.1.1.15.) (Ueland 2011). Somit ist Cholin Uber
seine ,Downstream®“-Metabolite Betain und Dimethylglycin wesentlicher Lieferant
fur die Synthese von Methionin aus Homocystein und damit Lieferant fur fast alle

Methylierungsreaktionen im Korper (Bernhard et al. 2019c).

Betain wird nicht nur endogen aus Cholin gebildet, sondern kann insbesondere

durch pflanzliche Nahrungsmittel wie Getreide, Spinat und Quinoa aufgenommen



werden (Ross et al. 2014; Ueland 2011). Betain sowie das Uber Dimethylglycin
und Monomethylglycin gebildete 5-Methyltetrahydrofolat bewirken die letztlich
cholinabhangige Methioninsynthese und damit die Methylierungsreaktionen (via
S-Adenosylmethionin) (Ueland 2011; Zeisel 2006). Beide Synthesewege sind
komplementar, so dass bei Vitamin B12- und/oder Folsauremangel mehr Betain
fur die BHMT-Reaktion (siehe oben) benutzt wird (Ueland 2011). Ein Mangel an
Methylgruppendonatoren (S-Adenosylmethionin) fuhrt uber DNA-
Hypomethylierung zu einer veranderten Genexpression (Zeisel 2006). So fihrt
eine frihe Cholinunterversorgung wahrend der fetalen und neonatalen Phase
von Mausen und Ratten zu einer verdnderten Epigenetik (metabolische
Programmierung). Gerade die Unterversorgung im frihen Lebensalter kann
lebenslange Auswirkungen haben (Zeisel 2017). Eine randomisierte kontrollierte
Studie mit 480mg vs. 930mg Cholin-Supplementation zeigte, dass durch erhéhte
Cholingabe die genetische Expression in der Plazenta signifikant verandert wird.
Sie fuhrte dazu, dass die Vaskularisierung und die Reaktion auf Stressfaktoren
verbessert wurden. Fms-like-tyrosin-kinase-1, ein Risikofaktor fur Praeklampsie,

wurde verringert (Jiang et al. 2013).

1.4.2.2 BAKTERIELLER CHOLNABBAU

Mikroben im Darm kdnnen Cholin und Betain zu Trimethylamin (TMA)
metabolisieren. Dies geschieht, wenn diese Komponenten vor der Resorption mit
Bakterien in Kontakt kommen, d.h. wenn die Substanzen nicht resorbiert werden
(z.B. aufgrund einer Resorptionsstorung), sondern in den Dickdarm gelangen
oder wenn der Dunndarm mit Bakterien fehlbesiedelt ist. TMA wird resorbiert,
Uber die Pfortader abtransportiert und dann in der Leber zu Trimethylaminoxid
(TMAO) oxidiert (Al-Waiz et al. 1992; Zeisel und Warrier 2017).
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1.4.2.3 CHOLIN SYNTHESE IN DER LEBER, DER PEMT-PATHWAY
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Abbildung 2 PEMT-Pathway.  Abkiirzungen:  AdoMet-S-adenosylmethionin, ~ AdoHcy-S-
adenosylhomocystein, Hcy-Homocystein; PEMT- Phosphatidylethanolamin-N-Methyltransferase
In der Leber kann Cholin indirekt aus Phosphatidylethanolamin (PE) gebildet
werden. Die Phosphatidylethanolamin-N-Methyltransferase (PEMT; EC 2.1.1.17)
Ubertragt sequenziell die Methylgruppen von drei S-Adenosylmethionin auf PE,
einer damit Methionin-abhangigen Reaktion. Das dadurch entstandene
Phosphatidylcholin (PC) hat die Fettsdurezusammensetzung des PE. Bei
Versuchstieren entstehen 30% des PC Uber den PEMT-Pathway, beim
Menschen ist der Anteil aufgrund von Einzelnukleotid Polymorphismen (SNP)
unterschiedlich (van der Veen et al. 2017). Aus dem PC kann Cholin
anschlielend durch Phospholipasen freigesetzt werden. Allerdings werden fir
die Synthese des Methionins auch Methylgruppen aus dem exogenen

Cholin/Betain genutzt (Grothe et al. 2015), sodass dieser Stoffwechselweg
teilweise von der Cholin- und Betainzufuhr abhangig ist. Bei Feten und
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Frihgeborenen spielt dieser Stoffwechselweg nur eine untergeordnete Rolle,
wird aber durch hohe Cholinzufuhr stimuliert (Bernhard et al. 2019a; Goss et al.
2020).

1.4.2.4 REGULATION DES PEMT-PATHWAYS

Ostrogen spielt eine wichtige Rolle in der Aktivitat des ,PEMT-Pathways®. Ein
hoher Ostrogenspiegel bewirkt einen geringeren Cholinbedarf (Zeisel 2006). Der
Cholinbedarf variiert interindividuell dennoch stark. Haufige genetische
Variationen wie Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs) des PEMT-Gens und
anderer Gene (bis 50%) erhéhen den Bedarf an Cholinzufuhr (Fischer et al.
2010a). Zudem treten solche SNPs vermehrt in bestimmten Teilen dieser Welt
auf als in anderen, sodass zumindest Erwachsene, je nach Herkunft, einen
unterschiedlich hohen Cholinbedarf haben (da Costa et al. 2014).

1.4.3 CHOLINHALTIGE PHOSPHOLIPIDE - STOFFWECHSEL VON
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Abbildung 3: Kennedy-Pathway. Die Strukturformel des Cholins ist jeweils blau umrandet; Abkurzungen:
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Cholin ist in quantitativer Hinsicht hauptsachlich Substrat fir die Neusynthese
des amphiphilen Phospholipids Phosphatidylcholin (PC) via CDP-Cholin-
Pathway (Kennedy-Pathway, Abbildung 3). Hier ist Cholin Ausgangssubstrat fur
die sequenzielle Aktivierung zu Cytidindiphosphocholin (CDP-Cholin). Uber die
Cholinkinase wird es zunéachst phosphoryliert (Phosphocholin), anschliel3end
Uber die CTP-Cholinphosphat-Cytidylyltransferase zu CDP-Cholin aktiviert. Die
Cholinphosphotransferase ubertragt dann ein Phosphocholin auf Diacylglycerol,
sodass PC de novo unter Verwendung von exogenem Cholin entsteht. Dieser
Stoffwechselweg ist ubiquitar (McMaster 2018). Cholinhaltige Metabolite des PC
sind Lyso-PC und a-Glycerophosphocholin sowie Sphingomyelin (SM) (s.
Abbildung 1 und Abbildung 4).

1.4.3.1 FUNKTIONEN VON PHOSPHATIDYLCHOLIN

PC ist durch seine amphiphile Struktur zur Ausbildung von Doppelschichten
fahig. Diese sind fur Membranen essenziell. PC befindet sich bevorzugt im
aulReren Blatt der Plasmamembran (Loffler 2007, S. 149-150). Dort fungiert es
besonders in der Leber und der grauen Substanz des Gehirns als Reservoir fur
langkettige mehrfach ungesattigte Fettsauren wie Arachidonsdure und
Docosahexaensaure (Pynn et al. 2011; Sastry 1985). PC ist Hauptphospholipid
lipidhaltiger Sekrete, insbesondere der Galle (Angelico et al. 1992), Lipoproteine
und des Surfactants (Buckingham S. und Avery M.E. 1962; Dobbie 1996). In der
Galle fungiert es als Emulgator (Hofmann und Hagey 2014). Zudem dient PC zur
Bildung von Sphingomyelin (s. nachstes Kapitel).

PC ist wichtig fur die Bildung von ,Very-Low-Density-Lipoproteins“ (VLDL) in der
Leber, der Chylomikronen in den Enterozyten des Darms und der ,High-Density-
Lipoproteins“ (HDL) in anderen Organen wie z. B. der Lunge. 95% des durch die
Galle in den Verdauungstrakt abgegebenen PCs wird dber einen
enterohepatischen Kreislauf reabsorbiert (Li und Vance 2008). Ein Cholinmangel
fuhrt zu einer verringerten Bildung von Lipoproteinen in der Leber, sodass sich
eine Hepatosteatose entwickelt (Zeisel 2006). Ca. 80% der (konditionell)
essenziellen polyunsaturierten Fettsauren DHA und ARA werden im Blut als PC-

Anteil der Lipoproteine transportiert (Bernhard et al. 2018; Bernhard et al. 2019c).
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Es wurde gezeigt, dass Supplementierung von Cholin die Konzentration DHA-
PC bei nicht Schwangeren und Frihgeborenen steigert, nicht jedoch bei
Schwangeren (Bernhard et al. 2019a; West et al. 2013) .

Lyso-PC fungiert als Mediator zahlreicher Funktionen im Korper, beispielsweise
Apoptose und Angiogenese (Rivera und Chun 2008), Leukozytenattraktion,
Wundheilung und Thrombozytenaggregation (Moolenaar 1995). a-
Glycerophosphocholin  stabilisiert, ahnlich wie Betain, das osmotische
Gleichgewicht der Niere (Zablocki et al. 1991). Ferner kann es durch die Blut-
Hirn-Schranke treten und wird fir die Bildung von Acetylcholin genutzt (Parnetti
et al. 2007).

1.4.3.2 CHOLINHALTIGE SPHINGOLIPIDE — STOFFWECHSEL VON SPHINGOMYELIN

Gangliosid Sulfatid

!

Phosphoadenosin-

Glucosylceramid M hosph
Y Cerebrosid enophosphat
ubp Phosphoadenosin-
Phosphosulfat
LDP
UDP-Glukose .
OH /<_;}-——— —
i UDP-Galaktose O
HO A1 N o—p
/\I/\/ - [\\f " F?
HN.__0 > o =
Ceramid | Sphingomyelin g X
/" ' Sphingosin
50 ---hl.lf'".ﬁl-l;-,.l NOH
|I _,J Ii H/L%D o] 0
B 2 S he
. . =} F R

—— . . Diacylglycerin
& Phosphatidylcholin

Abbildung 4: Synthese von Sphingomyelin. Abkurzungen: UDP - Uridindiphosphat

Sphingolipide sind die Uberbezeichnung von Verbindungen mit dem
Aminodialkohol Sphingosin. Ausgangsmolekul fir die Synthese aller
Sphingolipide ist Ceramid, dass durch die Verknlpfung einer Fettsaure mit der
Aminogruppe des Sphingosins entsteht. Aus Ihnen kann, wie in Abbildung 4
gezeigt, durch die Reaktion mit PC das cholinhaltige Sphingomyelin (SM)
entstehen. Es ist das mengenmaliig vorherrschende Sphingolipid. Weitere
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Sphingolipide sind Cerebroside, Sulfatide und Ganglioside (Lo6ffler 2007, S. 285—
286). Sphingolipide inclusive Sphingomyelin werden auch Uber die Nahrung
aufgenommen, zum Beispiel durch Milch, Fleisch, Leber, Eier und Hulsenfriichte
(Vesper et al. 1999).

1.4.3.3 FUNKTIONEN VON SPHINGOMYELIN

SM befindet sich vor allem in dem auf3eren Blatt der Zellmembranen, ahnlich wie
PC. Es ist wichtig fir den Membranaufbau und die Bildung funktioneller
Domanen, sogenannter ,Lipid rafts“ (Loffler 2007, S. 149-150). Zudem ist SM
ein wichtiger Bestandteil der ,high density lipoproteins® (HDL), moduliert
gemeinsam mit PC die Funktion von Lipoproteinen (Hammad et al. 2010) und
wirkt protektiv gegen Koronarerkrankungen (Martinez-Beamonte et al. 2013). SM
scheint die Absorption anderer Fette aus der Nahrung, gerade von Cholesterin,
in Mausen zu verringern und somit Entzindungen sowie die Zunahme an
Fettgewebe, zu verringern (Norris et al. 2017). Es wird vermutet, dass sich SM
protektiv auf kolorektale Karzinome auswirkt. Zudem koénnte es sich durch die
Interaktion mit dem Mikrobiom positiv auf entziindliche Prozesse wie Colitis
ulcerosa auswirken (Duan und Nilsson 2009). Untersuchungen zeigen jedoch
auch, dass SM durch seinen Metaboliten Ceramid zu proinflammatorischen
Prozessen im Colon fihren kann, wohingegen PC dem entgegenwirkt (Leucht et
al. 2014). Dennoch wirkt Gabe von SM p. o. in vivo intestinal anti-inflammatorisch
(Furuya et al. 2008).

1.4.4 ENTWICKLUNGSPHYSIOLOGISCHE BEDEUTUNG VON CHOLIN

Cholin ist fur die neuronale Entwicklung essenziell. In Versuchen mit Nagern, die
wahrend der Schwangerschaft cholinreich erndhrt wurden, wurde beim
Nachwuchs eine hoéhere Proliferation hippocampaler Stammzellen und spéter,
ein verbessertes Langzeitgedachtnis gefunden (Zeisel 2006). Kinder, die
ausschlieGlich mit Muttermilch ernahrt wurden, oder eine Formulanahrung
erhalten haben, die viele ungesattigte Fettsauren, Cholin, Folsaure,
Sphingomyelin  und Phosphatidylcholin enthalt, entwickeln die hdchste
Myelinisierung der grauen Substanz im Gehirn (Deoni et al. 2018). Zudem spielt

Cholin eine wichtige Rolle fur die Proliferation und Differenzierung von retinalen
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Vorlauferzellen. Bei Mausen fuhrte eine Cholindeprivation in utero zu Defekten
der Photorezeptoren (Trujillo-Gonzalez et al. 2019). Ob und in welcher
Konzentration eine Cholin-Supplementierung zu einer verbesserten
neurokognitiven Entwicklung bei menschlichen Feten fuhrt, ist bisher ungeklart.
Marie Caudill et al haben herausgefunden, dass es mindestens eine Verdopplung
der Zufuhr an Cholin bedarf um signifikante Unterschiede im kognitiven Verhalten
der Kleinkinder zu messen (Caudill et al. 2018). Zudem kommt eine Studie von
Wu et al zu dem Ergebnis, dass eine erhéhte Zufuhr an Cholin und Betain in der
16. SSW mit einer verbesserten motorischen Entwicklung bei 18 Monate alten
Sauglingen korreliert (Wu et al. 2012). Bei Supplementierung der gleichen Menge
von freiem Cholin und PC steigt Cholin im Plasma tber 1,5 Mal starker und langer
an als durch Gabe von freiem Cholin (Hirsch et al. 1978).

Die Toxizitat von Cholin wird oft durch seinen Metaboliten Trimethylaminoxid
(TMAO) angegeben. Es wird vermutet, dass TMAO mit kardiovaskularen
Erkrankungen assoziiert ist (Zeisel und Warrier 2017). Eine hohe TMAO-
Konzentration, scheint mit dem Mikrobiom assoziiert zu sein. So wurde
herausgefunden, dass bei Individuen, die vermehrt TMAO produzieren, eine
erhohte Anzahl von Bakterien wie den Firmicutes gefunden wurde (Wallace et al.
2018). Eine Erndhrung mit bis zu drei Eiern taglich fuhrt, laut Studienlage, jedoch
nicht zu einer signifikanten Veranderung des TMAO Spiegels (DiMarco et al.
2017). In Fisch und Meeresfrichten ist TMAO besonders stark vorhanden
(Landfald et al. 2017).

1.4.5 CHOLIN IN SCHWANGERSCHAFT UND PERINATALER PHASE

Der Fetus wird in utero durch die Plazenta mit hohen Cholinmengen versorgt.
Daher ist im fetalen Plasma die Cholinkonzentration 3-4x hoher, als im
matterlichen Plasma (36umol/l vs. 10-12umol/l) (Bernhard et al. 2015; Zeisel
2006). Studien weisen darauf hin, dass eine unzureichende Cholinversorgung zu
Neuralrohrdefekten bei Feten fuhrt. Schwangere, die unter 150mg/Tag Cholin mit
der Ernahrung aufnehmen, haben ein 4-Fach hdheres Risiko dass ihre Kinder
Neuralrohrdefekte aufweisen (Shaw et al. 2004).
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Die Cholinkonzentration sinkt im Plasma Friilhgeborener in den ersten Tagen des
Lebens schneller ab als bei Reifgeborenen, von 40 auf 20umol/l innerhalb von
48h-post partum (Bernhard et al. 2015). Wohingegen sie bei Reifgeborenen in
der ersten Woche nach Geburt hoch bleibt (von 35 auf 31pmol/L) und erst nach
3 Wochen (auf 23,6umol/L) abgefallen ist (licol et al. 2005). Nach den ersten 48h,
sinkt die Cholinkonzentration Frihgeborener nicht weiter, was darauf deuten
kann, dass periphere Organe Cholin abgeben, anstatt es fiir ihre Entwicklung zu
nutzen (Bernhard et al. 2019c). Tierexperimentell wurde dies fur die Lunge
gezeigt, die auf Cholin fir die PC-Synthese angewiesen ist, im Cholinmangel
aber die Leber via HDL mit PC versorgt (Li et al. 2007b). Besonders wichtig
konnte dies bei einer Cholinkonzentration unter 14pumol sein, denn ab dieser wird
peripheren Organen Cholin zur Leberversorgung entzogen (Klein et al. 1990).
Eine Studie mit 96 Probanden und Probandinnen zeigte, dass die enterale
Ernahrung in den ersten elf Lebenstagen eines Friihgeborenen initial sehr
schwankt und erst nach Tag 11 ein Plateau erreicht. Die parenteralen Lipide
konnen den Cholinbedarf nicht ausgleichen, da parenterale Lipidemulsionen
bislang kein freies Cholin enthalten. Bei aktuellen Behandlungsmethoden wird
erst an Tag 11 ein mittleres Level von 21,7mg/kg/Tag erreicht. Nur 1-2% der
Frihgeborenen  erreichten  eine  Gesamtcholinzufuhr  ihrer  bislang
angenommenen adaquaten Zufuhr von >/= 27,4mg/kg/Tag und sie sank wéhrend
intensivmedizinischer Krisen auf bis zu Omg/kg/Tag. Es zeigte sich, dass die
Behandlung Frihgeborener nach aktuellem Forschungsstand den Bedarf an

Cholin wahrscheinlich nicht hinreichend reflektiert (Bernhard et al. 2013).

1.4.6 CHOLIN IN MUTTERMILCH UND FORMULANAHRUNG

Die Hauptmenge des Cholins in Muttermilch liegt nicht als freies Cholin vor,
sondern in Form von organischen Estern, die Uberwiegend wasserloslich sind:
Phosphocholin (s. Abbildung 3) ist die haufigste Form, gefolgt von
Glycerophosphocholin (GPC) und freiem Cholin. Daneben sind es fettlosliche
Substanzen, namentlich die Phospholipide PC, SM (s. Abbildung 4) und Lyso-
PC. Der Bedarf nach der Stillphase wird vorwiegend tber PC und SM gedeckt
(Maas et al. 2017; Wiedeman et al. 2018a). Wasserlosliche und fettlésliche
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Cholinkomponenten werden unterschiedlich resorbiert und dem Korper zur
Verfligung gestellt. Erstere gehen als freies Cholin oder nach Oxidation zu Betain
via Portalvene zur Leber, wobei die Bioverfugbarkeit von GPC madglicherweise
besser ist als die von freiem Cholin (Cheng et al. 1996). PC hingegen wird nach
Spaltung zu Lyso-PC resorbiert und zu 50% als Chylomikronen-PC via Lymphe
in die periphere Strombahn freigesetzt (Zeisel 1981). SM wird kontinuierlich
entlang des ganzen Darms als komplettes Molekul resorbiert und intrazellular
metabolisiert (Zeisel 1981).
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Abbildung 5 A+B: Gesamtcholin in Formulanahrungen bei vollem Kostaufbau (A) und
Zusammensetzung der Cholinlieferanten in Formulanahrung und MM (B). Die Gruppen sind aufgeteilt
in Formulanahrung fur Frihgeborene >/< 1800g Korpergewicht und Formula fur Reifgeborene, sowie
Muttermilch-Fortifier. Die Produktnummern lassen sich aus Anhang 1 entnehmen. Die Daten sind als
Mediane mit Standardabweichungen dargestellt. Es wurde keine Standardabweichung dargestellt, wenn
nicht mehr als 3 unterschiedliche Chargen getestet worden sind. Abkirzungen: GPC-Glycerophosphocholin;
PC-Phosphatidylcholin; LysoPC-Lyso-phosphatidylcholin; SPH-Sphingomyelin (Shunova et al. 2019;
Shunova et al. 2020).

Muttermilch  und Formulanahrung unterscheiden sich stark in lhrer
Cholinkonzentration und auch in der Zusammensetzung ihrer
Cholinkomponenten. Die Konzentrationen liegen bis auf wenige Ausnahmen
unter denen der Muttermilch und es ist in Formulanahrung haufig mehr freies

Cholin und weniger Phosphocholin und Glycerophosphocholin enthalten (s.

Abbildung 5 A+B; (Shunova et al. 2020)). Der Gehalt an (Gesamt-)Cholin in der
Muttermilch Friihgeborener variiert nach bisherigen Untersuchungen stark (9-54
mg/150ml mit einem Median von 23,7mg/150ml und 25% unter 20mg/150ml). Er
istim Median niedriger, als der Gehalt der Muttermilch Reifgeborener (21-51 mg/I
mit Median 39mg/l) (Maas et al. 2017).

In einer Metaanalyse von Studien zur Zufuhr von Cholin wurde gezeigt, dass sich
die Zufuhr von Cholin bei Stillenden international stark unterscheidet, z. B.
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263mg/Tag in Mexiko bis hin zu 374mg/Tag in Schweden (Wiedeman et al.
2018a). Ob die Variabilitdit der Cholinkonzentration in der Milch jedoch
ausschlief3lich durch die Nahrungsaufnahme représentiert wird, ist fraglich, weil
die Konzentrationen an wasserlgslichen Cholinkomponenten in der Muttermilch
bei kanadischen Stillenden und kambodschanischen Stillenden trotz
unterschiedlicher Nahrungszufuhr nicht signifikant verschieden ist (Wiedeman et
al. 2018c).

1.5 LIPIDE - GRUNDLAGEN ZUM ARACHIDONSAURE- &
DOCOSAHEXAENSAUREMETABOLISMUS BEI FRUHGEBORENEN
1.5.1 BIOCHEMISCHE GRUNDLAGEN

Lipide sind die Bestandteile von Organismen, die sich in apolaren Losungsmitteln
(z.B. Chloroform, Methanol) |6sen lassen. Sie lassen sich nach ihrem
chemischen Aufbau in unterschiedliche Lipidklassen einteilen. Fur diese Arbeit
von Bedeutung sind unter anderem die Triglyceride (auch Neutralfette genannt),
Cholesterin, Phospholipide, Sphingolipide, Fettsdauren und die Derivate
langkettiger polyunsaturierter Fettsauren (Eicosanoide, Docosanoide) (Rassow
2012, S. 13-15).

Palmitinséure C16:0

f io
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Anzahl C- H:C — (CHa)ua — C O CH:
Atome 20 1519 151413 121110 9 8 7 6 5 2-4 1 |
Doppel-  |H3C —(CHy)s—C=C— C —C=C— C —C=C— C —C= C — (CH,)s — C HO— CH (0] ! CHs
bindungen HHH HHH HHH H H I | no| |
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o | CHs
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Abbildung 6: Phosphatidylcholin C16:0/C20:4n-6 zur Veranschaulichung der Nomenklatur von
Fettsduren. Es wurde die Valenzstrichformel zur Ubersichtlichen Darstellung verwendet. Abkirzungen: n-
Abstand vor der Doppelbildung; C-Kohlenstoff; H-Wasserstoff; O-Sauerstoff; P-Phosphat; N-Stickstoff.

Fettsduren bestehen aus einer meist unverzweigten Kette aus 1-28
Kohlenwasserstoffresten mit einem Carboxylende (Ni€ et al. 2009). Eine einfache
numerische Nomenklatur beschreibt die Anzahl der Kohlenstoffgruppen vor dem
Doppelpunkt, die hinter dem Doppelpunkt stehende Zahl die Anzahl der

Doppelbindungen. n-3, n-6, n-9 und andere geben den Abstand der ersten
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Doppelbindung vor dem Methylgruppenende an (s. Abbildung 6). C22:6n-3,
Docosahexaenséure, hat somit 22 Kohlenwasserstoffreste und 6
Doppelbindungen, wobei die letzte dieser Doppelbindungen 3 Kohlenstoffatome
vom terminalen CH3-Ende entfernt liegt. Komplexe Lipide enthalten mehrere,
meist unterschiedliche Fettsduren, sodass eine Vielzahl unterschiedlicher
molekularer Spezies mit einer organotypischen Zusammensetzung vorliegt.
PC16:0/18:2 enthalt beispielsweise einen Palmitinsaure- und einen
Linolensdurerest. Somit ist PC16:0/18:2 eine Spezies unter vielen

Phosphatidylcholinen (Bernhard et al. 20140nline Resource 2).

1.5.2 VERDAUUNG DER FETTSAUREN

Lipide werden uber die Nahrung in Form von Triacylglyceriden (TAG),
Phospholipiden,  Sphingolipiden, freien Fettsduren und Cholesterin
aufgenommen, wobei TAG den grofdten Anteil ausmachen. Letztere bestehen
aus Glycerin, welches mit drei Fettsduren verestert ist. Die Verdauung von Fetten
geschieht in mehreren Schritten: Sie beginnt bereits mit der Zungengrund- und
Magenlipase, die die Esterbindungen von Triacylgycerid in Fettsauren und
Diacylglcerid hydrolysiert. Die Magenlipase ist besonders bei Neugeborenen
sehr aktiv (Ménard et al. 1995). Nach Sekretion ins Duodenum wird Nahrungsfett
mittels Galle und den in der Galle vorhandenen PC emulgiert, um es durch
OberflachenvergroRerung fur Lipasen (Bspw. Pankreaslipasen) angreifbarer zu
machen. Anschlieend werden z.B. TAG in Fettsauren und Monoacylglycerin
und Cholesterinester in Cholesterin und Fettsduren gespalten (Hofmann und
Hagey 2014). Tabelle 4 zeigt die spezifischen Enzyme mit ihrer Lokalisation und
Funktion. Gallensauren bewirken, dass die gespaltenen Fettsauren, sowie
andere Produkte (Beispielsweise fettlosliche Vitamine) sich zu Mizellen
formatieren (Hofmann und Hagey 2014). Mizellen bestehen aus einer
Lipiddoppelmembran mit einem hydrophilen Lumen, ermdglichen den Transport
von Fettsduren im wassrigen Darmlumen und werden durch die Enterozyten
endozytiert (Hofmann und Borgstroem 1964). Einige langkettige FS werden
direkt Uber Fettsduretransportproteine und freies Cholesterin direkt Uber
Niemann-Pick Typ 1 C1 in die Enterozyten aufgenommen (Rassow 2012, S. 223—-
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225). Um die Enterozyten zu verlassen, werden die Spaltprodukte der
resorbierten TAG am endoplasmatischen Retikulum (ER) wieder zu TAG
synthetisiert. Sie lagern sich mit Cholesterinestern, Cholesterin, fettloslichen
Vitaminen und Phospholipiden zu Chylomikronen zusammen. Chylomikrone
bestehen zu 85% aus TAG, 3% Cholesterinester, 2% Cholesterin und 8%
Phospholipiden, hauptsachlich PC, das aus dem gespaltenen und als Lyso-PC
resorbierten Galle-PC synthetisiert wird. PC und ein geringer Anteil von freiem
Cholesterin bilden hierbei die dul3ere Schicht. An Ihnen sind unter anderem die
Apolipoproteine ApoB48 und Apo-Al gebunden. Nun verlassen sie die
Enterozyten Uber die Lymphe. Den Blutkreislauf erreichen sie im linken
Venenwinkel (Wiliam W Christie 2019).

