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1 EINLEITUNG

1.1 FRUHGEBURTLICHKEIT - DEFINITION UND INZIDENZ

Die Definition der Friithgeburt besagt, dass Neugeborene als Friihgeborene gelten, wenn
die Schwangerschaftsdauer weniger als 37+0 Schwangerschaftswochen, also weniger

als 259 Tage post menstruationem betriagt (WHO, 2013) (siche Tab. 1).

Tabelle 1: Einteilung Frithgeborener nach Geburtsalter in Schwangerschaftswochen

(WHO, 2013)

Geburtsalter in Bezeichnung

Schwangerschaftswochen

<28 Extrem Frithgeborene
28 - 32 Sehr Frithgeborene
32-37 Spétfriihgeborene

Neben der Einteilung nach Schwangerschaftsdauer gibt es auch eine gewichtsbezogene

Einteilung (siehe Tab. 2):

Tabelle 2: Einteilung Frithgeborener nach Gewicht (WHO, 2013)

Geburtsgewicht in Gramm Bezeichnung
<2500 Niedriges Geburtsgewicht
(Low Birth Weight (LBW))
<1500 Sehr niedriges Geburtsgewicht
(Very Low Weight (VLBW))
<1000 Extrem niedriges Geburtsgewicht

(Extremely Low Birth Weight (ELBW))

Im Jahr 2010 kamen etwa 15 Millionen Kinder zu friih auf die Welt (Blencowe et al.,
2012). Im Jahr 2020 gab es in Deutschland 58 473 Friihgeburten, das machte 7,73 %



aller Geburten in Deutschland aus (IQTIG, 2020). Dabei hatten 1,22 % ein sehr
niedriges Geburtsgewicht und 1,24 waren sehr Friihgeborene (IQTIG, 2020)

Im Vergleich dazu liegt die globale Inzidenz des Jahres 2014 bei 10,6 %, die
Nordafrikas bei 13,4 % und die Nordamerikas bei 11,2 % (Chawanpaiboon et al., 2019).

1.2 FOLGEN DER FRUHGEBURTLICHKEIT

1.2.1 MORTALITAT UND MORBIDITAT

Im Jahr 2013 waren in den Vereinigten Staaten von Amerika 36 % der Todesfdlle im
Kindesalter auf eine Frithgeburt zuriickzufiihren (Matthews et al., 2015). 95 % der
Todesfille Frithgeborener traten bei Sduglingen auf, die vor der 32. SSW geboren
wurden und weniger als 1500 g wogen, und zwei Drittel dieser Todesfille ereigneten
sich in den ersten 24 Lebensstunden (Callaghan et al., 2006).

Obwohl sich die Qualitit der Versorgung Frithgeborener stetig verbessert, sind die
Komplikationen, mit denen eine Frithgeburt assoziiert ist, schwerwiegend. Zu diesen
Komplikationen gehdren neonatales Atemnotsyndrom, Infektionen mit weit
verbreiteten Krankheitserregern (Staphylococcus, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Candida albicans) und Gruppe-B-Streptokokken, nekrotisierende Enterokolitis
(NEC), bronchopulmonale Dysplasie (BPD), offener Ducuts arteriosus Botalli,
periventrikuldre Leukomalazie, intraventrikuldre Blutung, kognitive und motorische
Beeintrachtigungen und Frithgeborenenretinopathie (ROP) (Patel, 2016).

Da sich die Erndhrung Friihgeborener auf die Fettsdurezusammensetzung von
Membranlipiden und damit auf die Entwicklung des zentralen Nervensystems, sowie
auf das Erkrankungsrisiko einer BPD oder ROP auswirkt, wird im Folgenden auf die

neurologischen Folgen nach einer Frithgeburt, sowie auf BPD und ROP eingegangen.



1.2.2 NEUROLOGISCHE FOLGEN

Das Spektrum neurologischer Entwicklungsstérungen Friihgeborener beinhaltet
Cerebralparese als Folge von insbesondere hypoxischer Schiadigung sowie mentale
Retardierung im Rahmen eines langfristigen Entwicklungsdefizit. Sensorische
Einschrankungen betreffen den Hor- und den Sehsinn. Weniger korperlich, aber dafiir
kognitiv einschrankende Storungen im Rahmen der defizitidren Gehirnentwicklung sind
Sprachstérungen, Lernbehinderungen, Aufmerksamkeits-Defizit-Hyperaktivitéts-
Storungen, Einschrankungen der Neuromotorik und Koordination sowie Stérungen des
sozial-emotionalen Verhaltens. Kognitive Beeintridchtigungen und motorische
Entwicklungsstorungen konnen durch standardisierte Untersuchungen objektiviert
werden. (Behrman, 2007) Die Beurteilung orientiert sich am ,,cognitive und ,,Janguage
composite score” der Bayley Scale of Infant Development (BSID) 3. Edition oder

,motor composite score®, sowie Intelligenztests.