Enzym Funktion

Zungengrundlipase Hydrolyse von ca. 10% der Lipide

Magenlipase Uberfiihrung eines GroRteils der Lipide in eine Emulsion und
Spaltung dieser.

Gallensauren Herausldsen der Lipide aus der Nahrung und Emulgation in

aus Gallenséuren, TAG, Phospholipiden und Cholesterin
bestehende Aggregate

Pankreaslipase Hydrolyse der TAG zu 2-Monoacylglycerin und freier
Fettsaure

Colipase (Pankreas) Offnung des aktiven Zentrums der Pankreaslipase

Phospholipase Hydrolyse der Esterbindung glycerinhaltiger Phospholipide,

(Pankreas) Spaltung zu 1-Lyso-PC und freier Fettsaure

Cholesterinesterase Hydrolyse von Lipidestern, unter anderem Cholesterinester

(Pankreas)

Tabelle 4: Verdauungsenzyme (Rassow 2012, S. 221-223); Abkirzung: TAG-Triacylglyceride
Kurze und mittellange Fettsauren werden nicht in Chylomikronen eingebaut. Es

ist zurzeit unklar, ob sie mittels bestimmter Transporter, mit Cl- oder HCOs™ oder
pH abhangig durch nichtionische Diffusion in die Enterozyten geschleust werden
(Schonfeld und Woijtczak 2016). Es wird vermutet, dass kurzkettige FS die
Enterozyten lber einen Austausch mit Bicarbonat verlassen (McNeil et al. 1978;
Schonfeld und Wojtczak 2016). Mittellange FS werden direkt an das Blut
abgegeben und binden zum grof3en Teil an Albumin. Im Blut werden kurz- und
mittelkettige FS Uber die Pfortader direkt zur Leber transportiert (Schonfeld und
Woijtczak 2016). Glycerin wird durch das Membranprotein Aquaporin AQP10
aufgenommen und dann zur Bildung von TAG genutzt oder direkt ins Blut
abgegeben (Rassow 2012, S. 224).
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1.5.3 LIPOPROTEINE UND DER TRANSPORT VON TRIACYLGLYCERIDEN,
FETTSAUREN UND PHOSPHOLIPIDEN

Im Blut werden komplexe Lipide Uber Lipoproteine transportiert. Dabei hat Cholin
in Form von PC und SM eine zentrale Rolle: Lipoproteine bestehen aus einer
aulR3eren Schicht von polaren Lipiden, insbesondere PC, SM und PE, sowie
Cholesterin und Apolipoproteinen. Im Kern enthalten sie apolaren Lipide (TAG,
Cholesterinester) (Rassow 2012). PC dient als Fettsaurequelle fur die
Veresterung von Cholesterin und ist Carrier flir den Transport von ARA und DHA
(Bernhard et al. 2018). Apolipoproteine dienen der Bindung des Lipoproteins an
die Zellen der Zielgewebe, in die seine Komponenten transportiert werden sollen.
Sie binden Lipide, verbinden sich mit den Rezeptoren der Zielzellen oder
aktivieren Enzyme zum Abbau der Lipoproteine (Rassow 2012). Die
Lipoproteinlipase beispielsweise sitzt am Gefallendothel und hydrolysiert TAG in
Monoacylglyceride und freie Fettsduren sodass diese ihr Zielgewebe erreichen
kénnen (Olivecrona 2016). Phospholipide bilden durch ihren hydrophilen Kopf
eine Mdoglichkeit die Fette im wassrigen Blut zu transportieren. 60-80% der
Phospholipide bestehen aus PC, das zweitwichtigste Phospholipid ist PE (van
der Veen et al. 2017). Die Lipoproteine lassen sich entweder nach den in Ihnen
vorhandenen Apolipoproteinen oder nach Dichtegrad in die bereits erwéhnten
Chylomikronen, in die Very-Low-Density-Lipoproteins (VLDL), Intermediate-
Density-Lipoproteins (IDL), Low-Density-Lipoproteins (LDL) und die High-
Density-Lipoproteins (HDL) einteilen (Wiliam W Christie 2019).

Chylomikronen, die aus der Lymphe das Blut erreichen dienen hauptsachlich der
Energiebereitstellung fur periphere Gewebe mit TAG, die diese uber
Lipoproteinlipasen gewinnen. Was ubrig bleibt sind cholesterinreiche Reste, Apo-
B48 und Apo-E. Uber Apo-E werden diese Reste nun in die Leber aufgenommen
und dem Blutkreislauf entzogen (Wiliam W Christie 2019).

Very-Low-Density-Lipoproteins (VLDL) werden in der Leber aus PC, TAG und
Cholesterin mit Hilfe von Apo-B100 gebildet. Sie enthalten 20% PC, 55% TAG
und 20% Cholesterin (Wiliam W Christie 2019). PC ist fur die Bildung der VLDL

essentiell (Vance und Vance 1990). VLDL binden, genau wie Chylomikronen, an
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Lipoproteinlipasen. Dort wird das PC in Lyso-PC und freie Fettsauren gespalten
und resorbiert. Ebenso werden die TAGs abgespalten und aufgenommen. Aus
den VLDL werden Uber Intermediate-Density-Lipoproteins (IDL) — Low-Density-
Lipoproteins (LDL) gebildet. Diese enthalten bis zu 50% Cholesterin, 10% TAG
und 30% Phospholipide und dienen hauptsachlich der Versorgung peripherer
Gewebe mit Cholesterin. Sie enthalten Apo-B100, welches ihre Verbindung mit
den LDL-Rezeptoren des Gewebes vermittelt und dazu fuhrt, dass der komplette
Partikel endozytiert und die enthaltenen Fettsduren sowie das frei werdende
Cholin in der Zelle freigesetzt werden (Rassow 2012, S. 246-247).

HDL entsteht in Leber, Darm und Lunge aus proteinreichen Partikeln die unter
Anderem aus Apo-Al bestehen. In der Lunge sezernieren Typ-ll-Pneumozyten
basolateral (via ABC-Al) PC und Cholesterin und Ubertragen diese auf Apo-Al
(Zhou et al. 2004). Im Blut werden Uber Transferproteine Phospholipide,
Sphingomyelin und Cholesterin zwischen Plasma und anderen Lipoproteinen
ausgetauscht. HDL dienen dem reversen PC- und Cholesterin-Transport zur
Leber sowie der Versorgung Steroidhormon produzierender Zellen mit
Cholesterin. Ein Teil des Cholesterins wird in der Leber fir die Synthese von
Gallenséuren genutzt (Wiliam W Christie 2019). In summa, HDL versorgen im
Cholinmangel die Leber mit Cholin, indem PC aus peripheren Organen, wie der

Lunge, zur Leber transportiert wird (Li et al. 2007a).

1.5.4 ARACHIDONSAURE, DOCOSAHEXAENSAURE UND IHRE VORSTUFEN

Ein Hauptthema dieser Arbeit sind die mehrfach ungesattigten omega-3-
Fettsduren alpha-Linolensédure (ALA, C18:3n-3), Eicosapentaensdure (EPA,
C20:5n-3) und Docosahexaensaure (DHA, C22:6n-3) sowie die omega-6-
Fettsauren Linolsaure (LA, C18:2n-6) und Arachidonséure (ARA, C20:4n-6).
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1.5.4.1 OMEGA-3-FETTSAUREN

Alpha-Linolensaure (ALA) ist eine dreifach-ungesattigte Fettsdure mit omega-3-
Stellung der terminalen Doppelbindung (C18:3n-3). Sie ist ein essenzieller
Nahrstoff, weil es in Saugern keine Al5-Desaturasen gibt, und ist in vielen
pflanzlichen Olen, besonders in den Olen der Samen von Chia, Lein, Walnuss,
Hanf und Raps vorhanden. Sie ist Ausgangsfettsaure fir die Synthese von EPA
und DHA (s. Abbildung 7). Die ersten Schritte der Desaturierung und Elongation
bis 24 Kohlenwasserstoffeinheiten erfolgen im endoplasmatischen Retikulum.
Lediglich der letzte Schritt, ein B-Oxidationsschritt mit Verkurzung auf 22
Einheiten, findet im Peroxisom statt (Burdge und Calder 2005; Yagi et al. 2017).
Hauptcarrier fur DHA im Plasma ist PC (Bernhard et al. 2018).

O
= = OH
HsC =
Alpha-Linolensaure 13:3n-3
AB desaturase l
(EC1.14.9.3) 18:4n-3
Elongase ———m—s l
(EC6.2.1.3) 20:4n-3
ASdesaturase ———> Lipoxygenase | Leukotrien
(EC 1.14.9.37) (EC 1.13.11.34) BS

COOH

Cyclooxygenase
(EC1.14.99.1)

Eicosapentaensaure 20:5n-3

elongase ———» l
22:5n-3

elongase ————————>
24:5n-3

A6 desaturase —*l

24:6n-3
B-oxidation ———— l

HsC

Docosahexaensdure 22:6n-3
Abbildung 7: Metabolismus der Omega-3-FS; Abkurzungen: PGE5-ProstaglandinE5
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Eicosapentaensaure (EPA, C20:5n-3) ist Intermediarprodukt der Synthese von
DHA und wird mit der Nahrung hauptsachlich Uber Fisch aufgenommen. Das
Vorkommen von EPA ist sehr gering beim Fetus, sodass davon auszugehen ist,
dass EPA fur Fruhgeborene keine wesentliche Bedeutung hat (Bernhard et al.
2014; Makrides et al. 1994). Aus EPA kodnnen durch Lipoxygenasen und
Cyclooxygenasen die entziindungshemmenden Eicosanoide entstehen. Diese
weichen in Ihrer Funktion und Aufbau von den Eicosanoiden der Arachidonséaure
(ARA) ab. So werden aus EPA beispielsweise Prostaglandine der Serie 3 (PG-
E3, mit drei Doppelbindungen) und Leukotriene der Serie 5 (mit flunf
Doppelbindungen) gebildet (Borow et al. 2015). Diese hemmen die
Eicosanoidsynthese durch ARA und hemmen somit die entziindungsférdernde
Wirkung der von ARA abstammenden Eicosanoide (Larsson et al. 2004). Es
wurde berichtet, dass EPA die Oxidation von LDL-Lipoproteinen hemmt und
somit Arteriosklerose entgegen wirkt (Mason und Jacob 2015). Zudem scheint
EPA einen besonders positiven Effekt auf Depressionen zu haben (Martins
2009).

Docosahexaensaure (DHA, C22:6n-3) ist in der grauen Substanz des Gehirns
und in der Retina in hohem Anteil vorhanden (Innis 2003). Sie ist die einzige
guantitativ bedeutsame Omega-3-Fettsaure im Gehirn (Crawford 2006; Menard
et al. 1998). DHA stimuliert die Genexpression zum Wachstum und Entwicklung

des Gehirns und stimuliert die Synapsenbildung (Kitajka et al. 2004).

DHA kann im Kdrper aus ALA bzw. EPA hergestellt werden, jedoch ist diese
Synthese vermutlich nicht ausreichend (Baker et al. 2016). Uber die Nahrung
kann DHA Uber Fisch und Mikroalgen aufgenommen werden (Adarme-Vega et
al. 2012). In Fischen und Meeressaugern wird DHA Uber die Nahrungskette durch
den primaren Konsum von Algen anreichert. Diese Algen akkumulieren mehrfach
ungesattigte Fettsauren, um die Membranfluiditat ihrer Zellen zu erhalten. Die
Konzentration an mehrfach ungeséttigten Fettsauren in  Algen st
temperatursensibel. So reichern Algen in kaltem Gewdasser vermehrt DHA an, um
ihre Fluiditdt zu erhalten. In warmeren Gewdassern steigt die Konzentration

gesattigter Fettsauren in den Zellmembranen, wobei der DHA-Gehalt sinkt (Arts
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und Kohler 2009; Guschina und Harwood 2006). Da es voraussehbar ist, dass
die globale Wassertemperatur bedingt durch den Klimawandel steigen wird, ist
zu vermuten, dass dadurch die globale Verfugbarkeit von DHA fur den Menschen
sinken wird. Colombo et al. (2019) postulieren, dass unter der aktuellen
klimatischen Entwicklung die Verfugbarkeit von DHA im globalen Durchschnitt
um 58% sinken wird. Besonders betroffen ist hier der afrikanische Kontinent
sowie wirtschaftlich strukturschwache Lander, die ihren DHA-Bedarf nicht durch
technischen Fortschritt oder Import decken kénnen (Colombo et al. 2019). Es ist
von No6ten neue Herangehensweisen zu finden, um trotz der aktuellen
Herausforderungen hinsichtlich Uberfischung (Coll et al. 2008) und Klimawandel
global eine optimale Zufuhr zu gewahrleisten. Mehrere Studien belegen, dass
DHA-Supplemente, die aus Algen gewonnen werden, eine gleiche oder gar
bessere Bioverfiugbarkeit fur DHA aufweisen. Zudem wurden keine relevanten
Nebenwirkungen gemessen (Arterburn et al. 2007; Arterburn et al. 2008; Ryan
und Symington 2015).

1.5.4.2 OMEGA-6-FETTSAUREN

Linolsaure (LA; C18:2n-6) ist eine zweifach-ungesattigte Fettsdure und
Ausgangssubstanz fir die Bildung von ARA. Sie ist essenziell, da der
Organismus keine delta-12-Desaturase besitzt und deshalb Olsaure nicht zu
Linolsdure desaturieren kann. Die ARA-Bildung geschieht Uber gamma-
Linolenséure (GLA) als Zwischenstufe. Aus ARA wird durch Fettsdureelongation
zudem eine weitere Omega-6-Fettsaure, die Docosatetraensaure (C22:4n-6,
Adrensaure), gebildet (s. Abbildung 8). LA ist in tierischen und pflanzlichen
Produkten zu finden. Die meisten pflanzlichen Ole, wie Distelél, Sonnenblumendl
und Sojadl enthalten viel Linolsaure. Somit ist Linolsaure in der westlichen Diat
reichlich vorhanden (Whelan und Fritsche 2013), mit erheblichem Einfluss auf die

Zusammensetzung des Milchfettes (Innis 2014).

Arachidonsdure (ARA; 20:4n-6). kann aus Linolsdure synthetisiert werden,
jedoch ist auch hier die endogene Produktion zu gering, um den hohen Bedarf
von Feten und Frithgeborenen zu decken (Hadley et al. 2016). Uber die Nahrung

ist Arachidonsaure im hohen Anteil in Eigelb, Schweineschmalz, Fleisch, Leber
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und sonstigen tierischen Produkten vorhanden (Taber et al. 1998). ARA ist
Ausgangssubstanz fur die Produktion von Eicosanoiden, sprich Leukotrienen,

Thromboxanen, und Prostaglandinen (Simmons et al. 2004) (s. Abbildung 9).

OH =

CHs4
Linolsaure 18:2n-6

A6 desaturase
(EC1.1493) —> |
vy —Linolensaure 18:3n-6

Elongase R

(EC 6.2.1.3) T

20:3n-6

ASdesaturase ;

(EC 1.14.9.37)

elongase

OH

Adrensdure 22:4n-6

Abbildung 8: Eicosanoidsynthese ausgehend von ARA

40



CH3

(Cyclooxygenase)
(EC1.14.99.1)

PGG2

Cox-1 f Cox-2
Leukotriene B4 \ (Peroxidase)

Lipoxygenase
(EC1.13.11.34)

Arachidonsaure 20:4n-6 \ Cox-1 / Cox-2

(EC1.11.1)

PGE

PGH2
Synthase PGD
(EC 5.3.99.3) Synthase
[EC 5.3.99.2]
/ PGE2 PGD2

PGI THA

Synthase Synthase
PGF2 (EC5.3.99.4) (EC5.3.99.5) \

Prostacyclin (PGI2) Thromboxan (TXAZ)

Abbildung 9: Metabolismus der Omega-6-FS Abkurzungen: PG — Prostaglandin; G2, H2, E2, D2 & F2 —
Derivate des Prostaglandins

ARA ist in den Phospholipiden der inneren Zellmembran vorhanden, vor allem in
den fur die Frihgeborenenentwicklung kritischen Organen wie Leber, Gehirn und
Lunge. Zudem ist ARA immer in einem hoheren Mal3e als DHA in den Organen
vorhanden (Bernhard et al. 2014). Das innere Blatt der Plasmamembran
beinhaltet viele Rezeptoren, lonenkanale und Enzyme. Es ist die Basis der
Organisation der Zelle (Crawford et al. 2015). Im Gehirn sind ARA und seine
Metabolite, die Eicosanoide, und sein Elongationsprodukt, die Adrensaure
(C22:4n-6) an einer Vielzahl von Funktionen mitbeteiligt (Hadley et al. 2016).
Adrensaure ist beispielsweise vermehrt in der Myelinschicht von Nervenzellen
vertreten (Bosetti 2007; Hadley et al. 2016). ARA-Derivate spielen zudem bei der
Nervenzellerregung eine Rolle (Kaufmann et al. 1996; Sanchez-Mejia et al. 2008)
modulieren Neurotransmitter (Chapman und Dickenson 1992; Vijayaraghavan et
al. 1995), erhdhen das Langzeitpotential (Williams et al. 1989) und tragen zur
Erhaltung der hippocampalen Plastizitat bei (Fukaya et al. 2007). ARA ist auch
an der Modulierung des SNARE-Komplexes beteiligt, welcher die Exozytose
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bewirkt (Darios et al. 2010). Andererseits spielt ARA eine Rolle in Ischamie
bedingten neuronalen Schaden des Gehirns, indem sie zum Teil durch direkte
Interaktion mit den endothelialen Zellen die vaskulare Permeabilitat erh6ht und
so zu Hirnddemen beitragt (Katsuki und Okuda 1995; Ohnishi et al. 1992). Zudem
werden einige von ARA abstammende Eicosanoide mit kanzerogenen
Mechanismen wie Beispielsweise einem erhéhten Uberleben von Tumorzellen in
Verbindung gebracht (Larsson et al. 2004). Eicosanoide, welche von ARA
abstammen, haben pro- wie auch antiinflammatorische Eigenschaften (Hadley et
al. 2016). Bemerkenswert ist eine Studie mit 6 Monate alten Sauglingen, die
zeigte, dass sich ARA antiproportional zu den Zytokinen IL 2 und 17 verhalt. Das
bedeutet, dass durch hohe ARA-Werte das Risiko fur Autoimmunerkrankungen
wie beispielsweise Asthma vermindert werden kdnnte (Muc et al. 2015).

Die Supplementation mit ARA und EPA fuhrt bei Ferkeln mit nekrotisierender
Enterokolitis, entgegen der Beflrchtung, dass ARA proinflammatorisch wirkt, zu
einer schnelleren Heilung (Jacobi et al. 2012). Auch fur Muskelaufbau und die
Bildung der Knochensubstanz ist ARA essentiell (Hadley et al. 2016). Die
Adrensédure ist besonders im Gehirn vorhanden und scheint dort fur die
Myelinisation von Bedeutung zu sein (Makrides et al. 1994; Wijendran et al.
2002).

Die Bildung von EPA und DHA aus ALA wird von denselben Enzymen katalysiert,
die die Bildung von ARA aus LA bewirken (Mantzioris et al. 1994). Unsere
moderne westliche Nahrung, besteht zu grof3en Teilen aus Linolsé&ure und enthélt
meist, fur den Korper kaum forderliche, Transfettsduren. Dies fuhrt dazu, dass
das LA:ARA:DHA Verhéaltnis zu Gunsten von LA verschoben ist und ARA und
DHA in lhren Anteilen verdrangt werden (Innis 2007a). Studien kommen zu dem
Ergebnis, dass sich die Bildung von EPA und DHA durch eine ALA-reiche
Erndhrung und eine LA-armere Erndhrung steigern lasst (Mantzioris et al. 1994;
Novak et al. 2012). Jedoch scheint sie fur das schnelle Wachstum wahrend der
Fetalzeit nicht hinreichend zu sein, weshalb ARA und DHA in grol3en Mengen

diaplazentar angereichert werden (Crawford et al. 2003).
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1.5.5 LIPIDE IN SCHWANGERSCHAFT UND STILLZEIT

Bereits fur die Entwicklung und Vaskularisation der Placenta ist ARA essentiell
und wird dort, vor Allem im ersten Trimenon, angereichert (Bitsanis et al. 2005).
Es wird vermutet, dass ARA und DHA fur die Funktion der Plazenta wichtig sind
und ein Mangel zur Eklampsie beitragt (Crawford 2000). Der Fetus erhalt tber
die Placenta selektiv und kontinuierlich ARA und DHA. ARA wird in einer 3fach
hoheren Rate als DHA und ARA in einer 1,3-1,6fach héheren Rate als Linolsaure
transportiert (Foreman-van Drongelen et al. 1995; Lapillonne et al. 2013; Nilsson
et al. 2019). Zudem ist das Depotfett reifgeborener Kinder reich an ARA und DHA
(Foreman-van Drongelen et al. 1995). Frihgeborene mit einem Geburtsgewicht
von 1300g haben zudem nur ein Fettdepot von ~30g, gegeniber ~340g bei
reifgeborenen Kindern mit 3500g Geburtsgewicht, und somit kein nennenswertes
ARA- und DHA Reservoir (Clandinin et al. 1981). Postnatal sinkt bei
Friihgeborenen der Anteil von ARA-PC (~40—20%) und DHA-PC (~12—6% des
Plasma-PC%) (Bernhard et al. 2014). In Fettgewebe, Plasma und Erythrozyten
Frihgeborener zum regularen Geburtstermin, d. h. nach 1-3 Monaten stationarer
Behandlung, sind ARA und DHA deutlich gegentber reifen Neugeborenen
erniedrigt und LA erhoht (Bockmann et al. 2020). Brenna et al haben eine
durchschnittliche Konzentration von 0,47% ARA und 0,32% DHA in der
Muttermilch gemessen (Brenna et al. 2007), Maas et al hingegen 0,81% fur ARA
und 0,43% fur DHA (Maas et al. 2017). Uber die Muttermilch erhalten die FG
somit nur ca. 300mg/L ARA und 159mg/L DHA. Bei 150ml/kg/d
Nahrungsaufnahme werden damit Werte von 45mg/kg/d ARA und 24mg/kg/d
DHA erreicht (Maas et al. 2017). Zudem werden hdchstens 80% des
verabreichten DHA im Darm absorbiert (Carnielli et al. 1998). Die aus der
Fetalentwicklung abgeleitete empfohlene Zufuhr fur FG mit 1300g Gewicht und
17g Wachstumsrate pro Tag betragt jedoch ~140mg/kg/d fir ARA und
~43mg/kg/d fur DHA (Clandinin et al. 1981; Lapillonne und Jensen 2009).
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1.5.6 FUNKTIONELLE BEDEUTUNG VON ARACHIDONSAURE UND
DOCOSAHEXAENSAURE FUR DIE FETALE UND KINDLICHE ENTWICKLUNG

Es wird vermutet, dass die Einnahme von Omega-3 und Omega-6 Fettsduren
immunologische Prozesse beeinflusst und die Widerstandsfahigkeit einiger
Organe erhoht. In einer Studie, in der Sauglinge wahrend der Stillzeit zusatzlich
ARA und DHA erhielten, zeigte sich eine inverse Korrelation zwischen der
Einnahme von ARA und DHA und der Entwicklung von Allergien im Alter von 4
Jahren (Foiles et al. 2016). Zudem wachst und entwickelt sich das Gehirn im
letzten Trimester der Schwangerschaft und noch einige Jahre uber die Geburt
hinaus, was eine adaquate Versorgung mit ARA und DHA voraussetzt. Sie
machen gemeinsam ca. 25% der Fettsauren im Gehirn aus (Crawford und
Sinclair 1971) und sind in &hnlichem Anteil vorhanden, wobei ARA den Anteil von
DHA leicht Ubersteigt (Hadley et al. 2016; Makrides et al. 1994). Demnach ist der
Bedarf an ARA und DHA gerade wahrend der ersten Lebensjahre von
besonderer Bedeutung (Crawford und Broadhurst 2012; Innis 2007a). Der stark
erniedrigte Anteil von ARA und DHA im Fettgewebe Friihgeborener gegeniber
reifgeborenen Kindern (Bockmann et al. 2020) impliziert einen erheblich
geringeren Vorrat dieser Fettsauren und eine ggf. beeintrachtigte neuronale

Entwicklung.
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1.6 ZIEL DER ARBEIT

Cholin, ARA und DHA wurden als essenzielle Nahrungsbestandteile fir die fetale
Entwicklung, und damit auch die von Friihgeborenen, lange Zeit vernachlassigt.
Dies wird aktuell aufgrund mehrerer Publikationen revidiert und erfordert die
Klarung von Fragen zu ihrer hinreichenden Zufuhr. Dies gilt fir Frihgeborene
angesichts ihres hohen Bedarfs fur Wachstum und Entwicklung, da sie nicht
,physiologisch® in utero Uber die Plazenta versorgt werden. Insbesondere wurde
herausgestellt, dass Cholin, ARA und DHA aufgrund ihrer Interaktionen im
Stoffwechsel der Phospholipide nicht isoliert betrachtet werden dtirfen.

Diese  Doktorarbeit beschaftigt sich als Teil einer registrierten
Supplementierungs-Studie mit Cholin und DHA bei stabilen Friihgeborenen unter
32w PMA (Nummer NCT02509728; www.clinicaltrials.gov) mit der Zufuhr von
Cholin, ARA und DHA uber die Muttermilch und der Korrelation dieser Werte mit
deren Konzentrationen im Plasma der Kinder. Es sollten Daten tber die taglichen
intra- und interindividuellen Schwankungen dieser Stoffe in der Muttermilch und
deren Zufuhr bei den Frihgeborenen erhoben werden. Ich wollte Uber die
Basiszufuhr von Cholin, ARA und DHA durch die Muttermilch anhand konkreter
individueller Zufuhrdaten herausfinden, welchen Stellenwert Muttermilch als
Lieferant fur diese Stoffe bei Frilhgeborenen hat. Zudem beschatftigte ich mich
mit der Frage, ob die enterale Aufnahme mit den Konzentrationen von Cholin,
ARA und DHA sowie ihren Derivaten im Plasma dieser Sauglinge korreliert.
Bertcksichtigt wurden dabei die verschiedenen Lipidkomponenten und
wasserléslichen Derivate, in denen Cholin, ARA und DHA in Muttermilch und
Plasma vorkommen. Des Weiteren untersuchte ich die Korrelationen zwischen
ARA und DHA und seinen Prakursoren, LA und ALA in der Muttermilch.

Ich erwartete, mit dieser Studie weitere Erkenntnisse tber die reale Zufuhr von
Cholin, ARA und DHA bei Frihgeborenen im Kontext der Erndhrung mit
Muttermilch zu gewinnen. Zudem war mein Ziel, das Verstandnis uber die
Variationen im Gehalt dieser Nahrstoffe, ihrer Metabolite sowie der anderen

Fettsauren in der Muttermilch zu erweitern.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 GERATE, CHEMIKALIEN UND LOSUNGSMITTEL

2.1.1 GERATE

Gerat

Firma; Sitz

Analytische Waage (S1234 A)

Denver Instruments; Denver, USA

Blocktermostat BT 200

Kleinfeld; Gehrden, Deutschland

Eppendorf Mulipette®plus

Eppendorf AG; Hamburg, Deutschland

Eppendorf Research Pipetten 100, 250, 500,
1000pl

Eppendorf AG; Hamburg, Deutschland

Gaschomatograph, Agilent 7890A

Agilent Technologies; Santa Clara,
Vereinigte Staaten

Gefrierschrank Electrolux -30°C

Electrolux AG (Medical Refrigeration);
Zirich, Schweiz

Gefrierschrank SANYO -80°C

Stiehl Kélte-und Klimatechnik; Ttbingen,
Deutschland

Kihlschrank (computer control cooler)

Robert Bosch GmbH; Gerlingen-
Schillerhéhe, Deutschland

Magnetruhrer (Reacti-Therm Il Heating/Stirring
module)

PIERCE; Rockford, USA

Massenspektrometer
e TSQ Quantum — Discovery Max
e Quaternare HPLC Pumpe, Finnigan
Surveyor MS Pump Plus
e Automatischer Probenaufgeber —
Finnigan Surveyor Autosampler Plus
e Xcalibur 2.0.7 data acquisition software

Thermo Fisher Scientific GmbH; Dreieich,
Deutschland

Messzylinder Duran 25ml, 50ml, 500ml, 12000mi

DWAK Life Sciences GmbH;
Wertheim/Main, Deutschland

Mikroliterspritze Hamilton 0,1ml, 0,025ml, 0,5ml

Hamilton Company; Reno, Nevada, USA

Multidispenser Handy Step®S

Brand GmbH & CO KG; Wertheim,
Deutschland

Pyrex®-Rohrchen 16x100mm
WiederverschlieRbar

Thermo Fisher Scientific GmbH; Dreieich,
Deutschland

Vortex (Reax Top)- Ruttler

Heidolph Instruments GmbH & CO. KG;
Schwabach, Deutschland

Zentrifuge (Megafuge 1.0)

Heraeus Holding GmbH; Hanau,
Deutschland

Tabelle 5: Verwendete Gerate

2.1.2 SUBSTANZEN

Reagenz Firma;Sitz Lagerung
13,16,19 Docosa- Larodan Fine Chemicals; Monroe, Kihlschrank (+4°C)
trienséure, 10 pg/mlin Vereinigte Staaten
Toluol+Methanol (3+1)
19 (20) DIHDPA Cayman Chemicals; Michigan, Kihlschrank (+4°C)
50pg/mi Vereinigte Staaten
Acetylchlorid Sigma Aldrich Chemie GmbH,; Raumtemperatur
Steinheim, Deutschland
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Steinheim, Deutschland

Ammoniumacetat Sigma Aldrich Chemie GmbH,; Raumtemperatur
Steinheim, Deutschland
Betainmonohydrat Sigma Aldrich Chemie GmbH,; Raumtemperatur

D2142 Cholin — Dg

CDN Isotopes; Quebec, Kanada

Raumtemperatur im Vakuum

Steinheim, Deutschland

Chlorid
Cholinchlorid AppliChem; Darmstadt, Raumtemperatur im Vakuum
Deutschland
Cholinchlorid Sigma Aldrich Chemie GmbH,; Raumtemperatur im Vakuum

Cholin-1,1,2,2-d4 Chlorid

CDN Isotopes; Quebec, Kanada

Raumtemperatur im Vakuum

N-(Carboxylmethyl)-
N,N,N-trimethyl-ds-
ammonium Chlorid

CDN Isotopes; Quebec, Kanada

Raumtemperatur im Vakuum

N,N-Dimethyl-ds-
glycerine HCI

CDN Isotopes; Quebec, Kanada

Raumtemperatur im Vakuum

DL-Homocystein

Sigma Aldrich Chemie GmbH,;
Steinheim, Deutschland

Kihlschrank (+4°C)

Sn-Glycero-3-
Phosphocholin

Sigma Aldrich Chemie GmbH,;
Steinheim, Deutschland

Kihlschrank (+4°C)

Kaliumcarbonat

Merck KGaA; Darmstadt,
Deutschland

Raumtemperatur im Vakuum

L-Carnitin-dz HCI

CDN lIsotopes; , Quebec, Kanada

Raumtemperatur im Vakuum

Deutschland

L-Carnitin-Hydrochlorid Sigma Aldrich Chemie GmbH,; Raumtemperatur
Steinheim, Deutschland
L-Methionin AppliChem; Darmstadt, Raumtemperatur

L-Methionin-ds

CDN Isotopes; , Quebec, Kanada

Kuhlschrank (+4°C)

N,N-Dimethylglycin-

Sigma Aldrich Chemie GmbH,;

Kihlschrank (+4°C)

Hydrochlorid Steinheim, Deutschland

Phosphocholin-Chlorid, Sigma Aldrich Chemie GmbH; Kihlschrank (+4°C)
Calcium Salz Steinheim, Deutschland
Tetrahydrat

Phosphocholin-ds
Chlorid, Calcium Salz

CDN Isotopes; , Quebec, Kanada

Raumtemperatur im Vakuum

S-Adenosyl-
Hompcystein

Sigma Aldrich Chemie GmbH,;
Steinheim, Deutschland

Kuhlschrank (+4°C)

Trimethylamin Fluka Analytical; Klhlschrank (+4°C)
Tabelle 6: Verwendete Substanzen
2.1.3 LOSUNGSMITTEL
Chemikalie Firma; Sitz Aufbewahrung
Acetonitril Honeywell; Morristown, USA Raumtemperatur im

Sicherheitsschrank

Ameisensaure

Sigma Aldrich Chemie GmbH;
Steinheim, Deutschland

Raumtemperatur im
Sicherheitsschrank

Butylhydroxytoluol Merck; Hohenbrunn, Deutschland Raumtemperatur im
Vakuum

Chloroform J.T. Baker; Gliwice Poland Raumtemperatur im
Sicherheitsschrank

Ethanol Merck KGaA; Darmstadt, Deutschland Raumtemperatur im

Sicherheitsschrank

47




Methanol Carl Roth GmbH; Karlsruhe, Raumtemperatur im
Deutschland Sicherheitsschrank

n-Hexan Merck KGaA; Darmstadt, Deutschland Raumtemperatur im
Sicherheitsschrank

Propanol - 2 Carl Roth GmbH; Karlsruhe, Raumtemperatur im
Deutschland Sicherheitsschrank

Propanol - 2 Honeywell; Morristown, USA Raumtemperatur im
Sicherheitsschrank

Toluol Merck KGaA; Darmstadt, Deutschland Raumtemperatur im

Sicherheitsschrank

Trifluoroethanol -2,2,2

Sigma Aldrich Chemie GmbH;
Steinheim, Deutschland

Raumtemperatur im
Sicherheitsschrank

Wasser (gereinigt)

Honeywell; Morristown, USA

Raumtemperatur im
Sicherheitsschrank

Tabelle 7: Verwendete L6sungsmittel

2.2 VERBRAUCHTSMATERIALIEN UND SOFTWARE

2.2.1 VERBRAUCHSMATERIALIEN

Material

Firma; Sitz

Methode

1 ml Spritzen (Inject® - F)

B. Braun AG; Melsungen, Deutschland

Aufbewahrung der MM

Eppendorf-Cups

Eppendorf AG; Hamburg, Deutschland

Aufbewahrung der
praperierten MM

Glaspipette - Pasteur
Pipetten

WU MAINZ; Bamberg, Deutschland

Lipidextraktion

GC Saule (HP-88; 100
mx0.25 mmx0.2 ym)

Agilent Technologies; Bdblingen,
Deutschland

Gaschromatographie

Hilic Plus Saule

Agilent Technologies; Bdblingen,
Deutschland

Massenspektrometrie
(polare Oberphase)

Pipettenspitzen

Eppendorf AG; Hamburg, Deutschland

Lipidextraktion

Polaris 3 Si-A Saule

Agilent Technologies; Bdblingen,
Deutschland

Massenspektrometrie

Verex™ Certified Vials
2ml Glass Amber

Phenomenex Ltd.; Aschaffenburg,
Deutschland

Massenspektrometrie

Probengefalie
Borosilikatglas 4ml

Neolab Migge GmbH, Heidelberg
Deutschland

Aufbewahrung der
Lipidextrakte

Tabelle 8: Verwendete Verbrauchsmaterialien; Abkirzungen: MM - Muttermilch

2.2.2 SOFTWARE

Software Firma; Sitz Methode

Agilent Chem Station | Agilent Technologies; Santa Clara, USA Programmierung des
Massenspektrometers

Citavi Swiss Academic Software; Wadenswil Zitierprogramm

File Maker Pro 13 FileMaker; Santa Clara, USA Erfassung der
Erndhrungsfragebdgen

Microsoft Excel

Microsoft Corporation; Redmont, USA

Microsoft Word

Microsoft Corporation; Redmont, USA

Microsoft PowerPoint

Microsoft Corporation; Redmont, USA

SPSS Statistik 24

IBM; New York, USA

Statistische Analyse

XCalibur 2.0.7
(2008)

Thermo Fisher Scientific GmbH; Dreieich,

Deutschland

Integration der Peaks

Tabelle 9: Verwendete Software
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2.3 METHODEN
2.3.1 STUDIENABLAUF

Es wurde eine randomisierte, teilverblindete Studie an 24 Frihgeborenen,
geboren mit einem Gestationsalter von 24+0/7 bis 31+6/7 SSW, an Tag 8-28 in
die Studie eingeschlossen. Die Studie ist registriert unter NCT02509728. Die
Kinder waren Gberwiegend enteral erndhrt und wurden in vier Behandlungsarme
a N=6 randomisiert. Die Behandlungen bestanden aus 30mg/kg/d Cholin in Form
von 40mg Cholinchlorid, 60mg/kg/d DHA oder 30mg/kg/d Cholin + 60mg/kg/d
DHA zusatzlich zur Standardernahrung fur jeweils 10 Tage vs. Kontrollgruppe
(Standarderndhrung, N=6/Gruppe) (s. Tabelle 10).

Im Rahmen der Poweranalyse (Power 80%, Signifikanzniveau 0,05) sollten
insgesamt n=40 Frihgeborene, in die Studie eingeschlossen werden (Maas C,
Franz A, Bernhard W, Poets C 2014). Aufgrund der wahrend der Studie
publizierten Ergebnisse der australischen N3RO-Studie, die die Wirkung von
Docosahexaensédure (DHA) auf die Prophylaxe der bronchopulmonalen
Dysplasie (BPD) untersuchte und eine Erh6hung statt Erniedrigung der BPD bzw.
Sterblichkeit durch isolierte Gabe von 60mg/kg DHA ergeben hat, wurde unsere
Studie nach 24 Patienten und Patientinnen abgebrochen (Collins et al. 2017).
Drei der Kinder waren Zwillingspaare und ein Kind wurde nicht gestillt, sodass
423 Muttermilchproben von insgesamt 20 Mittern gewonnen wurden.

Gruppe Supplementierung

Kontroll-Gruppe Keine zuséatzliche Supplementierung (N = 6)

Cholin Gruppe 30mg/kg/d Cholin in Form von 40mg Cholinchlorid (N = 6)

DHA Gruppe 30mg/kg/d DHA (Premneo®) (N = 1), ab Juli 2015 60mg/kg/d
(N=5)

DHA und Cholin Gruppe 30mg/kg/d Cholin + 30mg/kg/d DHA (Premneo®) (N = 1)
30mg/kg/d Cholin + 60mg/kg/d ab Juli 2015 (N = 5)

Tabelle 10: Ubersicht tiber die vier Studiengruppen; Abkiirzungen: DHA — Docosahexaenséaure, N —
Anzahl der Friihgeborenen mit dieser Merkmalsauspragung

Die Gabe der Supplemente erfolgte mit den Mahlzeiten zusatzlich zur
Standarderndhrung (vorwiegend Muttermilch). Der DHA-Supplementierung
diente Premneo® (Clover Corporation Limited, Sydney, Australien), eine aus

Fischol hergestellte Emulsion mit 1220mg DHA/mI. Premneo® ist durch die Food
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and Drug Administration (FDA) als ,generally regarded as safe“ (GRAS)
zertifiziert. Die Cholin-Supplementierung wurde mit einer Cholinchloridldsung
(20mgCholin/ml in aqua ad inj.) aus der Apotheke der Universitatsklinik Tubingen
durchgefuhrt. Tag 1 (d1) wurde festgelegt als der Tag, an dem eine komplette
Supplementierung erfolgte. Die Studientage liefen von 14:00 Uhr des Ersten bis
13:59 Uhr des Folgetages.

Mitte Juni 2015 wurde mit der Studie begonnen. Am 21. Juli 2015, nach
Behandlung je eines Frihgeborenen pro Gruppe, beschloss die
Forschungsgruppe die DHA-Dosis von 30mg/kg/d auf 60mg/kg/d zu erh6hen, da
die meisten DHA-Supplementierungsstudien mit mindestens 60mg/kg/d
arbeiteten und diese Dosis als unbedenklich galt. Es sollte mit der Erhéhung der
Dosis ausgeschlossen werden, dass die DHA-Effekte durch eine zu geringe
Dosis unter dem Signifikanzniveau lagen (Katsuki und Okuda 1995; Prof. Dr.
med. Axel Franz). Die Gabe von DHA erfolgte auf 3-4 Mahlzeiten verteilt, die von
Cholin aufgrund seiner kurzen Plasmahalbwertszeit (Bernhard et al. 2019c) tUber

alle (6-8) Mahlzeiten verteilt.

Die Mutter der teilnehmenden Friihgeborenen erhielten einen Fragebogen, um
Erndhrungsgewohnheiten, Erkrankungen, Unvertraglichkeiten und
Nahrungsergénzungsmittel sowie eingenommene Medikamente zu erfassen. Die
Proben der Kinder wie auch die Proben der Muttermilch wurden verblindet auf

Cholin, DHA und die anderen Metabolite untersucht.

2.3.2 NAHRUNGSERFASSUNG & KORRELATION MIT DEM PLASMA DER
FRUHGEBORENEN

Mithilfe der klinikinternen Software (File Maker Pro 13) wurde die Ernéhrung der
Frihchen mit Muttermilch, Ersatzmilch (Beba Stufe 1), weiteren
Nahrungsergéanzungen (Beba Fm 85, Aptamil Eiwei3+ und Duocal) und dem
Studiensupplement (Premneo und Cholinchloridlésung), unter Berticksichtigung
des verworfenen Magenrestes (ml/d) ermittelt. Zudem konnte aus der Software

das Tagesgewicht (g) und das postnatale Alter (d) erhoben werden.
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Um aus den molaren Massen (M) der Stoffe die Masse (m) zu ermitteln, wurde
diese mit der Stoffmenge (n) multipliziert m = M x n. Die Ergebnisse wurden,
wenn nicht anders beschrieben, in Medianen und Interquartilrange angegeben.
Um die Werte darzustellen und sie miteinander zu korrelieren habe ich in der
Regel fur Cholin und seine Metabolite die Konzentration (mg/L oder pmol/L) und
fur Fettsauren die Zusammensetzung (Mol%) herangezogen. Die Begriindung
hierflr folgt in der Diskussion (s. 4.1.1). Aul3erdem wurde aus allen Proben eines
Studientages (14:00-13:59) der Median ermittelt, sodass fur d1-d10 ein
Muttermilchtagesprofil dargestellt werden konnte. Dieses habe ich anschliel3end
mit der Menge der pro Tag aufgenommenen Muttermilch multipliziert und durch
das Korpergewicht geteilt. So habe ich die Masse einer Substanz erhalten, die
ein Kind pro kg Kérpergewicht an einem Tag Uber die Muttermilch erhalten hatte
(mg/kg/d). Da die Kinder jedoch zum Teil Ersatzmilch,
Nahrungserganzungsmittel und/oder das Studiensupplement erhielten und wir
bereits durch Messungen dieser Substanzen (Shunova et al. 2020) deren
Zusammensetzung bestimmt haben, habe ich diese im weiteren Schritt noch
individuell addiert. Somit konnte ich bestimmen wie hoch die Masse der
aufgenommenen Fette (insbesondere ARA und DHA) und Cholinkomponenten

(insbesondere das Gesamtcholin) Uber die gesamte Nahrungszufuhr war.

Um nun den Gehalt von Cholin, Betain, ARA oder DHA im Plasma der Kinder mit
der Uber die Muttermilch bzw. Uber die komplette Nahrungszufuhr
aufgenommenen Menge zu korrelieren habe ich die Korrelationen in drei
verschiedene Gruppen aufgeteilt. Zum Einen habe ich alle Gruppen gesammelt
miteinander verglichen. Zum Anderen habe ich die Plasmaproben je nach
vorhergegangener Studiensupplementation bzw. ohne Supplementation
aufgeteilt (s. Tabelle 11). Fur die Korrelation aller Werte wurden die betreffenden
Stoffe im Plasma der Blutabnahmen von Tag 0, 8 und 10 mit den Medianen der
Tage 1, 7 und 9 verglichen (N = 69). Da an Tag 0 noch keine Daten zur
Nahrungsaufnahme, sowie keine Muttermilchproben gesammelt wurden habe ich
die Plasmaproben von Tag 0 mit den Muttermilch-/Gesamtnahrungsdaten von
Tag 1 korreliert. Fur die Korrelation der Fettsauren der Werte nach DHA-

Supplementation wurden die Plasmawerte von Tag 8 und 10 der Kinder mit DHA-
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Supplementation mit den Medianen der Tage 7 und 9 der zugehdrigen
Muttermilch/Gesamtnahrung verglichen (N = 22). Gleiches erfolgte fir die
Korrelation der Cholinkomponenten mit den Werten der Kinder mit Cholin-
Supplementation (N = 22). Fur die Korrelation der Kinder ohne Supplementation
wurden die Werte im Plasma an Tag 0, 8 und 10 der Kinder ohne entweder DHA-
oder Cholin-Supplementation sowie an Tag 0 der Kinder mit Supplementation mit
den Medianen der jeweiligen Tage (1, 7 und 9) in der zugehdrigen
Muttermilch/Gesamtnahrung verglichen (N = 47).

Bei den Korrelationen der Fettsauren, wurde die Zusammensetzung dieser
Fettsauren in den Neutrallipiden (Mol%) sowie der an PC gebundenen Fettsaure
(Mol% vom Gesamt-PC) im Plasma mit den durch die MM bzw. gesamten
Nahrungszufuhr aufgenommenen Menge der FS (mg/kg/d) korreliert. Fur die
Korrelation der FS nur mit der MM habe ich lediglich die Plasmawerte mit den
Muttermilchwerten korreliert in denen (noch) keine Supplementation
stattgefunden hat. Da Proband oder Probandin 16 keine MM erhielt, wurde er

oder sie aus der Berechnung ausgeschlossen.

Korrelationen mit Cholin/Betain | Korrelationen mit FS

Alle Plasmacholin- /betainwerte DHA/ARA-PC/NL (Mol%) von d 0O, 8
Studiengruppen (umol/L) von d 0, 8 und 10 vs. und 10 vs. DHA/ARA der Nahrung
Gesamtcholin der MM/Nahrung (mg/kg/d) von d 1, 7 und 9 in allen
(mg/kg/d) von d 1, 7 und 9 in allen | Gruppen (Kontrolle, Cholin, DHA,
Gruppen (Kontrolle, Cholin, DHA, | Cholin+DHA) (N = 69)
Cholin+DHA) (N = 69)

Mit Plasmacholin- /betainwerte DHA/ARA-PC/NL (Mol%) von d 8
Supplementierung | (umol/L) von d 8 und 10 vs. und 10 vs. DHA/ARA der Nahrung
Gesamtcholin der MM/Nahrung (mg/kg/d) von d 7 und 9 in den
(mg/kg/d) von d 7 und 9 in den Gruppen DHA und Cholin+DHA (N
Gruppen Cholin und Cholin+DHA | = 22)
(N =22)
Ohne Plasmacholin- /betainwerte DHA/ARA-PC/NL (Mol%) von d 0O, 8
Supplementierung | (umol/L) von d 0, 8 und 10 vs. und 10 vs. DHA/ARA der

Gesamtcholin der MM/Nahrung MM/Nahrung (mg/kg/d) vond 1, 7
(mg/kg/d) vond 1, 7und 9 inden | und 9 in den Gruppen

Gruppen Kontrollgruppe und DHA | Kontrollgruppe und Cholin

+ Plasmacholin- /betainwerte + DHA/ARA-PC/NL (Mol%) von d O
(umol/L) von d O vs. vs. DHA/ARA der MM/Nahrung
Gesamtcholin der MM/Nahrung (mg/kg/d) von d 1 in den Gruppen
(mg/kg/d) von d 1 in den Gruppen | DHA und Cholin+DHA (N = 47)
Cholin und Cholin+DHA (N = 47)
Tabelle 11: Durchgefuhrte Korrelationen der Cholinkomponenten und Fettsduren, Aufteilung nach
Gruppen. Abklrzungen: d — Tag; MM — Muttermilch; DHA — Docosahexaenséure; ARA — Arachidonsaure;
vs. — versus; PC — Phosphatidylcholin; NL - Neutrallipide
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2.3.3 STATISTISCHE AUSWERTUNG DER ERGEBNISSE

Die statistische Analyse erfolgte mit der Software SPSS®-Statistic24. Die

Balkendiagramme wurden mit Excel erstellt.

Um Korrelationen zu berechnen wurde zu Beginn die Normalverteilung gepruft.
Dies erfolgte, indem ich die Schiefe und Kurtosis, das Q-Q Diagramm, das
Histogramm sowie den Box-Plot ausgewertet habe. Bei Unklarheit auf
Normalverteilung habe ich auRerdem noch den Shapiro-Wilk-Test angewendet
(Mohd Razali und Wah 2011). Um die Starke des linearen Zusammenhangs
zwischen zwei Variablen zu ermitteln, wurde die Produkt-Moment-Korrelation
eingesetzt. Bei Normalverteilung wurde das Signifikanzniveau nach Pearson (r)
berechnet, ansonsten nach Spearman (p). Als signifikant wurde p<0,05
festgelegt. AuRerdem wurde ein Streudiagramm erstellt. Die X-Achse stellt die
unabhangige Variable dar, die Y-Achse die abhangige Variable. Aus der

Regressionsgeraden des Streudiagramms ergab sich R2.

Um zu priufen, ob sich die Werte, abhangig von der Tageszeit, voneinander
unterscheiden habe ich vier Gruppen (morgens, mittags, abends und nachts)
erstellt und diese mittels ,einfaktorieller ANOVA® gegeneinander gepruft. Hierflr
wurden die Werte mittels Box-Plot auf Ausweil3er und anschlieend auf
Normalverteilung gepruft. Um die ANOVA hinreichend zu interpretieren wurde
die Uberpriifung der Varianzhomogenitat (die Streuung der Punkte um eine
Gerade) durchgefihrt. Diese erfolgte mit dem Levene-Test (Levene 1960). Bei
einem signifikanten Ergebnis (p<0,05) missen wir von einer Verletzung der
Varianzhomogenitat ausgehen. Bei Verletzung der Varianzhomogenitat wurden
die Ergebnisse mit dem Games-Howel post-hoc Test interpretiert. Bei Gleichheit
der Varianzen (p>0,05) wurde die Signifikanz unter den Gruppen mittels post Hoc
Tukey Test berechnet (Timischl 2013). Die -einfaktorielle ANOVA wurde
aulBerdem mit dem F-Wert angegeben. Um den F-Wert zu bestimmen wird die
Streuung zwischen den Stichprobenmittelwerten durch die Streuung innerhalb
der Stichproben geteilt. Der F-Wert zeigt also an, dass zwischen den Gruppen
die Mittelwerte unterschiedlich sind. Ein gré3erer F-Wert steht fur eine starkere

Streuung (Eckey et al. 2002). Die Effektstarke wurde nach Cohan berechnet (Eta-
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Quadrat). Die Effektstarke wird als Mafld verwendet um zu zeigen wie grol3 der
statistisch relevante Unterschied zwischen den Gruppen ist. Cohen bezeichnet
Effektstarken zwischen 0,01 und 0,06 als kleinen Effekt, zwischen 0,06 und 0,14
als mittleren Effekt und tber 0,14 als grof3en Effekt (Cohen 1988).

Zur statistischen Planung und Auswertung habe ich Hilfe vom Institut fir klinische

Epidemiologie und angewandte Biometrie der Universitat Tibingen erhalten.

2.3.4 ASSERVIERUNG

Wahrend der Studiendauer (d0-10) wurden Muttermilch (MM)-Proben gewonnen.
Hierzu wurde ein Aliquot der zuvor homogenisierten MM in 1ml Spritzen
aufgezogen. An dO und d7 wurde von jeder Portion Muttermilch, mit der an diesen
Tagen die Frihgeborenen ernahrt wurden, eine Probe asserviert (je 1,5ml in
einem Eppendorf®Cup). An den weiteren Tagen wurde einmal taglich eine der
Muttermilchproben asserviert. So war es mdglich an dO und d7 ein Tagesprofil

und von d0-d10 ein Verlaufsprofil zu erstellen.

Vor Versuchsbeginn (d0), 48h vor Versuchsende (d8) und an d10 wurde den
Kindern Blut entnommen. Zu d7,5 wurde den Kindern einmalig 3,6mg/kg D9-
Cholinchlorid per os (anstatt von nativem Cholinchlorid) gegeben, so dass die
folgenden Blutentnahmen 12h und 60h nach der D9-Cholingabe stattfanden. Die
Blutentnahmen fir die Studie erfolgten zeitgleich zu Kklinisch indizierten
Blutentnahmen, sodass fiir die Studie kein zusétzlicher Nadelstich erfolgte. Die
Untersuchungen am Plasma der Frihgeborenen wurden nicht als Teil dieser
Doktorarbeit durchgefuhrt.

2.3.5 PROBENLAGERUNG

Die Muttermilchproben wurden im Kuhlschrank (+4°C) der neonatologischen
Intensivstation gelagert und nach spatestens zwei Tagen bei -30°C eingefroren.
Von dort wurden sie gefroren ins Labor transportiert, wo ich sie bei -80°C lagerte

oder direkt verarbeitete.
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2.3.6 AUFARBEITUNG DER MUTTERMILCH - LIPIDEXTRAKTION NACH BLIGH & DYER

Die MM-Proben wurden zur Extraktion der wasser- und lipidléslichen
Komponenten nach dem Verfahren von Bligh & Dyer (Bligh und Dyer 1959) mit
Chloroform und Methanol extrahiert. Das Verfahren basiert auf der Herstellung
eines ternaren Gemisches mit Chloroform und einem Uberschuss Methanol, in
dem alle Zielanalyte geldst sind. AnschlieRend wird durch Zugabe von Wasser
und Chloroform eine Phasentrennung induziert, sodass die wasserl6slichen
(Cholin-)Komponenten in der oberen Wasser-Methanol-Phase geldst sind,
wéhrend alle Lipide sich in der chloroformhaltigen Unterphase befinden. Ergénzt
wurde das Verfahren durch die Zugabe von Deuterium-markiertem Cholin (D4-
Cholinchlorid) als internem Standard zur Quantifizierung von Cholin und seinen
wasserloslichen Derivaten (Bernhard et al. 2019c). Die Lipidstandards (siehe
unten) wurden nach der Extraktion zugegeben, da sie mit der
Fettsaurebestimmung interferiert hatten. Die verwendeten Extraktionsgefal3e
bestanden aus Glas und wurden zur Entfernung von Spulmittelresten und

Weichmachern mit Methanol vorgereinigt.

2.3.6.1 HERSTELLUNG DER D4-CHOLIN-STANDARDLOSUNG

Zur Herstellung der Stammlésung des D4-Cholinstandards fur die
wasserloslichen Metabolite wurden 15mg Das-Cholinchlorid in 17,85ml reinem
Wasser (Aqua bidest.) geldst, sodass eine 3,75mMol/L Stammlésung entstand.
Diese wurde im Kihlschrank gelagert. Von dieser Lésung wurde, vor der
Probenaufarbeitung 200ul abpipettiert und mit 4800ul Aqua bidest. verdinnt
(150pMol/L D4-Cholin-Gebrauchslésung als interner Standard).