Die Diagnose einer Zerebralparese wird hdufig erst im zweiten Lebensjahr gestellt. Je
jinger und je leichter Frithgeborene bei ihrer Geburt waren, desto hédufiger treten
Zerebralparesen auf (Lefebvre et al., 1996). Etwa 17 - 48 % der sehr unreifen
Friihgeborenen prisentieren sich wihrend der Kindheit mit neuromotorischen
Auffilligkeiten (Allen and Capute, 1989, Pallas Alonso et al., 2000, Vohr et al., 2005).
Obgleich sich die neuromotorischen Symptome oft nicht schwer auswirken und nicht
zu einem vollstindigen Funktionsverlust fiihren, sind sie mit einem voriibergehend
erhohtem Risiko fiir Verhaltensauffélligkeiten und Schwierigkeiten in der Schule

assoziiert (Sommerfelt et al., 1996, Vohr et al., 2005).

Friihgeborene haben, selbst bei normalem Intelligenzquotienten (IQ) (85-115) im
Vergleich zu Reifgeborenen eingeschrankte Fahigkeiten im Bereich Feinmotorik und
im visuomotorischen Verhalten, in der visuellen Wahrnehmung und in der raumlichen
Wahrnehmung (Goyen et al., 1998, Huddy et al., 2001). Defekte der Grob- und
Feinmotorik, Sensomotorik und visuellen Wahrnehmung wiegen im normalen Leben
weniger schwer als Einschrankungen in Mobilitit und Anpassungsfahigkeit, mit denen
cerebralparetische Kinder umgehen miissen. Trotzdem konnen diese geringen

chronischen Beeintridchtigungen liber einen ldngeren Zeitraum das Selbstwertgefiihl der



betroffenen Kinder und damit deren Beziehung zu Gleichaltrigen beeintrachtigen, und
damit einen Kreislauf aus Frustration und Resignation hervorrufen, welcher die

schulischen und sozialen Fortschritte behindert. (Behrman, 2007)

Je unreifer das Kind geboren wurde und je geringer das Geburtsgewicht war, desto
deutlicher zeigen sich kognitive Defizite (Bhutta et al., 2002, Doyle and Anderson,
2005, Halsey et al., 1996, McCarton et al., 1997, McCormick et al., 1992, Saigal et al.,
2000, Lefebvre et al., 2005). Eingeschriankte kognitive Prozesse tragen zu einem
erhohten Risiko fiir Probleme im schulischen Bereich bei (Aylward, 2002, Grunau et
al., 2002). In einer retrospektiven Studie mit 145 Kindern, die vor der 28. SSW PMA
und/oder mit weniger als 1000 g Geburtsgewicht geboren wurden, schnitt die Gruppe
der Frithgeborenen in allen Test signifikant schlechter ab als die Kontrollgruppe (Taylor
et al., 2018). Die Kontrollgruppe bestand aus 111 gleichaltrigen Kindern, die nach der
36. SSW und/oder mit mehr als 2500 g geboren wurden. Die angewendeten Tests
beinhalteten Rechnen, Buchstabieren und Inhalte des Woodcock-Johnson-Leistungs-
Test (Taylor et al., 2018). Eine andere nationale Studie mit 241 Kindern, welche in oder
vor der 25. SSW geboren wurde zeigte, dass verglichen zu gleichaltrigen Reifgeborenen
Sprachprobleme (Odds Ratio = 10; 95 %-Konfidenzintervall = 3 - 32), Sprechprobleme
(Odds Ratio = 4,4; 95 %-Konfidenzintervall = 3 - 7) und schulische Schwierigkeiten
(Odds Ratio = 25; 95 %-Konfidenzintervall = 12 - 54) auftraten (Wolke et al., 2008).
Unter 8- bis 10-jdhrigen ehemalig Frithgeborenen, die bei Geburt weniger als 800 oder
1000 g wogen, mussten 18 - 24 % eine Klasse wiederholen, bei den Reifgeborenen
waren es 13 - 16 %. 27 - 47 % der Friihgeborenen bendtigten besondere schulische
Hilfe, wohingegen es bei den Reifgeborenen 13 - 18 % waren. In Sonderschulen wurden
14 - 20 % der Frithgeborenen unterrichtet und nur 2 - 5 % der Reifgeborenen gingen

auf eine Sonderschule. (Buck et al., 2000, Gross et al., 2001, Whitfield et al., 1997)



1.2.3 FRUHGEBORENENRETINOPATHIE

In dem Zusammenhang mit der beeintrachtigten neurokognitiven Entwicklung
ehemaliger Frithgeborener ist auch die Retinopathie Frithgeborener (Retinopathy of
Prematurity (ROP)) zu nennen, da die Retina zum zentralen Nervensystem gehort. Das
Risiko fiir eine ROP steigt mit sinkender Schwangerschaftsdauer und sinkendem
Geburtsgewicht. ROP ist eine GefdBBerkrankung der Netzhaut, die nur bei
Frithgeborenen aufritt und multifaktoriell bedingt ist (Madan et al., 2005). Ist die
Entwicklung physiologisch so beginnt die Vaskularisierung der Retina in der 14. SSW
und ist erst zum Zeitpunkt der Geburt in der 40. SSW vollstindig abgeschlossen. Bei
Friihgeboren wird die Vaskularisation der Retina gestoppt, da durch die
Kreislaufumstellung nach der Geburt der arterielle Sauerstoffpartialdruck steigt (Dogra
etal., 2017).