Schritt Verfahren

15mg D4-Cholinchlorid + 27,85mL aqua bidest.
- 3,75mmolare Ds-Cholinchlorid-Stammldsung
200 pl Ds-Cholinchlorid-Stammlésung + 4800pul H20
- 150umolare D4-Cholin-Standard-Gebrauchslésung
100l Da4-Cholin-Standard-Gebrauchslosung (150pmolar) + 5pl BHT-LOsung
(20mg/ml) + 100pL Probe + 600uL Aqua bidest.
Mischen
+ 2400p! Methanol + 800uL Chloroform
Mischen
1h im Kihlschrank ruhen

Mischen

O No o~ W N
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9. + 2400ul Chloroform + 1600ul Aqua bidest.
10. Mischen

11. Zentrifugieren (3000xg, 20min)
12. Oberphase in 4ml Vial Uberfiihren

Unterphase entnehmen und mit Chloroform:Methanol (2:1) auf 4ml auffillen
Tabelle 12: Lipidextraktion der Muttermilch

2.3.6.2 DURCHFUHRUNG DER EXTRAKTION

Es wurden 5ul BHT-L6sung (20mg/ml Ethanol) als Antioxidans sowie 100l D4-
Cholin Standardgebrauchslésung (150umol/L) in ein mit Schraubdeckel
verschlieRbares 10-ML-Glasrohrchen pipettiert. AnschlieBend wurden 100l
Probe (Milch) und 600ul Aqua bidest. hinzu pipettiert. Die Losung wurde
daraufhin mit dem Rattler fir 30 sec. homogenisiert und anschliel3end mit 2400pl
Methanol und 800ul Chloroform aufgefillt und erneut homogenisiert, um das
ternare Gemisch herzustellen. Nach einer Stunde im Kuhlschrank (4°C) und
anschlieBender Homogenisierung wurde zur Phasentrennung nochmals
Chloroform (2400ul) und Aqua bidest (1600ul) hinzu pipettiert und wieder
homogenisiert, um eine Phasentrennung zwischen Chloroformphase (héhere
Dichte, mit Lipiden) und Aqua bidest. /Methanol-Phase (mit wasserloslichen
Metaboliten) herzustellen. Die Phasen wurden durch Zentrifugation (20min bei

3000xg, Raumtemperatur) getrennt.

2.3.6.3 EXTRAKTAUFBEWAHRUNG

Die fur unsere Untersuchung irrelevanten Proteine befanden sich zwischen den
Phasen. Die Lipid-Unterphase wurde komplett in ein 4ml-Vial Gberfuhrt und mit
Chloroform:Methanol (2+1) auf 4ml aufgeftillt. Die Oberphase wurde ebenfalls in
ein 4ml-Vial gefillt. Die Extrakte wurden bei -80°C bis zur Analyse aufbewahrt.

2.3.7 MASSENSPEKTROMETRISCHE ANALYSE

2.3.7.1 ALLGEMEIN

Mittels Massenspektrometrie kdnnen ionisierbare Molekile einer verdampfbaren
Losung quantifiziert werden, so dass Konzentrationen dieser Stoffe und die
Zusammensetzung von Proben oder ihren Extrakten bestimmbar sind. Die
Auftrennung der Molekile geschieht in einem rotierenden elektrischen Feld, so
dass nur ionisierbare Stoffe bestimmt werden kénnen. Vorteilhaft ist fur diese

Studie, dass alle Zielanalyte nur einfach ionisierbar (+H*) bzw. einfach positiv
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geladen ist. Dadurch sind Masse/Ladung (m/z) eindeutig, z. B. m/z=+104,17 fur
Cholin. Zur héheren Prazision, weil es viele Moleklle mit gleichen m/z-Werten
gibt, wird in der Tandem-Massenspektrometrie der ionisierte Zielanalyt
fragmentiert. Die Quantifizierung erfolgt dber ein charakteristisches
(,diagnostisches®) Fragment, z.B. m/z= +104—+60 fur Cholin, nicht aber fir die
meisten anderen Stoffe mit m/z=+104. Um die Eindeutigkeit weiter
sicherzustellen, werden die Zielanalyte chromatographisch getrennt. Damit kann

z.B. Dimethylglycin (m/z = +104—+59 und +60) vom Cholin getrennt werden.
Argon

ESI

Kanalelektronen-

Flissigchromatograph vervielfacher

Detektor

Abbildung 10: Flissigchromatographie-gekoppeltes Triplequadrupol-Tandemmassenspektrometer
mit Elektrosprayionisations-Interface (LC-ESI-MS/MS)

Das Massenspektrometer besteht aus einem Einlasser, dem meist ein
Flussigchromatograph vorgeschaltet ist, einer lonenquelle, einem Analysator und

einem Detektor (Budzikiewicz und Schafer 2013).

Das Zusammenschalten eines Flussigkeitschromatographen mit einem
Massenspektrometer ermdglicht eine genauere Bestimmung der Stoffe, da zu
jedem Peak des Chromatogramms ein Massenspektrum zugehdrig ist (Zhou et
al. 2012). Der Flussigkeitschromatograph trennt Stoffe aufgrund ihrer Loslichkeit
und Polaritdt mittels einer mobilen Phase (Laufmittel), die das applizierte
Stoffgemisch (Probe) sequenziell von der stationaren Phase (Saulenmatrix-hier

Silica-Saule zur Trennung der Lipide) eluiert (Zhou et al. 2012).

Als lonenquelle wurde die schonende Elektrospray-lonisation (ESI) genutzt, bei
der die zu untersuchende Losung durch eine Kapillare flie3t, an deren Ende eine
positive oder negative Spannung liegt. Die Analyte werden bei ESI nur ionisiert,
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nicht aber gespalten. Je nachdem, wie das elektrische Feld angelegt wird,
entstehen positive oder negative lonen. Wasser ist die Quelle der Protonen fur
die hier benutzte positive lonisierung, sodass zuvor ungeladene Komponenten
einen Massenzuwachs um 1Da erfahren. Die lonisierung fuhrt dazu, dass die
Teilchen einander abstoRen und Uber immer kleiner werdende geladene
Tropfchen zu einem Gas aus geladenen Teilchen werden. Das Verdampfen des
Losungsmittels wird durch die angelegte Temperatur gewahrleistet. Uber die sog.
Transferkapillare wird das Gas ins innere Vakuum gesogen (Budzikiewicz und
Schafer 2013). Nun laufen die Teilchen durch den Analysator, in diesem Fall

einem Triple-Quadrupol Analysator (Thermo TSQ Quantum Discovery Max).

Die Teilchen fliegen im Hochvakuum (103-107 mbar) durch 3 Quadrupole,
bestehend aus vier Stabelektroden, auf denen eine rotierende Wechselspannung
liegt. Die Quadrupole 1 (Q1) und 3 (Q3) selektieren die Teilchen mittels ihrer
Masse und Ladung. Nur die Teilchen, die in der Frequenz der Wechselspannung
schwingen kdnnen, passieren die Analysatoren. Durch verschieden angelegte
Wechselspannungen konnen unterschiedliche Teilchen gemessen werden. So
werden die Teilchen in Q1 selektiert. In dem 2. Quadrupol werden sie mit Argon
als Kollisionsgas fragmentiert. Dabei entstehen typische, ,diagnostische” (s.0.)
Fragmente der Molekule die wiederum in Q3 gemessen werden (Budzikiewicz
und Schafer 2013). Fur diese Arbeit wurden zwei verschiedene
Untersuchungsverfahren genutzt. Beim ,selected reaction monitoring® (SRM)
werden fir den ersten und zweiten Quadrupol jeweils Massen festgelegt, sodass
nur spezifische lonen (Q1) bzw. Fragmente dieser lonen (Q3) passieren kdnnen
(Zhi et al. 2011). Zum anderen sind im ,neutral loss scan® die Quadrupole so
festgelegt, dass Q3 einen spezifischen Massenverlust eines geladenen Molekiils
aus Q1 misst. Somit misst der neutral loss scan alle Molekile, die bei der
Fragmentation das gleiche ungeladene Fragment verlieren (Louris et al. 1985).
Das ,neutral loss scan“ verfahren wurde fir die Messung der
Phosphatidylethanolamin-Komponenten verwendet.

Die lonen werden anschlieRend durch einen Kanalelektronenvervielfacher

detektiert. Der Kanal besteht aus einem speziellen halbleitenden Glas. Das lon,
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welches in den Kanal einfallt und an die Glaswand st63t, emittiert dadurch
sogenannte sekundare Elektronen. Diese werden durch ein elektrisches Feld
beschleunigt, stoRen ebenfalls an die Glaswand und emittieren weitere
Elektronen. Mit der Vervielfachung dieser Elektronen lasst sich zum Schluss eine
induzierte Stromstdrke messen. Aus dieser Information entsteht das

Massenspektrogramm (Mahaffy 2013).

2.3.7.2 ANALYSE DER WASSERLOSLICHEN CHOLIN-METABOLITE
PROBENAUFBEREITUNG

Fur die Messung von Cholin, seinen wasserloslichen Cholinderivaten (freies
Cholin, Phosphocholin, Glycerophosphocholin, Phosphatidylcholin, Lyso-
Phosphatidylcholin und Sphingomyelin) und Das-Cholin als internem Standard
wurde ein Aliquot der H20-Methanol (MeOH)-Oberphase 1:21 mit einer 20%igen
wassrigen Acetonitril-Losung verdinnt. Hiervon wurden 20uL Uber den
Probenaufgeber (Finnigan Surveyor Autosampler Plus®) auf die Trennsaule
(Hilic Plus®, Agilent Technologies; Bdblingen, Deutschland) injiziert. Die
Trennung erfolgte bei 600ul/min und 40°C mittels eines Gradienten aus
Laufmittel A (90% Acetonitril, 0,1% Ameisenséaure) und B (50% Acetonitril, 0,1%

Ameisenséure). Das Gradientenprofil ist in Abbildung 11 dargestellit.
100%

Konzentration Laufmittel A
Konzentration Laufmittel B

80%

60%

40%

20%

Konzentration der Laufmittel (%)

0%
00 05 10 15 20 25 3,0 356 40 45 50 55 6,0

Minute
Abbildung 11: Gradientenprofil zur Messung der wassrigen Cholin Metabolite. Dargestellt ist die
Konzentration (in %) der Laufmittel A (90% Acetonitril, 0,1% Ameisensaure) und B (50% Acetonitril, 0,1%
Ameisensaure) gegenuliber der Zeit in Minuten.
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ANALYSE

Cholin und Cholin-Metaboliten Retentionszeit (min)
Methionin 1,3

TMAO 1,7

Carnitin 2,15

Cholin 2,3

Dimethylglycin 3,0

Betain 3,2
Glycerophosphocholin 4,25

Phosphocholin 45

CDP-Cholin 49

Tabelle 13: Retentionszeiten der wasserldslichen Zielanalyte

Die polare Extrakt-Oberphase diente der Analyse von Cholin, Phosphocholin,
Glycerophosphocholin, sowie Trimethylaminoxid, Betain, Dimethylglycin,
Methionin und Carnitin (s. Tabelle 13). Die einzelnen Komponenten wurden in
positiver lonisation im SRM-Untersuchungsverfahren ermittelt. Die Originaldaten
(TICs) wurden in eine Excel-Tabelle tberfihrt und dann in ein Makro tbertragen,
in dem sie ausgewertet wurden. Konzentrationen wurden Uber die ,total ion
counts® (TICs) im Verhaltnis zu denen des internen Standard und externen

Kalibrationskurven bestimmt (Bernhard et al. 2015).

2.3.7.3 ANALYSE DER LIPIDHALTIGEN UNTERPHASE

PROBENAUFBEREITUNG

Schritt | Verfahren

1. 500uM PC20:0/20:0 + 200uM PC14:0/14:0 + 50 uM PG14:0/14:0 + 50uM SPH17:0
+ 50uM Ceramidel17:0 + 50uM LysoPC13:0 + 50uM LysoPC19:0 (in Trifluoroethanol
gel6st) 2> 1:400 verdiinnt > 1,25uM Standard

2. 60ml Chloroform + 38ml Methanol + 2ml Ammoniumacetat (300-milimolar) >
Laufmittel
3. 100ul Extrakt der Unterphase + 750ul Laufmittel +25ul Standard

- Zu messende Losung

Tabelle 14: Erstellen des Probengemisches far die Messung mit einem
Flissigkeitschromatographen gekoppelten Massenspektrometer

Zum Messen der Lipide in den Proben mittels ESI-MS/MS wurden 100ul Extrakt-
Unterphase mit 750ul mobiler Phase (s.u.) und 25ul Standard-Lésung in ein 2ml-
Probengefald pipettiert (s. Tabelle 14). Hiervon wurden 25ul auf die Trennséaule
aufgetragen. Die Trennung der Lipidklassen geschah isokratisch mittels einer
Silica-Saule (Polaris 3 Si-A® - Agilent Technologies) bei 40°C. Als mobile Phase

diente ein Gemisch aus Chloroform, Methanol und Ammoniumacetat (s. Tabelle
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14). Die Flussraten sind zur Optimierung der Peakbreiten variabel und in Tabelle

15 dargestellt.

min pl/min Peak Lipidname
0.00 250

0.49 250

0.50 500

0,90 500 Ceramide
1,1 500 PE

1,3 500 Lyso-PE
2,4 500 PC

3,0 500 SM

45 500 Lyso-PC
5.99 500

6.00 700

7.99 700

8.00 250

Tabelle 15: Flussrate (ul/min) und zugehérige Retentionszeit der im ESI-MS/MS gemessenen Lipide.
Abkirzungen: PE = Phosphatidylethanolamin; PC = Phosphatidylcholin; SM = Sphingomyelin

ANALYSE
Die Lipide der apolaren Extrakt-Unterphase wurden in die Lipidklassen PC, PE,
SM, Lyso-PC und Ceramid (CER) aufgetrennt. PC, SM, CER und Lyso-PCs
wurden bei positiver lonisation im SRM-Modus gemessen, PE-Komponenten
hingegen uber ihre ,neutral loss fragments® (Bernhard et al. 2014).

ISOTOPE UND ISOTOPENKORREKTUR
Isotope haben unterschiedlich viele Neutronen im Kern. Es Uberwiegt ein stabiles
Hauptisotop. Andere Isotope haben eine hohere Neutronenzahl und sind daher
schwerer. Das Isotop 2C macht 98,9% des Kohlenstoffs aus. 13C ist ein weiteres
stabiles Isotop des Kohlenstoffs (Laeter et al. 1991). Alle Verbindungen haben
eine von der Anzahl der Kohlenstoffatome unterschiedliche hohen Anteil an 3C,
und damit an hoheren Massen (M+1, M+2, M+3 usw.). Im SRM-Modus wird ein
m/z-Wert bestimmt, welcher die Haufigkeit der Molekiile mit 13C angibt. Somit
mussen die entstandenen TICs um 3C in Abhangigkeit ihrer Kohlenstoffatome
korrigiert werden (corrected TICs) (Fernandez et al. 1996). Die molaren
Konzentrationen der Stoffe in Probenlésungen werden mit Hilfe interner
Standards berechnet. Aul3erdem wird die Zusammensetzung der Stoffe in Mol%

berechnet.
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2.3.8 GASCHROMATOGRAPHISCHE ANALYSE

2.3.8.1 ALLGEMEIN

Mittels Gaschromatographie wurden die Fettsauren, unter anderem
Arachidonsaure und Docosahexaensaure, untersucht. Fiur diese Arbeit wurde mit
dem Gaschromatographen Agilent 7820A (Agilent Technologies; Santa Clara,
USA) gearbeitet. Ein Gaschromatograph (GC) st aus drei Teilen

zusammengesetzt. Einem Injektor, einer Trennsaule und einem Detektor.

In dem Injektor (Agilent 7693A Automatic Liquid Sampler, Santa Clara, USA) wird
die Probe mittels Autosampler aufgezogen, verdampft und mit einem Tragergas
(Helium) bei einer Laufrate von 3ml/min vermischt. Dieses Gemisch wird auf die
Trennséaule (HP-88; 100m x 0,25mm y 0,2um) Ubertragen. Da diese einen sehr
kleinen Durchmesser und nur eine Probenmenge von 0,01uL bendétigt, wird die
Probe nur teilweise unter Benutzung eines Splitters aufgetragen. Das bedeutet,
dass von der verdampften Substanz nicht alles auf die S&ule gerat, sondern ein
Teil durch das Splitventil wieder abgelassen werden kann. Ich habe mit einem

Splitverhéltnis von 1:2 gearbeitet.

In dieser Arbeit wurde eine Trennséaule verwendet, die innen mit einer stationaren
Phase (in diesem Fall (88 %-Cyanopropyl)-aryl-polysiloxan) beschichtet ist und
sich in einem Saulenofen befindet. An die stationare Phase bindet das
Probengemisch bei zunachst 130 °C. Durch Temperaturerhéhung (s. Tabelle 17)
verdampfen die Stoffe hintereinander an ihren charakteristischen Siedepunkten
und werden dadurch sequenziell eluiert. Die Temperatur des Injektors lag bei
250°C, die des Detektors bei 280°C. Durch das Tragergas (Helium) werden die
verdampften Stoffe mitgetragen und gelangen in den Detektor.

Der Flammenionisationsdetektor, der fur diese Arbeit genutzt worden ist, misst
die lonen, die bei der Verbrennung der Substanzen mit C-C oder C-H Bindungen
im Gas entstehen. Die Messung ist demzufolge Abhangig von der Masse der zu

detektierenden Substanz (Gaschromatographie, GC 2017).
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PROBENAUFBEREITUNG

Schritt | Verfahren

Interner Standard (IST) = n-3-Docosatriensdure in Toluol:Methanol (3+1)
(20mg/ml),

auf Raumtemperatur aufgewarmt

2ml IST + 200yl Acetylchlorid + 100ul Milchextrakt

Inkubieren: 60min, 100°C, Speed 8
Abkihlen
+ 5ml 6%ige Kaliumcarbonatlésung

2 Minuten Schiitteln

Zentrifugieren: 10 min 4000U/min 25°C
Oberphase abpipettieren und verdampfen lassen
Trockensubstanz + 100ul Toluol:Methanol

0. Mischen

10. Uberfiihrung in ein 2ml Vial

Tabelle 16: Fettsaureveresterung fir GC-Analytik

QINIO O AW N

2.3.8.2 FETTSAUREDERIVATISIERUNG

Damit die Fettsauren fliichtig sind, werden sie zu Methylestern derivatisiert. Zur
Quantifizierung wurde ein in Toluol und Methanol (3+1) gelOster interner
Standard aus cisl13,16,19-Docosatriensaure (Docosatrien-n-3) 10mg/ml
verwendet. Von diesem wurden unter dem Abzug 2ml mit 200ul Milchextrakt und
200ul Acetylchlorid als Reaktanz fiur die Bildung der Methylester in ein 12ml-
Pyexréhrchen® pipettiert und ein Ruhrfischchen zugegeben. Daraufhin wurde die
Losung eine Stunde bei 100°C auf einer Heizplatte mit Magnetrihrer (Reacti-
Therm Il Heating/Stirring module) bei einer Ruhrgeschwindigkeitsstufe von 8
erhitzt. Nach Abkuhlen wurden der Lésung 5ml 6%ige Kaliumcarbonatldsung
(30g auf 500ml aufgelost) zugefigt, geschiittelt und 10 Minuten bei 4000
Umdrehungen/Minute zentrifugiert. Die Fettsauremethylester-haltige Oberphase,
die eine geringere Dichte aufweist als das Methanol/Toluol Gemisch, wurde
anschlieBend vollstandig in Glasréhrchen abpipettiert und eingedampft. Um die
kurzkettigen Fettsduren zu schitzen wurde beim Vorgang des Eindampfens
darauf geachtet, dass exakt der Zeitpunkt gewahlt wird, an dem die Flussigkeit
nur nahezu verdampft ist. Dann wurde die Probe mit 100l Toluol:Methanol (3+1)
geldst und in den Microglaseinsatz eines 2ml Probengefale, gegeben. Dieses

wurde anschliel3end mit einer Crimp-Zange verschlossen.
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ANALYSE

Zeit (min) Temperatur (°C)
1 130
26 176
37 186
58 190
92 220

Tabelle 17: Temperaturanstieg abhéngig von der Zeit in der Gaschromatographie-Methode. Zur
Messung der Fettsauren mittels Gaschromatographie wurde das Probengemisch in der Trennsaule
sequenziell erhitzt, sodass die Stoffe an ihren charakteristischen Siedepunkten verdampfen.

Referenzfettsauren Chemische Retentionszeit Retentionsfaktor
(Bestimmung als Nomenklatur (Rf)
Fettsauremethylester)

Laurinsaure C12:0 11,136 0,204
Myristinsaure C14:0 15,406 0,281
Palmitinsaure C16:0 20,635 0,376
Palmitoleinséure C16:1n-7 22,222 0,404
Stearinsaure C18:0 26,457 0,480
Olsaure C18:1n-9 28,082 0,510
Linolsaure C18:2n-6 30,821 0,560
y-Linolensaure C18:3n-6 32,855 0,596
Arachinsaure C20:0 33,397 0,604
a-Linolenséaure C18:3n-3 34,281 0,622
Eicosatriensaure C20:3n-6 41,019 0,745
Behensaure C22:0 41,791 0,763
Arachidonsaure C20:4n-6 42,997 0,782
Eicosapentaensaure C20:5n-3 48,322 0,879
Docosatriensaure C22:3n-3 54,971 1,0
Docosatetraensaure C22:4n-6 55,647 1,014
Docosapentaenséaure C22:5n-6 58,255 1,060
Docosapentaenséure C22:5n-3 62,703 1,140
Docosahexaensaure C22:6n-3 65,291 1,185

Tabelle 18: Referenzfettsduren und ihre Charakteristika - GC Analyse. Dargestellt sind die gemessenen
Fettsauren, ihre chemische Nomenklatur sowie die fur diese GC Analyse festgelegte Retentionszeit und der
Retentionsfaktor. Abkiirzungen: GC — Gaschromatograph, Rf — Retentionsfaktor

Die Starttemperatur betrug 130°C, die Maximaltemperatur 250°C (s. Tabelle 17).
Fur die Messungen wurde ein durchgehender Fluss von 3ml/min des
Tragergases Helium eingestellt. Die Trennung der Proben dauerte unter diesen
Bedingungen 92 Minuten. FUr jede zu messende Substanz wurde eine
Retentionszeit ermittelt (s. Tabelle 18). Die Peaks wurden, anhand der
Retentionszeiten relativ zu der des Standards (RF-Wert) und der typischen
Steigung der Eich-/Standardwerte per Hand integriert und die Werte in ein Excel-
basiertes Makro implementiert, um aus der Flache unter den Peaks die
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Konzentration zu ermitteln. Die Retentionszeiten wichen bei verschiedenen
Proben zum Teil voneinander ab, jedoch war die Identifikation mit Hilfe der rf-
Werte moglich (s. Tabelle 18).
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3 ERGEBNISSE

3.1 DEMOGRAPHISCHE DATEN

Miutter, die gestillt haben (N) 20

Miitter, die nicht gestillt haben (N) 1
Frihgeborene (N) 24
Einlingsschwangerschaften (N) 17
Zwillingsschwangerschaften (N) 3
Muttermilchproben (N) 432

Proben per Mutter (N) 19 (12-24)

Alter der Mutter (Jahre) 34 (24-40)
Postmenstruales Alter der Kinder bei Geburt (W) 28,3 (25,7-30,8)
Bei Geburt zugewiesenes Geschlecht ow/14m
Geburtsgewicht (g) 1019 (480-1630)

Tabelle 19: Demographische Daten der Studie. Die Daten sind absolute Zahlen bzw. Mediane mit Minima
und Maxima. Abkirzungen: N = Anzahl; g = Gramm; W = Wochen; w = weiblich; m = mannlich

Kontrolle | Cholin DHA Cholin+ DHA [ Gesamt
Zahl der Probanden und
Probadinnen mit MM 6 6 6 5 23
Mehrlinge 3/6 0/6 2/6 1/6 6/24
Zahl der MM Proben 116 113 110 95 432
mannlich/weiblich* 4/2 2/4 0/6 3/2 9/14
Postnatales Alter bei 15 20 18 17 17
Studienbeginn (Tag) (12-22) (16-21) |(13-25)|(13-20) (12-22)
Gew?cht bei_ 1275 1110 965 1055 1275
Studienbeginn (937- (878- (870- (795-1218) (1013-
(Gramm) 1511) 1200) 1165) 1434)

Tabelle 20: Demographische Daten aufgeteilt in Studiengruppen (Katrin Béckmann et al 2017). Details
zu den Gruppen siehe Tabelle 10. Daten sind absolute Zahlen oder Mediane mit Minima und Maxima. * -
bei Geburt ménnlich bzw. weiblich zugewiesen.

Insgesamt wurden 432 Bustmilchaliquota von 20 Stillenden und 72
Plasmaproben von 24 Frihgeborenen (FG; je 6 Proben aus 4
Behandlungsgruppen zu den Zeitpunkten <0d, 7,5d und 10d nach
Studienbeginn) analysiert. Drei Mutter hatten Zwillingsschwangerschaften und
eine Mutter (Einlingsschwangerschaft) hat Ihr Kind nicht gestillt. sodass die
Muttermilch von 23 (9 bei Geburt weiblich und 14 bei Geburt mannlich
zugewiesenen) Frihgeborenen untersucht wurde. Diese waren im Median bei
Geburt 28,34 Wochen alt. Die Kinder hatten ein medianes Geburtsgewicht von
1019g.
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3.2 ZUSAMMENSETZUNG DER MUTTERMILCH
3.2.1 CHOLIN

3.2.1.1 CHOLINKOMPONENTEN
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Abbildung 12 A+B: Cholinkomponenten der MM (A). Zusammensetzung der Cholinkomponenten in
der MM (B). N = 432. Die MM wurde nach Bligh&Dyer (Ref. 1959) extrahiert und im ESI-MS/MS gemessen,
wie im Methodenteil beschrieben (0 und 2.3.7). Daten sind Mediane sowie 25er und 75er Perzentile.
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Die Zusammensetzung der Cholinkomponenten zeigt, dass Phosphocholin und
Glycerophosphocholin mit je 35-40 Mol% die am starksten vertretenen
Komponenten der Muttermilch sind (insgesamt 73,2 Mol% (58,1-85,5); Median
und Interquartilenrange). Dem stehen freies Cholin, Phosphatidylcholin, (PC)
Sphingomyelin  (SM) und Lyso-PC als mengenmalRig untergeordnete

Komponenten gegeniber.

3.2.1.2 CHOLINDERIVATE UND METHYLKOMPONENTEN

pmol/L mg/L mg/150mL
Gesamtcholin [1332,5 (1082,2-1579,6) | 138,6 (112,6-164,3) | 20,8 (16,9-24,7)
Betain 10 (6.6-15) 1,2 (0,8-1,7) 0,2 (0,1-0,3)
Dimethylglycin| 37 (0,2-57) 3,8 (0,0-5,9) 0,6 (0,0-0,9)
TMAO 0,7 (0,0-2.1) 0,1 (0,0-0,2) 0,01 (0,0-0,02)
Methionin 0,01 (0,00-0,06) 0,001 (0,00-0,01) (0,0
Carnitin 48 (35-67) 7,6 (5,6-11) 1,2 (0,9-1,6)
Homocystein |3,4 (0,4-18) 0,5(0,1-2,4) 0,1 (0,0-0,4)

Tabelle 21: Konzentration von Gesamtcholin, der Cholinderivate und Methylkomponenten.
Dargestellt in pmol/L, mg/L und mg/150ml. 150ml/kg/d entsprechen einer vollen enteralen Erndhrung. N =
432. Die MM wurde nach Bligh&Dyer (Bligh und Dyer 1959) extrahiert und im ESI-MS/MS gemessen, wie
im Methodenteil beschrieben (0 und 2.3.7). Daten sind Mediane sowie 25er und 75er Perzentile.

Einige der gemessenen Werte, vor Allem Carnitin und Dimethylglycin sind mit
einem weiten Range vorhanden. Die Konzentration des Derivats des bakteriellen
Cholinabbaus TMAO betrug lediglich 0,1 (0,0-0,2) mg/L.

3.2.2 FETTSAUREN

3.2.2.1 ALLGEMEIN

Mol% Gew% mg/L
Med. | 1.Qu | 3.Qu | Med. |1.Qu|3.Qu |Median |1.Qu |3.Qu
Laurinsaure C12:.0 13,5 (114|156 [10,4 |8,7 |12,0 |2418,8 |1866,3|3020,6

Myristinsaure C14:.0 56 |47 |64 |49 42 |56 [11116 [892,4 |1365,6

Palmitinsaure C16:0 28,8 |26,9 31,0 [28,3 |26,5 |30,4 |[6770,1 |5446,6|8124,1

Palmitoleinséure | C16:1n-7 | 0,9 0,7 |1,1 |0,9 0,7 |1,0 |208,4 150,4 |260,0

Stearinsaure C18:0 5,4 49 16,1 |5,9 54 |6,7 |1414,0 |1176,5|1686,8

Olsaure C18:1n-9 |31,1 |29,0 33,0 |33,7 |31,7 |356 |8119,9 |6418,2|9674,3

Linolsaure Cl18:2n-6 10,4 |91 |12,1 [112 |98 [12,9 |2666,9 |2024,2|3400,6

y-Linolensaure | C18:3n-6 |0,1 |0,1 |0,1 |0O,1 0,1 |0,2 |30,7 22,3 39,3

Arachinséure C20:0 0,2 10,2 0,2 |0,2 0,2 |0,3 |56,8 45,6 67,4

o-Linolensure |C18:3n-3 0,9 0,7 |1,1 |10 08 1,2 |226,0 |175,1 |292,8

Eicosatriensaure | C20:3n-6 | 0,2 0,2 |0,2 |0,2 0,2 |0,3 |55,7 43,0 67,7

Behenséaure C22:0 01 |01 |01 |01 0,1 |0,1 |23,2 19,1 26,6

Arachidonséure | C20:4n-6 |05 |05 |06 |0,6 0,6 |0,7 |151,6 |114,2 |183,8
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SQZ?Zapemae”' c205n-3 (0,3 |02 |04 |04 |03 |05 |[859 61,7 |1162
E.a.olfr%satetrae”' c22:4n6 |01 |01 |02 |01 |01 |02 |367 |264 |450
E.a.olfr%sape”tae”' c225n-6 (0,1 |01 |02 |01 |01 |02 [307 |199 |501
E.a.olfr%sape”tae”' c225n-3 |01 |01 |01 |01 |01 |01 (263 |207 |331
E.a.olfr%sahexae”' c22:6n-3 |04 (03 |05 |05 |03 |06 [1089 |715 1435

Tabelle 22: Komposition und Konzentration der Fettsduren. N = 432. Die MM wurde nach Bligh&Dyer
(Bligh und Dyer 1959) extrahiert und im ESI-MS/MS gemessen, wie im Methodenteil beschrieben (2.3.6. f).
Dargestellt sind Mediane, sowie 25er und 75er Perzentile. Abklrzungen: Med.-Median; Qu - Quartil

Die Tabelle 22 stellt das Verhdltnis der Fettsauren und die Konzentration in der
MM dar. Olsaure ist die mengenmaRig vorherrschende Fettsdure der
Muttermilch. Gefolgt von der Palmitinsaure und der Linolsdure. 150ml
Muttermilch enthalten 22,7 (17,1-27,6) mg Arachidonsaure und 16,3 (10,7-21,5)

mg Docosahexaensaure.

3.2.2.2 RELATIONEN POLYUNSATURIERTER FETTSAUREN ZUEINANDER

Muttermilch Mol %
ALA:DHA 2,7 (2,0-3,6)
LA:ARA 19,3 (16,0-23,3)
ARA:DHA 1,6 (1,2-1,9)
Plasma Mol %
ALA:DHA 1,1(0,8-1,7)
LA:ARA 5,9 (5,0-6,9)
ARA:DHA 4,7 (2,5-6,6)

Tabelle 23: Relationen polyunsaturierter Fettsduren in den Neutrallipiden von MM und Plasma
zueinander. Daten sind Mediane sowie 25er und 75er Perzentile der Muttermilchproben (N=432) und
Plasmaproben der Fruhgeborenen (N=72). Abkurzungen: ALA = a-Linolensaure; DHA =
Docosahexaenséure; LA = Linolséure; ARA = Arachidonséure.

Das Verhéltnis von LA:ARA ist groRer als das von ALA:DHA, sowohl in der
Muttermilch als auch im Plasma. Das Verhaltnis von ARA:DHA ist im Plasma der

Frihgeborenen héher als in der MM.
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Komposition (Mol%)
N w
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Kontrolle DHA Cholin Cholin und DHA

BARAMM ®mDHAMM BARAPlasma BDHA Plasma
Abbildung 13: ARA und DHA in MM und Plasma am Ende der Supplementierung. Kontrolle MM N =
116; Kontrolle Plasma N = 6; DHA MM N = 110; DHA Plasma N = 6; Cholin MM N = 113; Cholin Plasma N
= 6; Cholin und DHA MM N = 95; Cholin und DHA Plasma N = 5. Daten sind Mediane sowie 25er und 75er
Perzentile. Symbole und Abkiirzungen: ARA = Arachidonsdure; DHA = Docosahexaensdure; MM =
Muttermilch; Signifikanzniveaus: *, p<0,05

Abbildung 13 zeigt die Fraktionen von ARA und DHA in Mol % in den
Neutrallipiden von Muttermilch und Plasma der Studiengruppen. Hier wird
deutlich, dass sich die Zusammensetzung der Muttermilch zwischen den
Gruppen nicht unterscheidet, dass jedoch die Supplementierung mit DHA ihren

Anteil in den Neutrallipiden des Plasmas mehr als verdoppelt.
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3.2.3 INTER- UND INTRAINDIVIDUELLE SCHWANKUNGEN

Gesamtcholin (mg/L)
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DHA
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Abbildung 14: Inter- und intraindividuelle Ranges von Gesamtcholin in mg/L in der MM. Die Daten
sind dargestellt als Boxplots und aufgeteilt in die Individuen der einzelnen Versuchsgruppen. Pat. 19+20
sowie 22+23 sind Zwillinge und haben daher die gleiche Muttermilch erhalten. Diese wurde hier, zur
besseren Ubersichtlichkeit der einzelnen Gruppen einzeln dargestellt. Abkiirzungen und Symbole: ARA =
Arachidonsaure; DHA = Docosahexaensaure; mg/L = Milligramm pro Liter; PAT ID = Patienten und
Patientinnen Identifikation; O = Ausrei3er; * = Extremwert.
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Abbildung 15 A+B: Inter- und intraindividuelle Ranges von ARA (A) und DHA (B) in Mol% in der MM.
Dargestellt als Boxplots. Aufgeteilt in die einzelnen Versuchsgruppen. Pat. 19+20 sowie 22+23 sind Zwillinge
und haben daher die gleiche Muttermilch erhalten. Diese wurde hier, zur besseren Ubersichtlichkeit der
einzelnen Gruppen, einzeln dargestellt. Abkirzungen und Symbole: ARA = Arachidonsaure; DHA =
Docosahexaenséure; PAT ID = Patienten und Patientinnen Identifikation; O = Ausrei3er; * = Extremwert.
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Die untersuchten Muttermilchproben unterliegen in Ihrer Zusammensetzung
hohen intra- und interindividuellen Schwankungen. Dargestellt sind diese fur das
Gesamtcholin (mg/L) sowie fur ARA (Mol%) und DHA (Mol%). Auch andere
Fettsauren wie Beispielsweise die Linol- und Myristinsédure (s. Anhang 3 A+B)
zeigen starke intra- wie auch interindividuelle Unterschiede. Olsaure hingegen (s.
Anhang 3C) stellt sich normalverteilt und mit weitaus geringeren Schwankungen
dar. Die Werte weisen einen hohen interquartilen Range auf. Zudem sind die
Werte zwischen den Miittern sehr unterschiedlich, was eine hohe interindividuelle

Variabilitat widerspiegelt.
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3.2.4 TAGESPROFILE VON CHOLIN, ARACHIDONSAURE UND

DOCOSAHEXAENSAURE
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Abbildung 16: Tagesprofile des Gesamtcholins in mg/L in der Muttermilch. Dargestellt sind Einzelwerte
von Tag 0 (14:00 bis 13:59 des Folgetages), aufgeteilt nach Individuen (s. Legende). Pat. 19+20 und 22+23
waren Zwillingspaare und haben demnach die gleiche Muttermilch erhalten. Abkirzungen: Pat ID =
Patienten und Patientinnen Identifikation.
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Abbildung 17 A+B: Tagesprofile von ARA (A) und DHA (B) in Mol% in der Muttermilch.
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sind Einzelwerte von Tag 0 (14:00 bis 13:50 des Folgetages), aufgeteilt nach Individuen (s. Legende). Pat.
19+20 und 22+23 waren Zwillingspaare und haben demnach die gleiche Muttermilch erhalten. Abkirzungen:
ARA = Arachidonsaure; DHA = Docosahexaensaure; Pat ID = Patienten und Patientinnen ldentifikation.

Laut Studienprotokoll wurde an dO und d7 von jeder einzelnen Muttermi

an das FG eine Probe asserviert, um ein Tagesprofil zu erstellen. Somit

Ichgabe

konnten

Tagesprofile der Muttermilch der einzelnen Probandinnen ermittelt werden.

Dargestellt sind die Tagesprofile der einzelnen Mitter an d0. Es wird deutlich,

dass sich die Tagesprofile interindividuell unterschiedlich verhalten. Um einen

eindeutigen Trend zu erkennen habe ich weitere Berechnungen durchgefuhrt (s.

3.2.5).

3.2.5 BERECHNUNG DER TAGESZEITENABHANGIGEN SCHWANKUNGEN VON

CHOLIN, ARACHIDONSAURE UND DOCOSAHEXAENSAURE

Um zu berechnen ob die Konzentrationen von Cholin, ARA und DHA in der

Muttermilch tageszeitenabhangigen Schwankungen unterliegen habe ich die

Uhrzeiten, an denen MM abgenommen wurde in vier Gruppen aufgeteilt:
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Anzahl |Gesamtcholin  |[DHA ARA
(N) (mg/L) (Mol%) (Mol%)
Tages-| 1- Morgens |[138 138,54 0,56 0,37 *
zeiten | (05-11:00 Uhr) (111,62-162,51) |(0,47-0,65) |(0,24-0,51)
2 - Mittags  |138 136,72 0,54 0,33
(11-17:00 Uhr) (111,79-167,63) |(0,49-0,62) |(0,26-0,45)
3 -Abends |94 139,91 0,54 0,37 *
(17-23:00 Uhr) (115,58-156,34) |(0,49-0,66) |(0,25-0,48)
4 - Nachts |61 142,64 0,50 0,30
(23-05:00 Uhr) (119,33-165,99) |(0,45-0,55) |(0,19-0,41)

Tabelle 24: Aufteilung der Gruppen nach Tageszeit. Zur Berechnung wurden die Gruppen abhangig von
der Uhrzeit, an der die MM abgenommen wurde, in die o0.g. vier Gruppen aufgeteilt. Daten sind Mediane
sowie 25er und 75er Perzentile der Muttermilchproben. * = signifikant gegeniiber dem ARA-Gehalt in der
MM nachts. Abkirzungen: DHA = Docosahexaensaure; ARA = Arachidonséaure.

Im Anschluss darauf habe ich fir Gesamtcholin, DHA und ARA in Abhangigkeit
von den vier Tageszeitspannen eine einfaktorielle ANOVA durchgefihrt. Dabei
habe ich die Unabhangigkeit der Werte verletzt, da ich die Patientenzugehorigkeit
nicht beachtet habe. Da ich jedoch lediglich Aussagen Uber die Uhrzeit treffen
wollte und keine Aussage Uber die Unterschiedlichkeit zwischen den Patienten
und Patientinnen treffe, ist diese Regel in diesem Fall vernachlassigbar. Ich habe
die Werte auf Ausreiler gepruft (beurteilt mit dem Box-Plot), es gab keine
extremen Ausreiler. Die Werte sind nicht normalverteilt, wie eine Uberprifung
mit dem Shapiro-Wilk-Test ergab (a = 0,05). Simulationsstudien zeigen jedoch,
dass die einfaktorielle ANOVA relativ robust gegeniber Verletzungen der
Normalverteilungsannahme ist (Salkind 2010), sodass ich mich entschied sie

weiter zu berechnen.

GESAMTCHOLIN

Die einfaktorielle ANOVA ergab F (3,419) = 0,46. Um den F Wert zu bestimmen
wird die Streuung zwischen den Stichprobenmittelwerten durch die Streuung
innerhalb der Stichproben geteilt. Der F-Wert zeigt also an, dass zwischen den
Gruppen die Mittelwerte unterschiedlich sind (Eckey et al. 2002). Der p-Wert liegt
bei 0,71, die ANOVA ist nicht signifikant. Um die ANOVA hinreichend zu
interpretieren miissen wir die Uberpriifung der Varianzhomogenitét (die Streuung
der Punkte um eine Gerade) durchfihren. Diese erfolgte mit dem Levene-Test,
gemal dem wir eine Gleichheit der Varianzen annehmen koénnen (p > 0,5)
(Levene 1960). Bei genauer Betrachtung mit dem post hoc Tukey Test (Timischl
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2013) lasst sich kein signifikanter Unterschied (p > 0,7) zwischen den Gruppen
darstellen. Somit I&sst sich zusammenfassend schlie3en, dass die Konzentration
von Gesamtcholin in der MM keine signifikanten tageszeitlichen Schwankungen
aufzeigt.

ARA

Die einfaktorielle ANOVA ergab F (3,415) = 2,85 mit p = 0,037. Die ANOVA ist
signifikant, mit einer Effektstarke von n? = 0,02. Sie zeigt also, dass es einen
signifikanten Unterschied zwischen den Mittelwerten der einzelnen Gruppen
(Morgens, Mittags, Abends, Nachts) gibt. Die Effektstarke wird als Malfl3
verwendet um zu zeigen wie grol3 der statistisch relevante Unterschied zwischen
den Gruppen ist. Die Uberprifung der Varianzhomogenitat erfolgte mit dem
Levene-Test, gemalR dem wir eine Gleichheit der Varianzen annehmen kénnen
(p > 0,25). Der Tukey Test zeigt einen signifikanter Unterschied (p < 0,05) in der
Komposition von ARA zwischen einigen Gruppen. Die durchschnittliche
Komposition nahm von morgens zu nachts (-0,47, 95%-CI[-0,93, -0,01], p < 0,04)
und abends zu nachts (-0,5, 95%-CI[-0,97, -0,01], p < 0,04) ab. Daraus lasst sich
schlie3en, dass die Komposition von ARA in der MM morgens und abends
signifikant hoher ist als nachts.

DHA

Die einfaktorielle ANOVA ergab F (3,414) = 3,165 bei p = 0,024. Die ANOVA ist
signifikant, mit einer Effektstarke von n? = 0,02. Die Uberprifung der
Varianzhomogenitat erfolgte mit dem Levene-Test, gemald dem wir keine
Gleichheit der Varianzen annehmen kénnen (p < 0,05). Somit wurden die
Ergebnisse mit dem Games-Howel post-hoc Test interpretiert. Hiermit lies sich

kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen darstellen.
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3.2.6 CHOLIN, ARACHIDONSAURE UND DOCOSAHEXAENSAURE IM VERLAUF DES

POSTNATALEN ALTERS
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Abbildung 18: Gesamtcholin, ARA und DHA in pmol/L aller Muttermilchwerte, aufgeteilt nach
postnatalem Alter (Tag 7-37). Dargestellt sind Mediane und Standardabweichungen; Abklrzungen: ARA
= Arachidonsdure; DHA = Docosahexaensdure; d = Tag. Signifikanzniveau: p < 0,01. p:
Korrelationskoeffizient rho nach Spearman

Gezeigt sind die Mediane aller Muttermilchproben mit Standartabweichungen
bezogen auf das postnatale Alter der Kinder. Es zeigt sich ein sinkender
Gesamtcholingehalt (p = 0,703, p<0,01.) der Muttermilch Uber die Zeit nach der
Geburt, wohingegen ARA (p =0,353, p<0,01) und DHA (p = 0,261, p<0,01) nicht
eindeutig abnehmen. lhre tiefsten Werte erreichen ARA und DHA zwischen dem
17. und 31. postnatalen Tag. Das Streudiagramm (s. Abbildung 19) zeigt, dass
der Gesamtcholingehalt in der MM Frihgeborener in den ersten 40 Tagen

signifikant mit einem Korrelationskoeffizienten (nach Pearson) von -0,730 sinkt.
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Abbildung 19: Gesamtcholingehalt aller Muttermilchen nach postpartalem Alter der Kinder (Tag O-
40). Dargestellt sind Einzelwerte und die Anpassungslinie. Die Werte sind normalverteilt.
Korrelationskoeffizient nach Pearson. Signifikanzniveau: p < 0,01. Abkirzungen: d = Tag

3.3 KORRELATION ZWISCHEN ARACHIDONSAURE & DOCOSAHEXAENSAURE UND
IHREN PREKUSOREN LINOLSAURE & o.-LINOLENSAURE IN DER MUTTERMILCH

UND IM KINDLICHEN PLASMA
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Abbildung 20 A+B: Streudiagramm der Korrelation ARA vs. LA (A) und DHA vs. ALA (B) in MM.
Dargestellt sind Einzelwerte (N = 432). Die Werte waren Normalverteilt. Korrelationskoeffizient nach
Pearson. Abkiirzungen: DHA = Docosahexaensaure; ARA = Arachidonsaure.

ARA (Mol%)

5_

A

N
l

w
I

N
I

R2 = 0,38 -
0p<0,01 g

Linolsaure (Mol%)

79



19718 : RZ = 0,09
p<0,43

08 L p=0,136

'a.'?_ . .: L

E 06—, " " -

<{ 04— .

T -~ . —

D .. T
0,2 : . y
0,0 1 | [ l

0 1 2 3 4

a-Linolensaure (Mol%)
Abbildung 21 A+B: Streudiagramm LA/ARA (A) und ALA/DHA (B) im Plasma. Dargestellt sind
Einzelwerte aller Frihgeborenen (N = 72) (A) und Einzelwerte aller Frihgeborenen, die kein DHA
supplementiert bekamen (N = 36) (B). ARA, Linolsédure und DHA sind normalverteilt, a-Linolens&ure ist nicht
normalverteilt. Signifikanzniveau: p < 0,01. p: Korrelationskoeffizient nach Pearson (A). Signifikanzniveau:
p > 0,5. Korrelationskoeffizient rho nach Spearman (B). Abklrzungen: ARA - Arachidonsdure. DHA —
Docosahexaenséure.

Aus Linolsaure (LA) wird ARA durch Elongation und Desaturierung gebildet (s.
Abbildung 8). a-Linolensaure (ALA) dient als Vorlaufer fur DHA (s. Abbildung 7).
Korreliert wurden LA mit ARA und ALA mit DHA, jeweils in Mol% der
Gesamtfettsauren aller vorhandener Muttermilchproben. Zudem wurde LA mit
ARA in Mol% der Gesamtfettsduren aller Plasmaproben der Kinder korreliert
(N=72). Um Verfalschungen zu vermeiden wurde fur die Korrelation von ALA mit
DHA in Mol% der Gesamtfettsduren im kindlichen Plasma lediglich die
Kontrollgruppe und die Gruppe der Kinder, die nur Cholin supplementiert
bekamen herangezogen (N=36). Es zeigt sich eine Korrelation zwischen ARA
und LA (r=0.387; p<0,01) bzw. DHA und ALA (r=0,346; p<0,01) in der Muttermilch
(s. Abbildung 20 A+B). Es zeigt sich im kindlichen Plasma eine Korrelation
zwischen LA und ARA (r=0,619; p<0,01) (s. Abbildung 21A) und, wie in Abbildung
21B zu sehen ist, keine Korrelation zwischen ALA und DHA (p=0,136; p<0,43).
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3.4 ZUFUHR DER UNTERSUCHTEN STOFFE UBER DIE MUTTERMILCH

D Versuchs- Muttermilch El\?lgg S\?\/t:inrzli S?ﬁ?eal
gruppe (mika/d) 1 (grkgid) | (g/kaid) | (mikgid)
1 Kontrollgruppe 158 (157-169) 9,18 0 0
5 Kontrollgruppe 151 (147-152) 8,09 0 0
10 Kontrollgruppe 159 (149-168) 8,37 0 0
14 Kontrollgruppe 131 (110-134) 6,69 0 19
19 Kontrollgruppe 66 (53-71) 3,41 0 96
22 Kontrollgruppe 171 (158-175) 8,55 0 0
Median Kontrollgruppe 155 (148-160) 8,23 0
2 DHA 161 (160-172) 8,3 0 0
6 DHA 173 (170-177) 8,86 0 0
12 DHA 107 (106-109) 6,55 0,46 54
15 DHA 141 (105-145) 6,67 0 10
20 DHA 50 (40-57) 2,75 0 96
21 DHA 12 (10-30) 1,21 0 132
Median DHA 124 (105-127) 6,61 0 32
4 Cholin 173 (166-177) 7,21 0 0
7 Cholin 163 (162-165) 8,53 11 0
11 Cholin 154 (136-163) 7,78 0 7
13 Cholin 147 (138-154) 7,68 0 0
18 Cholin 143 (118-145) 6,6 1,43 0
24 Cholin 162 (154-166) 8,1 0 0
Median Cholin 158 (146-164) 7,73 0 0
3 Cholin+DHA 149 (146-156) 7,33 0 0
8 Cholin+DHA 172 (168-176) 8,98 1 0
9 Cholin+DHA 153 (147-154) 7,63 0 0
16 Cholin+DHA 0 0 0 157
17 Cholin+DHA 154 (152-162) 10,08 0 0
23 Cholin+DHA 169 (166-170) 8,43 0,57 0
Median Cholin+DHA 153 (149-159) 8,03 0 0

Tabelle 25: Menge an MM (in ml/kg/d), Muttermilchsupplement (Beba FM85 und Aptamil Eiweil3 + in
g/kg/d) bzw Friihgeborenennahrung (Beba Stufe 1 in ml/kg/d) pro Frithgeborenes. Dargestellt ist der
Median sowie die 25er und 75er Perzentile fur die Muttermilch. Die Mutter mit der Identifikationsnummer 16
hat ihr Kind nicht gestillt. Abkiirzungen: ID = Identifikation; DHA = Docosahexaensaure; mil/kg/d = Milliliter
pro Kilogramm pro Tag.

Tabelle 25 stellt die verabreichte Menge an MM, Muttermilchsupplement und

Frihgeborenennahrung pro kg Frihgeborenengewicht an den Studientagen 1-

10 dar. Im Median waren alle Gruppen, bis auf die Gruppe der Kinder die DHA

erhielten, gleichverteilt. Wie in Abbildung 22 und Tabelle 21 dargestellt ist,
erhielten die Kinder tiber die MM bei vollem Kostaufbau (150ml) 20,8 (16,9-24,7)

mg Gesamtcholin bestehend aus den in Milch vorhandenen cholinhaltigen
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Komponenten (Abbildung 22A) sowie 22,7 (17,1-27,6) mg Arachidonséure und
16,3 (10,7-21,5) mg Docosahexaensaure. (Abbildung 22B).
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Abbildung 22 A+B: Zufuhr an Gesamtcholin und Cholinkomponenten (A) sowie Fettsduren der
Gesamtlipide (B) uiber die Muttermilch. Berechnet wurde die Tageszufuhr fur Tag 01-10 aus den Mengen
an Muttermilch, welche die Kinder erhielten, sowie den Median aus den an dem Studientag gewonnenen
MM-Proben. Somit erhielten wir fiir jedes Friihgeborene (N = 23) die Zufuhr an Tag 01-10. Aus diesen
Werten N = 230 wurde anschliefend der Median sowie die 25er und 75er Perzentile berechnet und in
diesem Diagramm dargestellt. Abkiirzungen: MM = Muttermilch

82



3.5 KORRELATION

AUSGEWAHLTER

PARAMETER

DES

PLASMAS

DER

FRUHGEBORENEN MIT DER MUTTERMILCH UND GESAMTEN NAHRUNGSZUFUHR

3.5.1 CHOLIN
Kinder mit Kinder ohne
Alle Kinder Cholin- Cholin-
Suppl. Suppl.
Plasmacholin Korrelationsniveau 0,000 0,054 0,001
(umol/L) vs. . - . N _ 0,483*
Cholinzufuhr via Korrelationskoeffizient | 0,453* (N=69) | 0,416 (N=22) (N=47)
MM (mg/kg/d) R2 0,137 0,077 0,233
Plasmabetain Korrelationsniveau 0,012 0,019 0,141
(umol/L) vs. . - . N 0,495* _
Cholinzufuhr via Korrelationskoeffizient | 0,302* (N=69) (N=22) 0,218 (N=47)
MM (mg/kg/d) R? 0,104 0,201 0,065
Plasmacholin Korrelationsniveau 0,000 0,104 0,002
(umoI/L) VS. ] o 0.436*
Cholinzufuhr via | Korrelationskoeffizient | 0,617* (N=69) | 0,356 (N=22) (N:47)
Gesamtnahrung )
(mg/kg/d) R 0,319 0,059 0,088
Plasmabetain Korrelationsniveau 0,000 0,198 0,206
(umollL) vs. Korrelationskoeffizi 0,544% (N=69) | 0,285 (N=22) | 0,188 (N=47
Cholinzufuhr via orrelationskoeffizient ,544* (N=69) ,285 (N=22) , (N=47)
Gesamtnahrung )
(ma/ka/d) R 0,351 0,081 0,053

Tabelle 26: Plasmakonzentrationen von Cholin und Betain in Relation zur Cholinzufuhr. Korreliert
wurde das freie Cholin/Betain im Plasma mit den Medianen des Gesamtcholins in der zugehdérigen
Muttermilch/Gesamtnahrung. Datenermittlung s. Methodenteil. Angegeben wurde bei normalverteilten
Werten der Pearson, bei nicht normalverteilten Werten der Spearman Korrelationskoeffizient. * = signifikant.
Abkirzungen: Cholin-Suppl. = Cholin Supplementation; MM = Muttermilch; N = Anzahl.
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3.5.1.1 PLASMA VS MUTTERMILCH
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Abbildung 23 A+B: Korrelation von Cholin (A) und Betain (B) im Plasma der Kinder mit dem
Gesamtcholin der MM. Korreliert wurde das Cholin/Betain im Plasma von Tag 0, 8 und 10 mit den
Medianen der Tage 1, 7 und 9 des Gesamtcholins in der zugehodrigen Muttermilch (N = 69). Die Merkmale
sind nicht normalverteilt. Korrelationskoeffizient nach Spearman. Signifikanzniveau: p < 0,000 (A) und p <
012 (B). Abkiirzungen: MM = Muttermilch
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Abbildung 24 A+B: Korrelation von Betain im Plasma der Kinder mit Cholin-Supplementation (A) und
Cholin im Plasma der Kinder ohne Cholin-Supplementation (B) mit dem Gesamtcholin der MM. Fur
die Korrelation der Kinder mit Cholin-Supplementation (A) wurden die Plasmawerte von Tag 8 und 10 der
Kinder mit Cholin-Supplementation mit den Medianen der Tage 7 und 9 des Gesamtcholins der zugehd&rigen
Muttermilch verglichen (N = 22). Fir die Korrelation der Kinder ohne Cholin-Supplementation (B) wurden
die Werte des Cholins/Betains im Plasma an Tag 0, 8 und 10 der Kinder ohne Cholin-Supplementation,
sowie an Tag 0 der Kinder mit Cholin-Supplementation mit den Medianen der jeweiligen Tage (1, 7 und 9)
des Gesamtcholins in der zugehdrigen Muttermilch verglichen (N = 47). Die Merkmale der Abbildung A sind
nicht normalverteilt. Korrelationskoeffizient nach Spearman. Signifikanzniveau: p < 0,019 (A). Die Merkmale
der Abbildung B sind normalverteilt. Korrelationskoeffizient nach Pearson. Signifikanzniveau p < 0,001 (B).
Abkirzungen: MM = Muttermilch
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Cholin (p = 0,45; p<0,000) sowie Betain (p = 0,30; p<0,012) im Plasma der Kinder
korreliert mit der Konzentration des Gesamtcholins in der MM (s. Abbildung 23
A+B). Wenn wir uns nur die Kinder mit Cholin-Supplementation anschauen, so
korreliert Betain im Plasma der Kinder mit dem Gesamtcholin in der MM (p =
0,50; p<0,019) (s. Abbildung 24A), Cholin im Plasma korreliert nicht. In der
Gruppe ohne Cholin-Supplementation korreliert das Cholin im Plasma der Kinder
mit dem Gesamtcholin in der MM (r = 0,48; p<0,001) (s. Abbildung 24B), Betain
korreliert nicht.

3.5.1.2 PLASMA VS GESAMTNAHRUNGSZUFUHR
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Abbildung 25 A+B: Korrelation von Cholin (A) bzw. Betain (B) im Plasma mit dem Gesamtcholin aus
der Nahrung. Korreliert wurde das Cholin/Betain im Plasma von Tag 0, 8 und 10 mit den Medianen der
Tage 1, 7 und 9 des Gesamtcholins in der zugehdrigen Nahrung (Muttermilch gegebenenfalls plus
Muttermilchsupplement und/oder Studiensupplement und/oder Fruhgeborenennahrung) (N = 69). Die
Merkmale sind nicht Normalverteilt. Korrelationskoeffizient nach Spearman. Signifikanzniveaus: p < 0,000.
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Abbildung 26: Korrelation von Cholin im Plasma der Kinder mit dem Gesamtcholin aus der Nahrung
der Kinder ohne Cholin-Supplementation. Fur die Korrelation der Kinder ohne Cholin-Supplementation
wurden die Werte des Cholins im Plasma an Tag 0, 8 und 10 der Kinder ohne Cholin-Supplementation sowie
an Tag 0 der Kinder mit Cholin-Supplementation mit den Medianen der jeweiligen Tage (1, 7 und 9) des
Gesamtcholins in der zugehdrigen Gesamtnahrung verglichen (N = 47). Die Merkmale sind nicht
normalverteilt. Korrelationskoeffizient nach Spearman. Signifikanzniveau: p < 0,002.
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Cholin (p = 0,62; p<0,000) sowie die Betain (p = 0,54; p<0,000) im Plasma der
Kinder korreliert mit der tUber die Nahrung (MM + Muttermilchsupplement +
Studiensupplement + Formulanahrung) aufgenommenen Menge an
Gesamtcholin (mg/kg/d) (s. Abbildung 25 A+B). Cholin im Plasma der Kinder
korreliert zudem mit der Menge des Uber die gesamte Nahrung aufgenommenen
Cholins, in der Gruppe der Kinder ohne Cholin Supplementation (p = 0,44;
p<0,002) (s. Abbildung 26), hier korreliert Betain im Plasma jedoch nicht. Wenn
die Gruppe der Kinder mit Cholin-Supplementation separat korreliert wird, so
korreliert weder das Cholin noch das Betain im Plasma mit dem tber die Nahrung

aufgenommenen Gesamtcholin.

3.5.2 DOCOSAHEXAENSAURE UND ARACHIDONSAURE

3.5.2.1 PLASMA VS MUTTERMILCH

Kinder ohne DHA-Suppl.
DHA-PC Plasma (Mol%) | Korrelationsniveau 0,000
vs. DHA-Zufuhr via MM [ Korrelationskoeffizient 0,491 (N 47)
(Mol%) R?2 0,196
DHA-NL Plasma (Mol%) [ Korrelationsniveau 0,000
vs. DHA-Zufuhr via MM | Korrelationskoeffizient 0,555 (N 47)
(Mol%) R2 0,190
ARA-PC Plasma (Mol%) | Korrelationsniveau 0,046
vs. ARA-Zufuhr via MM | Korrelationskoeffizient 0,292 (N 47)
(Mol%) R2 0,163
ARA-NL Plasma (Mol%) | Korrelationsniveau 0,039
vs. ARA-Zufuhr via MM [ Korrelationskoeffizient 0,302 (N 47)
(Mol%) R2 0,091

Tabelle 27: Plasmakonzentrationen von ARA und DHA in Relation zur Zufuhr via MM. Korreliert wurde
ARA/DHA -PC/-NL im Plasma der Kinder ohne DHA Supplementation mit den Medianen in der Muttermilch.
Datenermittlung s. Methodenteil. DHA-/ARA-PC wurde angegeben als Mol% vom Gesamt-PC. DHA-/ARA-
NL wurden angegeben als Mol% der Neutrallipide. Abkirzungen: DHA = Docosahexaensdure; MM =
Muttermilch; NL = Neutrallipide; PC = Phosphatidylcholin; DHA-Suppl. = Docosahexaen Supplementation.
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DOCOSAHEXAENSAURE
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Abbildung 27 A+B: Korrelation DHA-PC (A) und DHA-NL (B) im Plasma mit DHA in der MM bei den
Kindern ohne DHA Supplementation. Dargestellt sind Einzelwerte von Tag 0, 8 und 10 im Plasma der
Kinder ohne DHA Supplementation sowie von Tag O der Kinder mit DHA Supplementation und die
individuellen Mediane von DHA in der Muttermilch (N = 47). Die Daten waren nicht normalverteilt.
Korrelationskoeffizient nach Spearman. Signifikanzniveau: p < 0,000. Abkurzungen: DHA =
Docosahexaensaure; MM = Muttermilch; PC = Phosphatidylcholin; NL = Neutrallipide

Im Plasma der Kinder, die kein DHA bekamen, korrelierte der Anteil von DHA-
PC (Mol% von Gesamt-PC) (p = 0,49; p<0,000) sowie von DHA der Neutrallipide
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(NL) (p = 0,56; p<0,000) mit dem Anteil von DHA in den TAGs (Mol%) der MM
(s. Abbildung 27).

ARACHIDONSAURE
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Abbildung 28 A+B: Korrelation ARA-PC (A) und ARA-NL (B) im Plasma mit ARA der MM bei den
Kindern ohne DHA Supplementation. Dargestellt sind Einzelwerte von Tag 0, 8 und 10 im Plasma der
Kinder ohne DHA Supplementation sowie von Tag 0 der Kinder mit DHA Supplementation und die
individuellen Mediane von ARA in der Muttermilch (N = 47). Die Daten in Abbildung A waren nicht
normalverteilt. Korrelationskoeffizient nach Spearman. Signifikanzniveau: p < 0,046 (A). Die Daten in
Abbildung B waren normalverteilt. Korrelation nach Pearson. Signifikanzniveau: p < 0,039 (B). Abkurzungen:
ARA = Arachidonséaure; DHA = Docosahexaensaure; MM = Muttermilch; PC = Phosphatidylcholin
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Bei den Probanden und Probandinnen, die kein DHA bekommen hatten,
korrelierte der Anteil von ARA-PC (Mol% von Gesamt-PC) (p = 0,29; p<0,046)
sowie von ARA der Neutrallipide (NL) (r = 0,30; p<0,039) mit dem Anteil von ARA

in den TAGs (Mol%) der MM (s. Abbildung 28).

3.5.2.2 PLASMA VS GESAMTNAHRUNGSZUFUHR

. Kinder mit Kinder ohne

DHA Alle Kinder | hix Suppl. | DHA-Suppl.
Plasma-NL (Mol%) Signifikanzniveau 0,000 0,104 0,051

vs. DHA-Zufuhr via Korrelationskoeffizient 0,550* 0,356 0,286
Gesamtnahrung (N 69) (N 22) (N 47)
(mg/kg/d) R2 0,357 0,066 0,118
Plasma-PC  (Mol%) Signifikanzniveau 8222 06801563 gigg

vs. DHA-Zufuhr via | korrelationskoeffizient | 432" e '
Gesamtnahrung (N 69) (N 22) (N 47)
(mg/kg/d) R2 0,190 -0,003 -0,001

. Kinder mit Kinder ohne

ARA Alle Kinder DHA-Suppl. DHA-Suppl.
Plasma-NL (Mol%) | Signifikanzniveau 0,513 0,529 0,208

vs. ARA-Zufuhr via Korrelationskoeffizient 0,080 0,142 0,187
Gesamtnahrung (N 69) (N 22) (N 47)
(mg/kg/d) R2 0,010 -0,032 0,068
Plasma-PC (Mol%) | Signifikanzniveau 0,174 0,662 0,016

vs. ARA-Zufuhr via Korrelationskoeffizient 0,165 -0,099 0,349*
Gesamtnahrung (N 69) (N 22) (N 47)
(mg/kg/d) R2 0,029 -0,007 0,122

Tabelle 28: Plasmakonzentrationen von ARA und DHA in Relation zur Zufuhr von ARA und DHA Uber
die Nahrung. Korreliert wurde das DHA/ARA -NL/-PC im Plasma mit den Medianen von DHA/ARA in der
zugehdrigen Gesamtnahrung. DHA-/ARA-PC wurde angegeben als Mol% vom Gesamt-PC. DHA-/ARA-NL
wurden angegeben als Mol% der Neutrallipide. Datenermittlung s. Methodenteil. Angegeben wurde bei
normalverteilten Werten der Pearson-, bei nicht normalverteilten Werten der Spearman-
Korrelationskoeffizient. Zeichen: * = signifikant. Abklrzungen: DHA = Docosahexaenséure; NL =
Neutrallipide; ARA = Arachidonséure; PC = Phosphatidylcholin, Suppl. = Supplementierung; N = Anzahl.
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Abbildung 29 A+B: Korrelationen von DHA-NL (A) und DHA-PC (B) vs. DHA-Nahrungszufuhr bei allen
Kindern. Dargestellt sind die DHA-Werte im Plasma von Tag 0, 8 und 10, sowie die Mediane von DHA der
Tage 1, 7 und 9 in der zugehodrigen Gesamtnahrung (N = 69). Die Werte waren nicht normalverteilt.
Korrelationskoeffizient nach Spearman. Signifikanzniveaus: p < 0,000. Abkirzungen: DHA =
Docosahexaensaure; PC = Phosphatidylcholin; NL = Neutrallipide
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Tabelle 28 zeigt, dass DHA-NL (p = 0,55; p<0,000) und DHA-PC (p = 0,44;
p<0,000) im Blut der Kinder mit der DHA-Zufuhr tber die Nahrung korrelieren,
wenn alle Gruppen zusammengefasst wurden (s. Abbildung 29 A+B). Wenn wir
uns lediglich die Gruppe der Kinder mit/ohne DHA-Supplementation anschauen

finden sich keine Korrelationen.

ARACHIDONSAURE
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Abbildung 30: Korrelation von ARA-PC Plasmavs. ARA-Nahrungszufuhr bei den Kindern ohne DHA-
Supplementation. Dargestellt sind Einzelwerte von Tag 0, 8 und 10 im Plasma verglichen mit den
Einzelwerten der Nahrungszufuhr an Tag 1, 7 und 9 bei den Kindern ohne DHA Supplementation, sowie
Tag 0 verglichen mit der Nahrungszufuhr an Tag 1 bei den Kindern mit DHA-Supplementation (N = 47). Die
Daten waren normalverteilt. Korrelationskoeffizient nach Pearson. Signifikanzniveau: p < 0,016.
Abkirzungen: ARA = Arachidonséure; PC = Phosphatidylcholin.

Der Anteil an ARA-PC (Mol% von Gesamt-PC) im Plasma der Kinder ohne DHA-
Supplementierung korreliert (r = 0,35; p<0,016) mit der Nahrungszufuhr von ARA
(s. Abbildung 30). Dies ist beim ARA-Anteil der NL nicht der Fall. Bei DHA-
supplementierten Kindern korrelieren weder ARA-PC noch ARA in den NL mit
der Nahrungszufuhr. Auch korrelieren die Werte nicht, wenn alle Gruppen

zusammen berechnet werden (s. Tabelle 27).
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4 DISKUSSION

Diese Studie wurde konzipiert, um den Effekt der Supplementierung der fur
Frihgeborene essenziellen Nahrstoffe Cholin und DHA auf ihre Poolgréf3e und
Plasmaparameter zu untersuchen. Letztendliches Ziel ist dabei die fur ihre
Entwicklung notwendige Verbesserung der Erndhrung Friuhgeborener. Die
Supplementierung mit Cholin und DHA steht dabei im Kontext mit der basalen
Zufuhr mit diesen Nahrstoffen. Zielparameter des hier adressierten Studienteils
waren daher die Konzentrationen von Cholin und DHA sowie der anderen damit
assoziierten Nahrstoffe und ihrer Metabolite. Das sind Cholinester in MM sowie
DHA und ARA in Milchfett und das Vorkommen dieser Komponenten in der
wassrigen und lipophilen Phase des Blutplasmas. Die Daten sind zudem
Grundlage der Berechnung der Gesamtzufuhr bei den Friihgeborenen mit und
ohne Supplementierung mit Cholin und DHA und der Beziehung zwischen ihrer
Zufuhr und den Plasmakonzentrationen. Den Voruntersuchungen folgend habe
ich nicht allein untersucht, ob die Supplementation die Plasmakonzentrationen
der Zielparameter (Cholin, DHA) erhéht, sondern ob auch unter
Kontrollbedingungen eine Beziehung zwischen Plasmaspiegeln und
Konzentrationen in der Milch besteht. Ausgehend fur diese Untersuchungen ist
die Hypothese, dass sich die Entwicklung von FG durch eine héhere Zufuhr der
kritischen essenziellen Nahrstoffe Cholin und mehrfach ungesattigter Fettsauren
(PUFA=poly-unsaturated fatty acids) wie DHA verbessert. Grundkonzept ist
dabei, dass der Stoffwechsel von Cholin und PUFA, zu denen auch ARA gehort,
uber Phospholipide wie PC eng verknupft ist (Bernhard et al. 2018).

Aufgrund der Ergebnisse der N3RO-Studie mit negativem Ausgang bei alleiniger
DHA-Supplementation in gleicher Dosis (60mg/kg/d), wurde unsere Studie nach
24 statt 40 Patienten und Patientinnen aus ethischen Griinden abgebrochen,
obwohl die Supplementierung bei stabilen FG ohne erhéhtes BPD-Risiko und nur
fur 10 statt mindestens 56 Tage stattfand. Basierend auf einem Signifikanzniveau
von 0,05 und einer Power von 80% war eine Fallzahl von mindestens sieben
Patienten und Patientinnen pro Studiengruppe geplant. Obwohl nur N=6/pro
Gruppe untersucht werden konnten, wurden die Studienziele als ,proof of

principle®, das Erreichen einer quasi-fetalen Plasmakonzentration von Cholin und
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die starkere Erhohung von DHA-PC durch kombinierte Gabe von Cholin und
DHA, erreicht (Bernhard et al. 2019a).

4.1 DISKUSSION DER ERGEBNISSE
4.1.1 MATERIAL UND METHODEN

Dieser Studienteil hat die Ziele, (1) die Konzentrationen, Schwankungen und den
postnatalen Verlauf der essenziellen Nahrstoffe Cholin, Docosahexaenséure
(DHA) und Arachidonséure (ARA) in der Milch von Mittern (MM) friihgeborener
Kinder zu bestimmen, (2) den Effekt dieser Komponenten in MM auf ihre
Plasmaparameter zu untersuchen und (3) die prazise Gesamtzufuhr unter
Supplementierungsbedingungen zu bestimmen. Letzteres ist insofern wichtig, als
bei schwankenden Konzentrationen in der MM die Gesamtzufuhr oberhalb der
ESPGHAN-Empfehlungen liegen konnte (Agostoni et al. 2010). Wenngleich
bekannt ist, dass Milch generell und auch beim Menschen im Verlauf eines
Laktationsvorgangs ihre Zusammensetzung andert (B. Koletzko 2019, S. 27),
liefern die vorgestellten Untersuchungen detaillierte Daten zu den hier
adressierten essentiellen Né&hrstoffen, sowie weiteren Cholinderivaten und
Fettsauren. Die Proben wurden als Teil der Cholin-DHA-Studie systematisch

gesammelt und nur kurzfristig unter Lichtausschluss bei 4°C gelagert.

Die verwendeten Methoden der Extraktion der Zielanalyte sind etabliert und
publizierte Standards (Bernhard et al. 2014; Bernhard et al. 2015; Bernhard et al.
2019c; Bligh und Dyer 1959), ebenso die Tandem-massenspektrometrische
Analyse von Cholin, seinen Derivaten und der Phospholipide (Bernhard et al.
2014; Pynn et al. 2011) sowie der Neutrallipid-Fettsauren mittels
Gaschromatographie (Maas et al. 2017). Die gaschromatographische Analyse
auch der kiurzeren Fettsduren mittels eines Massendetektors (MS) statt des hier
verwandten Flammenionisationsdetektors (FID) wirde das Bild weiter
vervollstandigen (Griffiths 2003).

Um die Werte darzustellen und sie miteinander zu korrelieren habe ich in der
Regel fir Cholin und seine Metabolite die Konzentration (mg/L oder umol/L) und

fur Fettsauren die Zusammensetzung (Mol%) herangezogen. Dies ist deshalb
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von Bedeutung, da bei Fettsauren nicht nur die PoolgroRenzunahme beachtet
werden sollte, sondern vielmehr die Komposition der Fettsduren untereinander.
Somit kann eine verédnderte Komposition von Fettsduren durch eine, den
Bedurfnissen nicht entsprechende Nahrungsaufnahme in den Zellen der
Frihgeborenen, zu einer veranderten Zellfunktion fiihren (Innis 2007a). Eine
hohe Zufuhr von Linolsdure kann die Komposition von ARA und DHA verringern.

Dies kann Auswirkungen auf die neurologische Entwicklung haben (s. 1.5.4.2).

4.1.2 DEMOGRAPHISCHE DATEN

Das postmenstruelle Alter, sowie das Gewicht der Kinder ist in den
unterschiedlichen Gruppen anndhernd gleichverteilt. Trotz der
randomisierungsbedingten Ungleichverteilung der Geschlechter der FG
(insgesamt 9 bei Geburt weiblich und 14 bei Geburt mannlich zugewiesen) und
im Gruppenvergleich (s. Tabelle 20) ergaben sich bei den Zielparamtern im
Plasma signifikante Daten (Bernhard et al. 2019a), die aufgrund von
Voruntersuchungen nicht dem Geschlecht zuzuordnen sind (Bernhard et al.
2015).

4.1.3 ERGEBNISSE ZUR ZUSAMMENSETZUNG DER MUTTERMILCH

4.1.3.1 CHOLIN

Die Werte zum Gesamtcholin sowie der einzelnen Cholinkomponenten
bestatigten weitgehend frihere Studiendaten dieser Arbeitsgruppe (Maas et al.
2017), mit dem Unterschied dass durch hohere analytische Auflosung der Milch-
Phospholipide die PC-Werte niedriger und die SM-Werte héher sind, ohne in ihrer
Summe zu differieren (vergleiche hierzu (Maas et al. 2017). Im Median betrugt
das Gesamtcholin der Muttermilch 138,6 (112,6-164,3) mg/L, entsprechend 20,8
(16,9-24,7) bei vollem Nahrungsaufbau (150mL/kg/d). Phosphocholin und
Glycerophosphocholin  stellten die  Hauptvertreter der cholinhaltigen
Komponenten der untersuchten MM dar, was zeigt, dass sich hinsichtlich Cholin
die MM von Muttern Frihgeborener kompositionell nicht von der Reifgeborener
unterscheidet (Holmes-McNary et al. 1996; Maas et al. 2017). Die Cholinzufuhr
Uber seine wasserldslichen Phosphatester ist charakteristisch fur die Stillphase

und gilt auch fir andere Sauger. Nur in utero findet diaplazentar eine direkte
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Versorgung mit freiem Cholin statt (Zeisel 1981). Nach der Stillphase wird der
Bedarf vorwiegend Uber fettlésliche Cholinester (PC, SM, Lyso-PC) und freies
Cholin gedeckt (Patterson et al. 2015). Ein Grund fir diese spezielle
Zusammensetzung mag die schnelle Anreicherung von Phosphocholin und
Glycerophosphocholin im Blut und Leber sein, sowie die hohere Verfiigbarkeit

dieser Stoffe im neonatalen Gehirn (Cheng et al. 1996).

Betain und Dimethylglycin der MM wurden in dieser Studie in einer héheren
Konzentration gemessen als in vergleichbaren Studien bspw. der Studie von
Maas et al. 2007. Betain lag in meinen Messungen bei 1,21(0,79-1,71)mg/L im
Gegensatz zu 0,52(0,27-0,78)mg/L (Maas et al. 2017) und Dimethylglycin (DMG)
bei 3,89(0,03-5,91)mg/L im Vergleich zu 0,09(0,00-0,33)mg/L (Maas et al. 2017).
DMG schwankt in der MM stark (0,03-5,91mg/L). Methionin wurde mit lediglich
0,001(0,000-0,01)mg/L gemessen. In vorherigen Messungen lag der Wert bei
0,12(0,04-0,32)mg/L (Maas et al. 2017). Diese Schwankungen kdnnten sich
dadurch erklaren, dass sich das postnatale Alter der Kinder in den beiden Studien
unterscheidet (17,5 (12 bis 25) Tage versus Maas et al 27 (6 bis 85) Tage).
Ebenso war das postmenstruale Alter bei Geburt unterschiedlich: 28,3 (25,7 bis
30,8) versus 30,1 (25,4 bis 32.0) Wochen. Dass die Konzentration der Stoffe im
Verlauf der Laktation sinkt ist bereits in der Literatur beschrieben (Jeong et al.
2010). AuRBerdem kodnnten diese Schwankungen durch unterschiedliche
Erndhrungsgewohnheiten erklart werden, die in dieser, wie auch in der Studie
von Maas et al nicht hinreichend evaluiert wurden. Alles in Allem liegen diese
Komponenten allerdings nur in gegeniber Cholin geringen Konzentrationen in
der MM vor. Wiedemann et al stellt eine Ubersicht unterschiedlicher Studien dar,
welche Cholin und seine Metabolite in der Muttermilch untersuchten (Wiedeman
et al. 2018a). Hierbei fallt auf, dass in einer koreanischen Studie der Cholin
Gehalt in der Muttermilch deutlich héher war 25,68 (+/- 16,40 mg/L) (Jeong et al.
2010), als in anderen Studien (beispielsweise 8,63 (+/- 0,83 mg/L) mg/L (Fischer
et al. 2010b), USA). Dies konnte beispielsweise an unterschiedlichen

Erndhungsgewohnheiten in Korea vs. den USA liegen (Patterson et al. 2015).
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4.1.3.2 FETTSAUREN

Ergebnisse

Luukkai

d. Studie Maas et al en etal |Jang et al Nilsson et
'( %) (g%) Berseth et al (g%) (9%) al (g%)
970 (Deutsch- | (g%) (USA) g7 97 (Schwe-
(Deutsch- land) (Finn- (Korea) den)
land) land)
L aurinsaure | o120 | 1039 7,50 9,33 9,19 4,50
2 1(8,72-12,03) | (4,53-10,16) | (7,51-11,34) - (+/- 2,29) | (3,19-5,98)
Myristin- | o, 0| 401 8,18 8,94 (g’g;_ 8,89 9,40
saure 7| @155.60) |(6.27-1006) | (7:41-2060) | Gigr | (+-3.07) | (7.54-11.25)
Paimitin- | <o ég'gi ég%g_ 20,62 (2286247_ 21,60 | 24,55 (22,6-
saure 30,37) 21,70) (18,90-22,05) 30,19) (+/-2,42) 26,34)
Palmitolein- | C16:1 | 0,87 3,33 2,09 (g’gg_ 2,84 1,73
saure n7 [ ©72104) | @72:389) | (157255) | T | (+079) | (147-228)
5,92 7,07 5,47 9,80 6,12 6,04
Stearinsaure | C18:0 | 5 37.670) | (6,28-7.89) | (5.01-6,22) i%i%') (+-1,01) | (5,11-6,72)
33,66 35,60 39,17
Olsaure | c18:1| (31.60- @315 | 50 iiigg 1) | @84 |, fi’%e) 36'385 s(;’;?'d"
35,65) 39,16) ' ’ 41,97) ' ’
. 12,83 8,80
N T YO I RO D BT
' 14,53) ' ' 10,06) ' 39,
v- C18:3 0,13 0,16 0,09 ] 0,61 0,04
Linolensaure | n-6 | (0,10-0,16) | (0,13-0,20) | (0,06-0,13) (+/- 1,87) | (0,03-0,07)
Arachin- [ 0.0 0,24 0,22 0,15 ] 0,30 0,18
saure 21 (0,21-0,27) | (0,19-0,26) | (0,13-0,17) (+/- 0,10) | (0,15-0,20)
a- cig3| 099 1,02 1,26 (8’§§_ 1,60 1,12
Linolensaure | n-3 | (080-1,21) | (0.81-133) | (101-145) | (oo™ | (+-0.77) | (085-133)
Eicosatrien- [ C20:3 0,23 0,83 0,52 (32(8) 0,60 0,36
saure n6 [ (020027) | 070-096) | (043063) | [ | (+-0.15) | (027-047)
) , 0,10 0,10 0,07 0,19 0,05
Behensaure | C22:0 | 58.0.12) | (0,08-0,13) | (0,05-0,08) - (+/-0,11) | (0,04-0,06)
Arachidon- | C20:4 0,63 0,81 0,61 (8’28_ 0,82 0,34
saure n6 [ (056073) | (071-093) | (053069) | g | (+-017) | (027:039)
Eicosapen- | c20:5 | 0,35 0,12 0,04 (g*ég_ 031 | 0,05 (0,03
taensaure | n-3 | (0.28-047) | (0100.15) | (0,03-0,06) | "y, | (+-018) 0,06)
Docosate- | C22:4 0,14 0,19 0,15 0,18 0,14
traensaure | n-6 | (0,11-0,20) | (0,14-0,24) | (0,11-0,18) - (+/-0,07) | (0,09-0,18)
Docosapen- | C22:5 0,13 0,06 0,03
taensaure n-6 (0,08-0,23) - (0,04-0,08) - - (0,03-0,03)
Docosapen- | C22:5 0,11 0,12 0,12 (ggi 0,48 0,17
taensaure | n-3 | (0,09-013) | (0100,14) | (0.10-0.15) | o5 | (+-019) | (0.13-0.22)
Docosahex- | C22:6 0,46 0,43 0,23 (8’2‘3‘_ 0,88 0,29
aensaure | n-3 | (032:060) | (0.35059) | (0.18:031) | g | (+-038) | (0.24-0.39)

Tabelle 29: Fettsdurezusammensetzung der Milchlipide dieser Arbeit im Vergleich zu anderen
Studien. Daten sind angegeben in g% als Mediane sowie die 25er und 75er Perzentile. (Berseth et al. 2014;
Jang et al. 2011; Luukkainen et al; Maas et al. 2017; Nilsson et al. 2018)
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Die Fettsaureprofile dieser Arbeit zeigen geringe Unterschiede im Vergleich zu
anderen Ergebnissen (s. Tabelle 29). In der Komposition der Fettsauren sind
Myristinsaure, Palmitoleinsaure und Eicosatriensdure niedriger als in den
meisten anderen Studien, Eicosapentaensdure hingegen hdoher. Diese
Unterschiede in der Zusammensetzung der Muttermilch kdnnen beispielsweise
durch Unterschiede in der Ernahrung der Stillenden oder auch durch das
Laktationsstadium begriindet sein. Die unterschiedliche
Fettsdurezusammensetzung der finnischen gegenuber der US-amerikanischen
MM (s. Tabelle 29) kdnnte beispielsweise mit der geringeren Einnahme von
Transfettsauren, sowie einer vergleichsweisen reichen Diat mit Meeresprodukten
zusammenhéngen (Pietinen et al. 2010; Wanders et al. 2017). Ebenso hat der
Ausschluss bestimmter Fettsauren aus der Analyse, zum Beispiel C12:0 und
bestimmten C22-Fettsauren einen Einfluss auf das errechnete Fettsaureprofil.
Jang et al haben in einer Studie mit 105 Koreanischen Mdutter ahnliche EPA
Konzentrationen gemessen, wie in dieser Studie (s. Tabelle 29) (Jang et al.
2011). In einer schwedischen Studie wurden &hnliche Werte an Eicosatriensaure
und Palmitoleinsaure gemessen (s. Tabelle 29) (Nilsson et al. 2018). Niedrige
Konzentrationen von Myristinsaure wurden in der Muttermilch von chinesischen

und US-amerikanischen Muttern gefunden (Yuhas et al. 2006).

Die Studien verdeutlichen ubereinstimmend, dass ARA und DHA in der
Muttermilch nur zu einem geringen Prozentsatz vorhanden sind. Auch ALA als
Prakursor fir DHA ist minimal vertreten. Docosatetraenséure (C22:4n-6), ein
Elongationsprodukt von ARA, das zusammen mit ARA bei der Gehirnentwicklung
und Schwangerschaft eine wichtige Rolle spielt (Ghebremeskel et al. 2000; Zhu
et al. 2019), ist mit 0,14 (0,11-0,20) ebenfalls nur in geringer Konzentration

vorhanden.

Das Verhaltnis der Mediane von LA:ARA und ALA:DHA ist, wie im Ergebnistell
gezeigt (s. Tabelle 23), in der MM hdher als im Plasma der Kinder, d. h. 19,3
(16,0-23,3) vs. 5,9 (5,0-6,9), bzw. 2,7 (2,0-3,6) vs. 1,1 (0,8-1,7). Das ARA:DHA
Verhéltnis im Plasma der Kinder ist hoher als in der MM und sinkt durch isolierte

Supplementierung mit DHA von ca. 6:1 auf 2:1. Da das Verhaltnis von ARA:DHA
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im PC des Nabelschnurplasmas in der 27. SSW 5:1 betragt (Bernhard et al.
2014), ist es fraglich, ob das durch die Supplementierung erreichte in vivo-
Verhéltnis von 2:1 fur das Entwicklungsstadium von Frihgeborenen
winschenswert ist. Vielmehr implizieren die Ergebnisse, dass eine
Supplementierung der Nahrung mit ARA, zusatzlich zu der mit DHA, ein
entwicklungsadaquates ARA:DHA-Verhaltnis bei gleichzeitiger Erhéhung der
Gesamtkonzentrationen auf physiologische Werte erbréchte.

4.1.3.3 CHOLIN, ARACHIDONSAURE UND DOCOSAHEXAENSAURE IN DER
MUTTERMILCH: INTER- SOWIE INTRAINDIVIDUELLE UNTERSCHIEDE UND
ZEITLICHER VERLAUF
Dass die inter- sowie intraindividuellen Konzentrationen der Nahrstoffe in der
Muttermilch variieren, ist bereits aus alteren Publikationen bekannt (Gao et al.
2018; Maas et al. 2017). Genaue Ursachen sind noch nicht hinreichend erforscht
und setzen sich vermutlich aus einer Vielzahl an Faktoren, wie Genetik,
Ernahrung, Alter der Mdutter, vorangegangene Schwangerschaften und
Laktationsstadium zusammen. So weisen Muttermilchproben aus Landern mit
hohem Fischkonsum eine hohere Konzentration an DHA und EPA auf
(Luukkainen et al; Yuhas et al. 2006).

Die Tagesprofile der Studienteilnehmerinnen zeigen eine hohe Variabilitdt. Das
Tageszeitprofil zeigt, dass die durchschnittliche Komposition von ARA morgens
zu nachts (-0,47, 95%-CI[-0,93, -0,01], p < 0,04) und abends zu nachts (-0,5,
95%-CI[-0,97, -0,01], p = 0,04) abnahm. Wohingegen fur Gesamtcholin und DHA
keine signifikanten Unterschiede bestehen (s. 3.2.5). Publikationen, die sich mit
dieser Fragestellung bereits auseinandergesetzt hat, wurden nicht gefunden.
Schwankungen im Verlauf der Tageszeit sind jedoch im klinischen Alltag von
Bedeutung, zum Beispiel wenn die Mutter nicht ganztagig stillt und die MM zu
anderen Tageszeitpunkten abgepumpt, als sie verflttert wird. Die im
Durchschnitt tieferen ARA-Werte (Mol%) zur Nacht konnten dadurch erklart
werden, dass die Stillenden nachts in der Regel keine Hauptmalzeiten mehr zu

sich nehmen und Sie somit zur Energiemobilisation Fett verbrennen.
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Darlber hinaus spielt der langerfristige Verlauf von Konzentrationen eine Rolle.
Postnatal sinkt die Cholinkonzentration der MM linear ab (s. Abbildung 19).
Ausgehend davon, dass Nahrstoffgehalte an den Bedarf des reifen NG
angepasst sind, der postnatal sinkt, entspricht die MM nach drei Monaten nicht
dem Bedarf des NG. Dariiber hinaus sinkt die Wachstumsgeschwindigkeit des
FG nicht, weil nach der 24. SSW der physiologische Wachstumsschub stattfindet.
Zusatzlich zum fur FG unzureichenden Cholingehalt in der MM, spiegelt der
sinkende Cholingehalt den zunehmenden Bedarf von FG nicht wider. Via MM
wird weniger Cholin zugefiihrt, als via Placenta in utero, sodass der
Plasmaspiegel des FG innerhalb von 48h um 50% sinkt (Bernhard et al. 2015;
Zeisel 2006).

Die Konzentrationen von ARA und DHA hingegen sind in der MM ohnehin gering
und sinken im Verlauf der ersten 14 postnatalen Wochen nur leicht ab (Maas et
al. 2017). Dies ist vereinbar damit, dass der bleibend hohe Bedarf an diesen
Fettsauren fur die lange Entwicklung des Gehirns (Innis 2007a) insbesondere
Uber das an ARA und DHA reiche Depotfett reifgeborener Kinder gewahrleistet
wird (Foreman-van Drongelen et al. 1995). Fur Cholin, dass eine sehr kurze
Plasmahalbwertszeit hat, gibt es einen solchen Speicher nicht. Es ist lediglich ein
schnell verfugbarer Pool wasserloslicher Metabolite in den Zellen vorhanden,
wahrend der Rest des Cholins in parenchymalen Strukturen (PC und SM von
Membranen) eingebaut ist (Bernhard et al. 2019c). Er kann nur auf Kosten der
Parenchymstrukturen mobilisiert werden, z. B. aus der Lunge zur Versorgung der
Leber ((Li et al. 2007b).

4.1.3.4 ZUFUHR DER STOFFE UBER MUTTERMILCH

Bei 14 Probanden und Probandinnen wurde Uber die MM eine volle enterale
Ernahrung (,full feed”) von mindestens 150ml/kg/d erreicht, wéhrend neun
Probanden und Probandinnen weniger als 150ml/kg/d erhielten. Ein Kind hat
keine MM erhalten (s. Tabelle 25). Dies unterstreicht, &hnlich wie vorherige
Untersuchungen (Bernhard et al. 2013), wie schwierig es ist, bei FG eine

ausreichende Muttermilchern&hrung zu erreichen.
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4.1.4 BEZIEHUNG ZWISCHEN ZUFUHR VIA MUTTERMILCH/FORMULA UND
KONZENTRATIONEN IM PLASMA

Die Cholin- sowie die Betainkonzentration im Plasma der Kinder korreliert mit
dem Gehalt an Gesamtcholin in der MM (s. Abbildung 23). Ein groRer Teil des
Cholins wird zu Betain metabolisiert (Bernhard et al. 2004; Bernhard et al. 2019a;
Bernhard et al. 2019b; Grothe et al. 2015). Cholin hat einen schnellen Turnover
(t1/2<1.5h) (Bernhard et al. 2019c; Bernhard et al. 2019b) und beim FG fallt die
Plasmakonzentration von Cholin innerhalb von 48 Stunden um die Halfte ab
(Bernhard et al. 2015). Die Wirksamkeit des Cholins in MM auf den
Plasmaspiegel ist am Ehesten Uber die frequente Nahrungszufuhr (6-12/d)

erklarbar.

Bei mangelnder Zufuhr wird Cholin bzw. PC aus peripheren Organen freigesetzt,
sodass die Konzentration nicht auf 0 absinken kann (Li et al. 2007b). Jedoch
korreliert auch die Gesamtcholinaufnahme durch die Nahrung (Zusatznahrung,
Supplementation und MM) signifikant mit dem Cholin- und Betainkonzentration
im Blut der FG. Die Konzentrationen von Cholin und Betain im Blut lassen sich
durch Cholinsupplementation zusatzlich steigern. So stieg Cholin von 23,1 (17,7-
25,7) auf 35,4 (32,8-41,7) pmol/L (Bernhard et al. 2019a), den Werten
reifgeborener Kinder zum Zeitpunkt der Geburt (Bernhard et al. 2015). Bei nicht
cholinsupplementierten FG hingegen sank sie wahrend 10d Studiendauer auf
17,8 (16,1-22,4) umol/L (Bernhard et al. 2019a). In anderen Studien, in denen
Erwachsene D9-Cholin erhielten, war 3h nach der Supplementierung kein D9-
Cholin mehr im Blut zu detektieren. D9-markiertes Betain wurde mit &hnlicher
Kinetik gemessen. Dies zeigt, dass eine schnelle Betainsynthese aus Cholin
erfolgt (Bernhard et al. 2004; Grothe et al. 2015). Auch im Plasma der FG war

D9-markiertes Betain nachweisbar (Bernhard et al. 2019a).

Es wurde im Plasma der FG eine 10-fach hohere direkte D9-Cholin Anreicherung
im PC gemessen, als die Uber die deuterierten Methylgruppen von D9-Betain
ablaufende Synthese von D3-PC via PEMT-Pathway (Bernhard et al. 2019a).
Das zeigt, dass PC bei Frihgeborenen vorwiegend de novo lUber den Kennedy-

Pathway mit direkter Verwendung von Cholin gebildet wird, als Gber die Nutzung
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von Cholin als Methylgruppenlieferant via Betain. DHA-PC und ARA-PC werden
bei Erwachsenen ausschliel3lich bzw. vorwiegend Uber den PEMT-Pathway
synthetisiert (Bernhard et al. 2015; Pynn et al. 2011). Da die Kombination von
DHA mit Cholin das DHA-PC im Plasma starker erhdhte als alleinige DHA-Gabe
(Bernhard et al. 2019a), konnte die zusatzliche Cholingabe die Verflugbarkeit von

Ubertragbaren Methylgruppen via Betain erhdhen.

Bei Kindern ohne DHA-Supplementierung ist MM die einzige externe Quelle fur
DHA. Die Fettspeicher sind aufgrund der Frihgeburt nicht hinreichend
vorhanden, da die Fettanreicherung erst zunehmend im dritten Trimenon
stattfindet (Wiechers et al. 2021) und Frihgeborene eine Erniedrigung von DHA
(und ARA) zugunsten von Linolsaure entwickeln (Bockmann et al. 2020). Die
Korrelation zwischen DHA in den Plasmalipiden und DHA in der MM bei den
Kindern ohne Supplementierung (s. Abbildung 27) zeigt, dass Nahrungs-DHA der
wesentliche Faktor fur die DHA-Versorgung der Organe ist. Zudem zeigt sich im
Vergleich mit vs. ohne Supplementierung und bei der Korrelation von DHA in den
Plasmalipiden mit der Gesamt-DHA-Aufnahme durch die Nahrung (MM,
Supplementierung und Zusatznahrung) (s. Abbildung 29), dass sich die DHA-
Konzentration in den Plasma-Lipiden als Substrat fur die Organversorgung durch

die Nahrungszufuhr bei FG steigern lasst.

In der Studie wurde zudem gezeigt, dass sich DHA durch gleichzeitige
Supplementation von Cholin starker steigern lasst (Bernhard et al. 2019a). So
stieg der Anteil an DHA-PC im Gesamt-PC bei Kombinationsgabe starker als bei
alleiniger DHA-Gabe. Hinweise darauf, dass sich die DHA Konzentration durch
Cholin Supplementierung steigern lasst, wurde bereits an einer anderen Studie
am Menschen (West et al. 2013) und einer tierexperimentellen Studie gezeigt
(Thomas Rajarethnem et al. 2017). Dies untermauert die Bedeutung von Cholin
fur den Metabolismus von DHA, die vorwiegend via PC der Plasma-Lipoproteine

transportiert wird.

Durch Supplementierung mit 60mg/kg/d haben die FG ca. 4-mal so viel DHA
bekommen wie Uber die normale Ernahrung 20,3 (17,5-23,2) vs. 77,4 (72,0-80,4).
DHA-PC ist im Plasma jedoch nur von 5,1% (4,2-6,2) auf 7,8% (7,1-8,8)
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gestiegen (Bernhard et al. 2019a). Dies kann daran liegen, dass andere
Fettsauren mit dem Stoffwechsel von DHA (und ARA) konkurrieren.
Insbesondere ist der Anteil an Linolsédure in der postnatalen Erndahrung sehr
hoch, sodass sie den Anstieg an DHA verdrangen konnen, wahrend Linolsaure
in der Fetalperiode in der Mutter retiniert und DHA (sowie ARA) im Fetus
angereichert wird (Bernhard et al. 2016; Haggarty 2010; Novak et al. 2012).

Die Komposition von ARA in den Plasmalipiden (PC, Neutrallipide) der Kinder,
die keine DHA-Supplementation erhalten haben, korreliert direkt mit der
Konzentration von ARA in MM (s. Abbildung 28), wie auch mit der Zufuhr durch
die komplette Nahrung (s. Abbildung 30). Sobald die Kinder, die DHA als
Supplementation erhalten haben zur Korrelation hinzugefiigt werden, zeigt sich
die Korrelation als nicht mehr signifikant (s. Tabelle 28). Eine hohe
Supplementation von DHA fihrt im Gehirn neonataler Primaten zu einem
Absinken der Konzentration an ARA (Hsieh et al. 2007). Zudem zeigte die
DIAMOND Studie, in der reifgeborenen Kindern 12 Monate lang direkt nach der
Geburt verschiedene Mengen von DHA bei gleichbleibender ARA-Dosis
supplementiert wurden, dass bei der héchsten DHA Konzentration in der
Nahrung (0.96% DHA, 0.64% ARA) die Konzentration von ARA in den
Erythrozyten signifikant abnimmt und die zu erwartende Zunahme der kognitiven
Funktion ausbleibt (Colombo et al. 2017). Dies zeigt eindeutig die Wichtigkeit
einer Supplementation mit adaquatem ARA:DHA-Verhéltnis. Der geringe
absolute Effekt der DHA-Supplementation gegeniber einer unveranderten, fur
Feten und FG unphysiologischen, Dominanz von Linolsdure (LA) zeigt, dass
nicht die Zufuhr von DHA und ARA allein, sondern die generelle
Fettsdureimbalanz der Friihgeborenenerndhrung das wirkliche Problem ist. Die
Bedeutung einer zu hohen LA-Zufuhr wurde bislang nicht untersucht.
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4.2 DISKUSSION DER FRAGESTELLUNG / KLINISCHE RELEVANZ
4.2.1 WIRD DER BEDARF AN CHOLIN, ARACHIDONSAURE UND
DOCOSAHEXAENSAURE UBER DIE MUTTERMILCH GEDECKT? WELCHE

SUPPLEMENTIERUNG SOLLTE ANGESTREBT WERDEN?

Zufuhr Plasmakonzentrationen
Reale
Zufuhr via Empfehlung Unreif (<37 SSW) Reif (37-42 SSW)
MM (mg/kg/d) (Nabelschnurblut) (Nabelschnurblut)
(mg/150ml)
8-55 (ESPGHAN)
>>25 (Bernhard et 47 (32-60) umol/L 35 ((§g§4u1r31g|W_OIIL
Cholin 21 al. 2013) (24-27 SSW) J38umoliL)
>54 (Bernhard et | (Bernhard et al. 2015)
(Bernhard et al. 2015)
al. 2019a)
37% (ARA-PC)
140 (Clandinin et 38% (ARA-PC) (Bernhard et al. 2014)
ARA 23 al. 1981) oy o2l SSM) 23% (ARA-PC)
(Bernhard et al. 2014) (Innis 2005)
15% (DHA-PC)
43 (Lapillonne 8% (DHA-PC) (37-42 SSW)
DHA 16 und Jensen 2009) (24-27 SSW) (Bernhard et al. 2014)
(Bernhard et al. 2014) 14% (DHA-PC)
(Innis 2005)

Tabelle 30: Mediane Aufnahme, Empfehlungen und Fetale Plasmawerte von Cholin, ARA und DHA.
Abkirzungen: MM = Muttermilch; ARA = Arachidonsdure; DHA = Docosahexaensdure; SSW =
Schwangerschaftswoche.

Mit dieser Studie habe ich bestatigt, dass die Muttermilch selbst bei vollem

Kostaufbau (150ml/kg/d) keine ausreichende Quelle fir Cholin, ARA und DHA
fur die Ernahrung von Fruhgeborenen darstellt (s. Tabelle 30).

Durch Supplementation mit 30mg/kg/d Cholin erhielten die FG im Median 61,6
(60,5-66,5) mg/kg/d Gesamtcholin Uber

Frihgeborenennahrung und Studiensupplementierung) mit einem Range von

die komplette Nahrung (MM,

55,9-73,9 mg/kg/d. Mit 62mg/kg/d liegen wir Uber dem oberen Bereich der
ESPGHAN Empfehlung. Hiermit wurden Durchschnittswerte von 36,9 (29,7 —
40,5) pmol/L
(Nabelschnurblut) liegt (Tabelle 30). Dies zeigt, dass der tatsachliche Bedarf an
Cholin fur FG im oberen Bereich der ESPGHAN Empfehlung von 55mg/kg/d oder

im Plasma erreicht, was nahe an den fetalen Werten

sogar darUber liegt. Es zeigt sich auRerdem, dass die Untergrenze von 8mg/kg/d
nicht ausreichend ist, um FG hinreichend mit Cholin zu versorgen. Dies deckt
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sich auch mit Bilanzberechnungen zur Zunahme des PC/SM-Pools von ca.
20mg/kg/d im 3. Trimenon (Bernhard et al. 2019a) sowie dem Befund, dass
Cholin zu einem erheblichen Teil zu Betain metabolisiert wird und der
Bereitstellung Ubertragbarer Methylgruppen statt der PC/SM-Synthese dient
(Bernhard et al. 2004; Bernhard et al. 2019b; Bernhard et al. 2019a; Grothe et al.
2015). Die Fettsauren ARA und DHA werden hauptséachlich Uber PC transportiert
(Bernhard et al. 2018). Durch die gleichzeitige Supplementation von DHA und
Cholin wurde eine erhéhte DHA-PC Aufnahme erreicht (Bernhard et al. 2019a).
Daraus ergibt sich, dass MM ohne Supplementierung fur den Cholinbedarf von
FG nicht hinreichend ist und dass das durchschnittliche Defizit mit einer
Supplementierung von ~30mg/kg/d Cholin ausgeglichen werden kann. Dies
entspricht 40mg/kg/d Cholinchlorid (die hier angewandte Form) und erfordert die
Umrechnung bei anderen  Cholinsupplementen  (Cholinbitartrat, a-
Glycerophosphocholin  (a-GPC) oder PC) aufgrund unterschiedlicher
Molekulargewichte (s. Tabelle 31).

Molare Masse Entsprechen 30mg Cholin
(g/mol) (mg)
Cholinchlorid 139,63 40
Cholinbitartrat 253,25 73
a-Glycerophosphocholin 257,22 74
Phosphatidylcholin 750 216

Tabelle 31: Masse der Cholinsupplemente entsprechend 30mg Cholin. Cholin hat eine molare Masse
von 104g/mol. Somit lasst sich bestimmen, wie hoch die Menge eines Supplementes sein muss um eine
Supplementierung mit 30mg/kg/d an Cholin zu erreichen.

Vergleichen wir die empfohlene Hohe der ARA- und DHA-Zufuhr fir
Frihgeborene mit der Zufuhr via MM (Tabelle 30), ergibt sich ein
durchschnittliches Defizit von 117mg/kg/d fir ARA und 27mg/kg/d fir DHA. Die
Anreicherung von DHA im Plasma-PC wurde durch die gleichzeitige
Supplementation von Cholin gesteigert. Durch die Supplementation mit
60mg/kg/d DHA wurde eine mediane Zufuhr von 77,4 (72,0-84,4) mg/kg/d
erreicht. Dies entspricht dem 1,8-fachen der Empfehlungen von 43 mg/kg/d
(Tabelle 30). Trotzdem wurde damit kein ausreichender Anstieg des Anteils von
DHA-PC im Plasma der FG erreicht, die den fetalen Werten entsprachen.
Hingegen blieb LA-PC mit 45,03 (42,82-47,54) Mol% vorherrschendes Plasma-
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Phospholipid (Bernhard et al. 2019a). Die naheliegende Erklarung fir die
unzureichende Steigerung von DHA-PC (%) ist, dass FG durch MM bzw.
Formulanahrung einen hohen Gehalt an Linolsdure erhalten und das
Dunndarmepithel, entgegen der Plazenta, keine selektive Barriere fur LA
darstellt. sodass LA in metabolischer Konkurrenz zu DHA (und ARA) steht
(Bernhard et al. 2014).

Die alleinige Supplementation von DHA ohne ARA und Cholin sowie ohne
Adressierung des LA-Problems reflektiert den aktuellen Wissensstand nicht. Eine
ausschlief3liche DHA Supplementation fuhrt dazu, dass ARA fur die neuronale
Zellentwicklung verdrangt wird und dies eher zu negativen Effekten fiihren kann
(Koletzko et al. 2015). Dies kdnnte besonders bei FG weitreichende Folgen
haben, da diese nicht auf einen ARA-Pool im Fettgewebe zurtickgreifen kénnen.
Es wird postuliert, dass die Supplementation von DHA mit ausreichender ARA-
Gabe zu einem verbesserten Gehirnwachstum (van de Lagemaat et al. 2011)
und kognitiven Funktionen (Henriksen et al. 2008) fiihrt. In einer weiteren Studie
in der LA, ARA und DHA supplementiert wurden, wurde eine gesteigerte
Gewichts- und Langenzunahme wie auch eine Zunahme der kognitiven
Entwicklung, jedoch nur bei den ménnlichen Probanden gemessen (Fewtrell et
al. 2004; Henriksen et al. 2008).

Welche Menge von ARA und DHA zu einer ausreichenden Anreicherung fihrt,
wird derzeit diskutiert. Sie sind in der MM in einem Verhéltnis von ca. 2:1
vorhanden. Im PC des Nabelschnurplasmas liegen sie in der 24-27. SSW bei 5:1
und in der 37-42. SSW bei 2,5:1 (s. Tabelle 30). So kénnte vermutet werden,
dass der Bedarf an ARA bei sehr unreifen FG besonders hoch ist (Bernhard et
al. 2014; Henriksen et al. 2008). Zudem ist die Konzentration von ARA-PC im
Nabelschnurplasma in der 24.-42. SSW durchgehend hoch, wohingegen DHA
erst in der 37. SSW ansteigt (Bernhard et al. 2014). Henriksen et al
supplementierten FG fur neun Wochen mit jeweils 30mg/kg/d ARA und DHA,
wodurch Sie eine Anreicherung der Gesamtlipide im Plasma von 63,1 (+/- 20,5)
mg/ml auf 70,8 (+/- 21,3) mg/ml DHA erreichten, wohingegen DHA in der
Kontrollgruppe um 6mg/ml sank. Durch die Supplementation von 30mg/kg/d ARA
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sank die Konzentration von ARA im Plasma von 202,5 (+/-44,9) mg/ml auf 190,2
(+/-54,0) mg/ml, wohingegen die Konzentration in der Kontrollgruppe um
49mg/ml sank (Henriksen et al. 2008). Dies legt nahe, dass der Bedarf an ARA
hoher ist als 30mg/kg/d und ein Verhaltnis von Uber 1:1 angestrebt werden sollte.
Eine Supplementation von ARA:DHA im Verhéltnis von 2:1 fuhrte in einer Studie
mit 45 FG zu einer verbesserten psychomotorischen Entwicklung (Alshweki et al.
2015). Wir haben in dieser Studie durch die Supplementierung von 60mg/kg/d
DHA und 30mg/kg/d Cholin eine Steigerung von 5.1(4.7-6.3)% auf 7.8(7.5-8.5)%
DHA-PC erreicht (Bernhard et al. 2019a). Somit wird deutlich, dass DHA
gemeinsam mit Cholin supplementiert werden sollte. Da auch ARA zu einem
erheblichen Teil tber den PEMT-Pathway im Plasma-PC gelangt (Bernhard et al.
2015; Pynn et al. 2011), setzt die optimale Verstoffwechslung von sowohl DHA

als auch ARA eine ausreichende Cholinversorgung voraus.

Hilfreich kbnnte es neben der Supplementation sein, eine Reduktion anderer
Fettsduren, insbesondere von Linolsdure anzustreben. Die DHA-Zufuhr wurde
mit 60mg/kg/d Supplementierung verfunffacht und die ARA:DHA-Ratio Uber die
Nahrung jedoch von 1,5-2 auf ca. 0,3 gesenkt. Damit wurde zwar bewirkt, dass
die ARA:DHA-Ratio im Blut der Kinder ein Verhéltnis von 2:1 erreicht, nicht aber
eine Normalisierung der DHA/LA- und ARA/LA-Ratios im Plasma-PC. Ob FG
eine Anderung dieser Ratios auf fetale Werte benétigen, ist noch unklar. Die
parenterale Gabe von SMOFlipid® (Fresenius Kabi), welches unter anderem
Fischol enthalt, zeigte eine Abnahme von ARA sowie eine Zunahme an EPA,
aber keinen Effekt auf DHA im Plasma der Kinder (Repa et al. 2018; Najm et al.
2017; Nilsson et al. 2019). Zudem konnte weder eine Verringerung der
ernahrungsbedingten Cholestase (Repa et al. 2018), noch eine verbesserte
Wachstumsrate (Najm et al. 2017) gemessen werden. Auch dies spricht dafr,
dass eine ARA-Supplementation anzustreben ist und dass weitere Forschungen
benotigt werden, um herauszufinden, mit welcher Art der Supplementation

optimale ARA- und DHA Werte erreicht werden.
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4.2.2 AUSGLEICH INTERINDIVIDUELLER SCHWANKUNGEN IN DER MUTTERMILCH

Die Variabilitdt in der Cholin-, ARA sowie DHA-Konzentration der Muttermilch
konnte besser gedeutet werden, wenn weitere Forschungen zu genetischen und
individuellen Faktoren durchgefuhrt wirden. Es gibt Bemihungen die
Makronahrstoffe der MM im klinischen Setting zu messen und individuell mit den
bendtigten Makronahrstoffen zu ergadnzen. Damit kann eine verbesserte
Wachstumsrate erzielt werden (Fusch 2019; Rochow et al. 2013). Die genutzten
Fortifier zur Anreicherung der MM decken jedoch den Mikron&hrstoffbedarf von
FG nicht, insbesondere nicht hinsichtlich Cholin, ARA und DHA (siehe oben).

4.2.3 WIRKUNG DER SUPPLEMENTIERUNG VON CHOLIN, ARACHIDONSAURE UND
DOCOSAHEXAENSAURE

Die aktuelle Datenlage zur Frage, ob die Intelligenz der FG durch die
Supplementierung von Cholin oder DHA beeinflusst wird, ist inkonsistent. Die
erhohte Plasmakonzentration von Betain, dem primaren Oxidationsprodukt von
Cholin und Quelle fast aller Methylierungsprozesse (Epigenetik, Kreatinbildung
etc.) (Lambou et al. 2013; Ueland 2011) zeigte eine verbesserte visuelle
Entwicklung, jedoch ohne Verbesserung der kognitiven und sprachlichen
Entwicklung (Caudill et al. 2018; Wiedeman et al. 2018b). Andere Studien zeigen
eine positive Korrelation der Betainkonzentration im Plasma finf Jahre alter
Kinder und ihrer sprachlichen Entwicklung (Strain et al. 2013). Cheatham et al
(2012) haben keine signifikanten Unterschiede in der Gedachtnisleistung und
sprachlichen Entwicklung von 12 Monate alten Kindern gefunden, deren Mutter
750mg Cholin Uber Phosphatidylcholin von der 18 SSW an bis 90 Tage nach der
Geburt erhielten (Cheatham et al. 2012). Hier wurde jedoch nicht gemessen, ob
die in North Carolina lebenden Miutter vor der Substitution einen Mangel an
Cholin aufwiesen (Cheatham et al. 2012).

Eine Studie von Gould et al. (2017), in welchen Schwangeren taglich, wahrend
der zweiten Halfte der Schwangerschaft, mit 800mg DHA supplementiert wurden,
stellte keine signifikante Erh6éhung des Intelligenzquotienten oder des

Sprachverstandnisses ihrer Kinder im Alter von 4 und 7 Jahren fest. Jedoch
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wurde in der DHA-Gruppe von mehr Verhaltensaufféalligkeiten berichtet (Gould et
al. 2017). In einer weiteren Untersuchung, in der Schwangeren 800mg DHA von
der 21. SSW bis zur Geburt erhielten, wurden die kognitiven und sprachlichen
Fahigkeiten der 18 Monate alten Kinder und die postnatale Depression der Mtter
6 Monate nach der Geburt untersucht. Es wurden keine Unterschiede gemessen
(Makrides et al. 2010). Die DIAMONT Studie (DHA intake and measurement of
neuronal outcome) kommt bei kombinierter DHA-/ARA-Supplementierung jedoch
zu positiven Ergebnissen: hier lasst sich nach einem Jahr Supplementierung eine
Steigerung der Sehschéarfe (Birch et al. 2010) und nach 18 Monaten eine
Steigerung der kognitiven Entwicklung messen (Drover et al. 2011). Ahnliches
haben bereits Birch et al und Willatts et al mit kombinierter DHA-/ARA-
Supplementierung bestatigt. Auch hier lief3 sich die geistige Entwicklung durch
eine kombinierte Gabe in den ersten Lebensmonaten signifikant steigern (Birch
et al. 2000; Willatts et al. 1998).

Zusammenfassend ist zu schlie3en, dass die Supplementierung Frihgeborener
mit ARA UND DHA nach der Geburt zu einem besseren Outcome hinsichtlich der
neuronalen Entwicklung fuhrt als die alleinige Supplementierung mit DHA oder
die Supplementierung der Schwangeren (Uauy et al. 2001).

Die Studienlage zur Beziehung mehrfach ungesattigter Fettsduren zu
Entziindungsprozessen ist ebenfalls inkonsistent. Hawkes et al (2002) haben
keine signifikante Beeinflussung der Cytokinkonzentrationen in der Muttermilch
durch die Supplementierung Stillender mit 600mg DHA und 140mg EPA
gemessen (Hawkes et al. 2002). Eine andere Studie zeigte, dass erhohte EPA-
Konzentrationen in der Milch und im Plasma der Kinder positiv mit cytotoxischen
T-Zellen korrelieren (Korrelationskoeffizient: 0,2; p<0,02) (Muc et al. 2015). Somit
ist es schwierig genaue Aussagen dariber zu machen, ob und wenn ja welche
ungesattigten Fettsduren protektiv gegen die Entwicklung allergischer
Erkrankungen wirken. Eine randomisierte Multizenterstudie ergab, dass die
Supplementierung Stillender mit 3g DHA pro Tag das Risiko frihgeborener
Jungen und VLBW Kinder zur Entwicklung einer bronchopulmonalen Dysplasie

verringert (Manley et al. 2011). Gegenteilige Ergebnisse fanden sich, wenn die
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FG direkt mit 60mg/kg/d supplementiert wurden (Collins et al. 2017). Ursache
dafir ist moglicherweise, dass die DHA-Gabe an die Mutter bei gleichzeitiger
fetaler Versorgung mit ARA und Cholin ablauft, wahrend die direkte Gabe von
DHA an das FG nicht mit ARA und Cholin-Zufuhr assoziiert ist.
Bemerkenswerterweise ging die Begriindung der — erfolglosen — N3RO-Studie
zur Pravention der BPD mit 60mg/kg/d DHA von Untersuchungen an
Versuchstieren aus, in denen eine kombinierte ARA/DHA-Supplementierung der
neugeborenen Tiere oder eine DHA-Gabe an das trachtige Muttertier erfolgte.
Trotzdem erfolgte in der Studie keine zusatzliche ARA Supplementation (Collins
et al. 2017).

Es wird vermutet, dass ein ungunstiges Verhdltnis von ARA:DHA
inflammatorische Prozesse fordern konnte (Maurer und Stebut 2004; Rooy et al.
2017). Ob durch die Supplementation von ARA und DHA die Konzentration von
EPA ungtinstig beeinflusst wird, ist noch weiter zu erforschen. Obwohl EPA im
Plasma der Kinder im recht geringen Mal3e vorhanden ist (Bernhard et al. 2014,
Makrides et al. 1994), scheint es als Substrat der Bildung antiinflammatorischer
Eicosanoide (z.B. Prostaglandin E3 statt E2, das aus ARA gebildet wird) eine
wichtige Rolle in der Regulation von Entziindungsprozessen zu spielen (Larsson
et al. 2004).

4.2.4 ART DER SUPPLEMENTIERUNG VON CHOLIN UND DER FETTSAUREN

Nicht geklart ist die Frage, in welcher Zusammensetzung die Cholinkomponenten
sowie die Fettsauren gegeben werden sollten. In der MM liegt Cholin
Uberwiegend in Form wasserloslicher organischer Ester vor. Uber die
Nabelschnur erhalten die Kinder dennoch vorwiegend freies Cholin. Ob die
Zufuhr von wasserléslichen Metaboliten flr neugeborene Kinder besser geeignet
ist als die von beispielsweise PC, ist noch ungeklart und wird gerade in unserer
Gruppe bearbeitet. PC lasst die Konzentration von Cholin im Plasma langer und
starker ansteigen als Cholinchlorid (Hirsch et al. 1978). Da Galle viel PC enthélt,
sollte PC im Darm des NG, vielleicht auch des FG, nach Spaltung durch
Pankreas- und Dunndarm-Phospholipasen verdaubar sein. Andererseits konnte

der Cholinmangel von FG, &hnlich wie bei Mukoviszidose-Patienten und -
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Patientinnen teilweise durch erhéhte fakale Verluste bedingt sein (Chen et al.
2005). Zudem ist ungeklart, ob die Gabe von ARA und DHA als Neutrallipid oder
als ARA-PC und DHA-PC vorteilhafter ist. Im fetalen Plasma lassen sich ARA
und DHA als Bausteine von PC, Triglyceriden und Cholesterinestern sowie als
freie Fettsauren nachweisen (Innis 2005). Welches die beste realistische
Darreichungsform ist, ist bislang unklar. Auch um die adaquate Tagesdosis von
Cholin, ARA und DHA bei Fruhgeborenen zu ermitteln, sind weitere Studien
erforderlich. Notig ist zudem die Untersuchung der Frage, ob eine ausreichende
Versorgung dieser Membranbausteine Zu einem verbesserten
Parenchymwachstum gegentiber einer reinen Gewichtszunahme, und auf lange

Sicht zu einem verbesserten kognitiven und allgemeinen Outcome fuhrt.

Bedeutsam ist die Klarung moglicher Nebenwirkungen. Besondere
Aufmerksamkeit sollte hier einem madglichen Konzentrationsanstieg von
Trimethylaminoxid (TMAO) im Plasma von FG gelten. Ein Anstieg der
Konzentration wurde bei uns allerdings nicht gemessen. Es entsteht in der Leber
aus Trimethylamin, das von Darmbakterien aus Cholin gebildet wird (Al-Waiz et
al. 1992). TMAO steht im Verdacht, das Risiko fur kardiovaskulare Erkrankungen
zu erhohen, indem es zur Entstehung von Arteriosklerose beitragt (Wang et al.
2011). Zudem wird vermutet, dass es kolorektale Karzinome bei Mannern
begulnstigt (Lee et al. 2010; Wang et al. 2011). Die TMAO Plasmakonzentration
Erwachsener wird durch orale Zufuhr wasserldslicher Cholinkomponenten, nicht
aber von PC, durch intestinale Mikrobiota erhéht, welche Cholin im Darm zu TMA
spalten (Tang et al. 2013; Wang et al. 2011). Spéatere Untersuchungen der
eigenen Abteilung haben gezeigt, dass Frihgeborene durch diese Komponenten

keinen TMAO-Anstieg bekommen (Bernhard+Franz, unveréffentlicht).

Zu beachten ist, dass Frihgeborene in einem anderen Entwicklungsstadium als
Erwachsene sind und wegen der, sogar gegeniiber Reifgeborenen, mehrfach
hoheren Wachstumsrate einen hoheren Bedarf an Cholin als Bestandteil von
Strukturmolektlen (PC, SM) und als Methylgruppendonor haben. Deshalb muss
ein spateres Risiko zur Forderung spezifischer Karzinome zwar mitbedacht,

jedoch nicht Uberbewertet werden. Mit der Miteinbeziehung mdglicher
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Nebenwirkungen und den aus dieser Pilotstudie gewonnenen Erkenntnissen

wurde das Fundament fir gréf3ere multizentrische Studien geschaffen.
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4.3 SCHLUSSFOLGERUNG AUS DER ARBEIT

Uber die Muttermilch erhielten Frilhgeborene bei vollem Kostaufbau
(150mL/kg/d) im Median taglich 20,8 (16,9-24,7 Interquartilenrange) mg
Gesamtcholin, sowie 22,7 (17,1-27,6) mg Arachidonsaure und 16,3 (10,7-21,5)
mg Docosahexaensaure. Phosphocholin und Glycerophosphocholin stellten die
Hauptvertreter der cholinhaltigen Komponenten der untersuchten MM dar, was
zeigt, dass sich hinsichtlich Cholin die MM Frihgeborener kompositionell nicht
von der Reifgeborener unterscheidet. Der Gehalt an Gesamtcholin, ARA und
DHA in der MM korrelierte mit den Konzentrationen im Plasma der Kinder. Die
Werte schwankten interindividuell. Der Gehalt an Gesamtcholin in der MM sank
im Verlauf zwischen der 1. Woche und der 5. Woche nach Geburt um den Faktor
0,6.

Nicht-supplementierte Muttermilch ist zur adéquaten Versorgung von
Frihgeborenen mit Cholin, ARA und DHA nicht hinreichend und deckt im
Vergeich zu offiziellen Leitlinien nur 38%, 16% und 37% des Bedarfs

Frihgeborener.

Die Cholin Supplementierung von 30mg/kg/d zusatzlich zur Basiszufuhr erhdhte
die Cholin-Plasmakonzentration auf annahernd fetale Werte und steigerte zudem
die Plasmakonzentration von DHA-PC. Uber die Gesamtnahrungszufuhr (MM,
Zusatznahrung und Studiensupplementierung) erhielten die Kinder im Median
62mg/kg/d. Dies zeigt, dass der tatsachliche Bedarf an Cholin fir FG im oberen
Bereich der ESPGHAN Empfehlung von 55mg/kg/d, oder sogar dartber, liegt. Es
zeigt aulBerdem, dass die Untergrenze von 8mg/kg/d nicht ausreichend ist, um
FG hinreichend mit Cholin zu versorgen. Der Betaingehalt in der MM ist mit 0,2
(0,1-0,3) mg/150ml niedrig. Der Anstieg von Betain im Plasma des FG erfolgt

daher mdglicherweise durch endogene Synthese aus Cholin.

Durch die DHA-Zufuhr mit 60mg/kg/d wurden keine fetalen DHA-PC
Plasmawerte erreicht, obwohl wir hiermit deutlich Gber der empfohlenen Zufuhr
von 43mg/kg/d liegen. Wahrscheinlich liegt dies daran, dass die LA-Zufuhr tber
MM und Formulanahrung zu hoch ist und sie in metabolischer Konkurenz zu ARA
und DHA steht.
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Da die ARA:DHA-Ratio durch die alleinige Gabe von DHA unphysiologische
Werte erreicht und das FG durch die MM nicht ausreichend mit ARA versorgt
wird, ist eine simultane ARA Supplementation im Verhaltnis >1:1 anzustreben.

Die adaquate Fortifikation der MM mit Cholin, ARA und DHA ist Gegenstand
aktueller Forschung. Dies beinhaltet zum einen die zuzufihrenden Mengen und
zum anderen die Zusammensetzung der Cholinkomponenten als Salz oder
organische Ester sowie die Zufuhr von ARA bzw. DHA als Neutrallipide oder
gebunden an PC. Eine Erniedrigung des Linolsduregehaltes in der Ernahrung FG
ist aufgrund seiner Kompetition mit dem ARA- und DHA-Metabolismus

erstrebenswert.
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5 ZUAMMENFASSUNG

Mit dieser Doktorarbeit habe ich die Zufuhr von Cholin, ARA und DHA uber die
MM und die Korrelation dieser Werte mit deren Konzentration im Plasma
Frihgeborener untersucht. Ziel war, herauszufinden welchen Stellenwert
Muttermilch als Lieferant dieser, fir Frihgeborene essenziellen, Nahrstoffe hat
und das Verstandnis Uber die Variationen im Gehalt dieser Nahrstoffe, ihrer
Metabolite sowie die Interaktion mit anderen Fettsduren zu erweitern. Ausgehend
fur diese Untersuchungen ist die Hypothese, dass sich die Entwicklung von FG
durch eine hohere Zufuhr der kritischen essenziellen N&hrstoffe Cholin und der

mehrfach ungesattigten Fettsduren ARA und DHA verbessert.

In diese Studie wurden 24 FG mit einem Gestationsalter unter 32W
eingeschlossen. Die Behandlungen bestanden aus 4 Behandlungsarmen. Eine
Gruppe erhielt 30mg/kg/d Cholin, eine 60mg/kg/d DHA eine weitere Cholin +
DHA fir jeweils 10 Tage vs. standardernahrte Kontrollgruppe. AuRerdem wurden
taglich MM-Proben entnommen und an drei Tagen Plasmaproben der FG. Die
Ernahrung der FG mit MM, Formula, weiteren Nahrungserganzungen und dem
Studiensupplement sowie das Tagesgewicht und postnatale Alter wurden
ermittelt. Somit konnte, neben der Zufuhr Gber die MM, auch die Zufuhr tGber die
gesamte Nahrung berechnet werden. Cholin, seine Derivate und die
Phospholipide in der MM wurden mittels Flissigkeitschromatgraphie und
tandem-massenspektrometrischer  Analyse untersucht, die Neutrallipid-

Fettsauren mittels Gaschromatographie der Fettsduremethylester.

Insgesamt wurden 432 MM-Proben und 72 Plasmaproben analysiert. Die
Zusammensetzung der Cholinkomponenten in der MM zeigte, dass
Phosphocholin  und Glycerophosphocholin die am starksten vertretenen
Komponenten sind. Olsdure, Palmitinsdure und Linolsdure sind die
mengenmalig vorherrschenden Fettsduren der Muttermilchlipide. 150ml
Muttermilch enthalten 20,8 (16,9-24,7) mg Gesamtcholin, 22,7 (17,1-27,6) mg
ARA und 16,3 (10,7-21,5) mg DHA. Die Muttermilchproben unterlagen in lhrer
Zusammensetzung hohen intra- und interindividuellen Schwankungen. Die

Korrelation des Gesamtcholins mit dem postnatalen Alter belegt eine sinkende
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Gesamtcholinkonzentration der MM (p<0,01). Cholin- und Betainkonzentrationen
im Plasma der FG korrelieren (1) mit der Konzentration des Gesamtcholins in der
gefutterten MM (p<0,000 und p<0,012) sowie (2) mit der tber die Gesamtnahrung
aufgenommenen Menge an Gesamtcholin (p<0,000). Im Plasma der Kinder, die
kein DHA bekamen, korrelierte der DHA Anteil (-PC oder -NL) mit dem Anteil von
DHA in der MM (p<0,000). Gleiches gilt fir die Korrelation von ARA im Plasma
mit ARA in der MM (p<0,046 fur ARA-PC und p<0,039 fur ARA-NL). DHA (-PC
oder -NL) im Plasma der Kinder aller Gruppen korreliert mit der DHA-Zufuhr Gber
die Gesamtnahrung (p<0,000). Der Anteil an ARA-PC im Plasma der Kinder ohne
DHA-Supplementierung korreliert mit der ARA-Zufuhr Uber die Gesamtnahrung
(p<0,016).

Die Werte der einzelnen Cholinkomponenten und Fettsaureprofile sind im
Einklang mit anderen Studien. Unterschiede zu den Medianen analoger Studien
sowie inter- und intraindividuelle Konzentrationsschwankungen erklaren sich
durch Unterschiede im untersuchten postnatalen Alter der Kinder,
Laktationsstadium, durch genetische und alimentare Unterschiede von
Populationen sowie vorangegangenen Schwangerschaften. Postnatal sinkt
generell die Cholinkonzentration der MM linear ab.

Vor der 24.-32. SSW findet der physiologische Wachstumsschub des Feten statt,
sodass der steigende Cholinbedarf Frihgeborener durch den sinkenden
Cholingehalt in der MM noch weniger gedeckt wird, als es generell gilt, wenn MM
gefittert wird, die fur Reifgeborene mit 3-4fach niedrigerer Wachstumsrate
konzipiert ist. Durch Supplementation erhielten die FG 61,6 (60,5-66,5) mg/kg/d
Gesamtcholin Gber die komplette Nahrung. Hiermit wurden Durchschnittswerte
erreicht, die nahe an den fetalen Werten liegen. Durch die Supplementierung von
DHA lasst sich deren Konzentration in den Plasma-Lipiden bei FG steigern.
Gleichzeitige Supplementation von Cholin steigert diesen Effekt. Dies
untermauert die Bedeutung von Cholin fir den Metabolismus von DHA, die
vorwiegend via PC transportiert wird. Durch Supplementierung mit 60mg/kg/d ist
DHA-PC im Plasma dennoch nur gering gestiegen. Ursache scheint zu sein, dass

insbesondere Linolsdure mit dem Stoffwechsel von DHA (und ARA) konkurriert.
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Der Anteil an Linolsdure ist in der postnatalen Ernahrung Frihgeborener
unphysiologisch hoch. Eine ausschliel3liche DHA Supplementation fihrt
langfristig zur Verdrangung von ARA. Studien und aktuelle Leitlinien weisen
darauf hin, dass ein ARA:DHA Verhaltnis in der Supplementierung von >1:1

angestrebt werden sollte.

Bislang nicht geklart sind die Fragen nach der optimalen Zusammensetzung
sowie der adaquaten Tagesdosis der zuzufihrenden Cholinkomponenten und
Fettsauren bei Frihgeborenen. Zudem ist es notwendig herauszufinden, ob eine
ausreichende, d.h. hohere Zufuhr allein zu einem verbesserten

Parenchymwachstum sowie kognitiven und allgemeinen Outcome fuhrt.

Schlussfolgernd gilt, dass unsupplementierte Muttermilch nicht zur adaquaten
Versorgung von Friihgeborenen mit Cholin, ARA und DHA hinreichend ist. Eine
Cholinsupplementierung von 30mg/kg/d zusatzlich erhdéht die Cholin-
Plasmakonzentration auf annahernd fetale Werte. Durch die DHA-Zufuhr mit
60mg/kg/d werden keine fetalen DHA-PC Plasmawerte erreicht. Eine
physiologischere Fettsaurebilanz bei der Ernahrung von FG sollte angestrebt

werden.
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6 ANHANG

Nummer Spezialnahrung fur Frihgeborene unter 1800g Geburtsgewicht
1 BEBA Fruhgeborenennahrung Stufe 1-2011-2012 Fertig zur Nutzung
2 BEBA Frihgeborenennahrung Stufe 1-2020 Fertig zur Nutzung
3 BEBA Friihgeborenennahrung Stufe 1 Pro HA-2015 Fertig zur Nutzung
4 Aptamil Prematil-2020 Fertig zur Nutzung
5 Aptamil Prematil HA-2020 Fertig zur Nutzung
6 Aptamil Prematil HA-2015 Fertig zur Nutzung
7 Humana 0-VLB-2015 Fertig zur Nutzung
8 Humana 0 medical-2015 Fertig zur Nutzung
9 Humana 0-VLB-2020 Fertig zur Nutzung
Spezialnahrung fir Frihgeborene Uber 1800g Geburtsgewicht
10 BEBA Fruhgeborenennahrung Stufe 2-2011-2012 Fertig zur Nutzung
11 BEBA Friihgeborenennahrung Stufe 2 Pro HA-2015 Fertig zur Nutzung
12 Aptamil PDF-2016 Fertig zur Nutzung
13 Aptamil PDF-2020 Fertig zur Nutzung
14 Humana 0-2020 Fertig zur Nutzung
15 Humana 0-HA-2020 Fertig zur Nutzung
Spezialnahrung fir Reifgeborene Uber 2500g Geburtsgewicht
16 BEBA HA Start PRE-2011 Fertig zur Nutzung
17 BEBA HA PRE PRO HA-2015 Fertig zur Nutzung
18 BEBA SUPREME PRE-2020 Fertig zur Nutzung
19 Aptamil PRE-2011 Fertig zur Nutzung
20 Aptamil PRE-2015 Fertig zur Nutzung
21 Aptamil PRE-2020 Fertig zur Nutzung
22 Aptamil GOS/FOS HA PRE-2015 Fertig zur Nutzung
23 Humana Anfangsmilch PRE-2019 Fertig zur Nutzung
Muttermilch-Fortifier fir Frihgeborene
24 BEBA FM 85-2016 5,0% verdinnt mit Wasser
25 Nestlé Study B.M.S. 5,0% verdinnt mit Wasser
26 BEBA FM-2019 4,0% verdiinnt mit Wasser
27 Aptamil FMS-2016 4,4% verdinnt mit Wasser

Anhang 1: Spezialnahrung und Muttermilch-Fortifier fur Frih- und Reifgeborene. Am Ende des
Produktnamen ist das Jahr des Mindesthaltbarkeitsdatums verfasst,
Darreichungsform. (Shunova et al. 2020)
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BATID Gcisoa}mt Cholin Pzzzﬁ’izo' .ﬁ'ggﬁfﬁa PC Lyso-PC SPH DHA ARA ;g“uorg Olsaure | Gesattigte
(mglkg/d) (mg/kg/d) (markg/d) (r(;]g/?(g/r:j) (mg/kg/d) (mg/kg/d) (mg/kg/d) (mg/kg/d) (mg/kg/d) (mglkg/d) (mg/kg/d) FS (mg/kg/d)

1 14,76 2,53 7,55 12,31 10,30 0,21 12,19 15,77 26,28 536,23 1.630,12 1.597,37
2 16,56 1,68 12,60 12,11 12,96 0,19 9,35 22,49 19,76 416,97 1.217,19 1.235,23
3 17,05 0,95 14,61 14,37 12,60 0,15 9,18 9,21 20,77 383,84 1.240,65 1.428,18
4 19,77 3,64 10,33 15,16 15,17 0,26 13,27 16,79 26,56 488,76 1.705,25 1.782,97
5 18,36 2,16 10,07 18,80 11,86 0,25 10,70 7,45 24,03 323,14 1.098,15 1.279,54
6 19,66 1,17 14,69 17,81 10,96 0,16 11,36 21,10 26,44 404,66 1.179,00 1.320,21
7 19,07 0,58 15,53 16,81 11,07 0,19 10,87 19,75 27,60 820,57 1.571,53 1.755,70
8 20,31 3,55 8,70 22,89 7,46 0,19 10,54 8,94 13,97 314,87 1.201,79 1.207,28
9 24,61 1,90 16,99 25,25 10,76 0,16 10,19 18,05 22,95 465,56 1.309,72 1.465,16
10 25,28 1,95 18,03 26,16 12,07 0,18 11,39 22,09 25,85 497,9 1.393,12 1.610,47
11 17,48 2,31 10,72 12,14 12,53 0,17 13,19 15,61 27,52 338,24 1.351,37 1.681,67
12 13,59 2,12 4,80 13,19 12,02 0,17 10,63 5,96 13,18 273,62 881,26 957,06
13 26,38 2,43 15,81 28,15 14,76 0,21 11,58 20,95 24,82 373,32 1.284,60 1.551,96
14 24,49 1,89 15,67 23,83 11,10 0,25 12,84 18,56 27,64 435,52 1.269,82 1.537,45
15 17,37 1,96 12,24 13,23 7,80 0,16 9,15 15,69 13,95 262,08 614,84 748,63
17 22,20 2,50 19,71 11,88 11,29 0,27 13,61 15,84 23,86 512,84 1.057,04 1.003,06
18 16,77 2,78 13,24 9,05 10,17 0,20 8,42 12,42 19,23 316,67 1.099,23 1.515,57
19 11,27 2,71 9,11 2,75 6,72 0,15 6,77 6,15 13,47 177,54 554,53 602,26
20 8,48 2,22 6,53 2,10 5,00 0,12 5,16 5,15 10,98 127,4 397,91 432,16
21 1,10 0,60 0,47 0,29 1,06 0,02 1,00 1,35 1,32 22,2 62,1 88,9
22 28,73 3,02 17,16 31,02 12,64 0,27 12,27 7,20 14,51 253,56 1.053,40 1.585,16
23 28,03 2,97 16,87 30,10 12,62 0,27 12,79 7,39 14,29 245,54 1.020,09 1.535,03
24 24,62 1,32 20,42 21,03 14,33 0,38 13,05 23,36 28,63 568,4 1.548,16 1.745,87

Median 22,20 2,43 15,67 13,23 11,10 0,21 11,58 12,42 14,51 373,32 1201,79 1465,16

1. Quartil 16,66 1,79 9,59 12,13 10,23 0,16 9,27 7,42 14,13 267,85 1036,75 1105,17

3. Quartil 24,55 2,62 16,34 23,36 12,61 0,25 12,53 19,16 26,36 477,16 1330,55 1591,27

Anhang 2: Medianer Aufnahmewert relevanter Nahrstoffe Gber die MM. Angegeben ist der Mediane Aufnahmewert einzelner Stoffe der jeweiligen Patienten und
Patientinnen in mg/kg/d. Abkurzungen: Pat ID = Patienten und Patientinnen Identifikation; PC = Phosphatidylcholin; SPH = Sphingomyelin; DHA = Docosahexaensaure;

ARA = Arachidonsaure; FS = Fettsaure
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Anhang 3 A-C: Inter- und intraindividuelle Ranges der Myristinséaure (A), Linolsdure (B) und Olséure
(C) in Mol% in der MM. Dargestellt als Boxplots. Aufgeteilt in die einzelnen Versuchsgruppen. Pat. 19+20
sowie 22+23 sind Zwillinge und haben daher die gleiche Muttermilch erhalten. Diese wurde hier, zur
besseren Ubersichtlichkeit der einzelnen Gruppen einzeln dargestellt. Abkiirzungen und Symbole: PAT ID
= Patienten und Patientinnen Identifikation; O = Ausrei3er; * = Extremwert.
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Anhang 4: Streudiagramm zur Korrelation zwischen Cholin und seinem Prékursor Betain im
kindlichen Plasma. Dargestellt sind Einzelwerte (n = 72). Die Merkmale sind normalverteilt.
Signifikanzniveau: p < 0,01. p: Korrelationskoeffizient nach Pearson.
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