In den Wochen nach der Geburt wird die Netzhaut im Rahmen ihrer neuronalen
Ausdifferenzierung dicker. Sauerstoffumsatz und Diffusionsstrecke nehmen zu, und es
entsteht eine Hypoxie der dem Augeninnern zugewandten Netzhautschichten. Als
Folge wird die Angiogenese angeregt, dies jedoch in iiberschieBend, pathologischer
Form. Die Gefédl3e sind dilatiert und gewunden, der Blutfluss ist erhoht (Staubach and
Lagreze, 2002, Gaynon and Stevenson, 2000). In ihrer maximalen Auspragung fiihrt
ROP zur Netzhautablosung und damit zur Erblindung (Staubach and Lagreze, 2002).
Im Jahr 2010 verursachten die ROP-Erkrankungen in zehn Landern (Brasilien, China,
Indien, Indonesien, Iran, Mexiko, Russland, Thailand, Tiirkei, USA) zwei Drittel aller

Visusminderungen (Lee et al., 2013).



1.2.4 BRONCHOPULMONALE DYSPLASIE

Die Bronchopulmonale Dysplasie (BPD) ist eine schwerwiegende Komplikation
Frithgeborener. Sie ist gekennzeichnet durch einen entziindlichen Prozess, der zu einer
abnormalen Lungenentwicklung, einer verringerten vaskuldren und alveoldren fiihrt
(Hayes et al., 2010). Frithgeborene mit BPD miissen im Alter von 36 Wochen PMA noch
unterstiitzt beatmet werden (Jobe and Bancalari, 2001) BPD ist assoziiert mit
langfristigen pulmonalen und neurologischen Einschriankungen, sowie erhohtem
medizinischen und schulischem Unterstiitzungsbedarf (Doyle and Anderson, 2009,

Stroustrup and Trasande, 2010)



1.3 BIOCHEMISCHE GRUNDLAGEN DER LIPIDE

Lipide sind eine dufB3erst heterogene Gruppe von Verbindungen, weshalb es schwierig ist,
diese Molekiilgruppe eindeutig zu definieren und eine einheitliche Klassifikation zu
erstellen. Sie umfassen strukturelle membranbildende Lipide, Reservefette, Wachse,
Hormone und fettldsliche Vitamine sowie Lipidvorstufen und -derivate und
Verbindungen von Lipiden mit anderen Klassen von Makromolekiilen. (Galkina et al.,
2021). Das Gehirn enthilt eine faszinierende Mischung von Lipiden und steht, seit 1834
als Cholesterin als erste organische Verbindung aus einem Gehirn extrahiert wurde, im

Mittelpunkt des Interesses von Lipidchemikern. (Dawson, 2015)

1.3.1 EINTEILUNG VON LIPIDEN

Nach der Lipid-MAPS-Klassifikation werden Lipide nach dem Konzept unterteilt, dass
sie aus zwei grundlegenden Bausteinen bestehen: den Ketoacyl-Gruppen und den

Isopren-Gruppen (siche Abb. 1).
O

O

X

Acetyl Propionyl Isopren

Abbildung 1: Ketoacyl-Bausteine: Acetyl und Propionyl; Isopren-Baustein: Isopren

Demzufolge sind Lipide definiert als hydrophobe oder amphiphile Molekiile, die durch
die anionenbasierte Kohlenwasserstoff-Kondensation von Ketoacyl-Thioestern und/oder
die kationenbasierten Kohlenwasserstoff-Kondensation von Isopren-Einheiten entstehen.
Basierend auf dieser Klassifikation, lassen sich Lipide in acht Kategorien einteilen:
Fettsduren, Glycerolipide, Glycerophospholipide, Sphingolipide, Saccharolipide und
Polyketide, welche aus der Kondensation von Ketoacyl hervorgehen; und Sterole und
Prenole, welche durch die Kondensation von Isopren entstehen. (Fahy et al., 2011)

Beispiele der acht Kategorien sind in Tab. 3 aufgefiihrt.



Tabelle 3: Einteilung der Lipide in acht Kategorien (Fahy et al., 2011)

Das ,,R“ steht fiir Rest und stellt eine Kohlenwasserstoffkette beliebiger Lange dar. Das
»X ¢ steht fiir eine organische Verbindung, welche das Glycerophospholipid, bzw. das
Sphingolipid bestimmt.

Fettsidure
0
H OH
Glycerolipide
J:L i
R D%U R
R \H/D H
0O
Glycerophospholipide 0
A 'ﬁ'
R 0/\J<\D—?—D—x
oF
O




Sphingolipide

o]

Saccharolipide
0O

R )I\D ——Glycan

Polyketide
o] o

CH,
Sterole

OH




Prenole

OH

1.3.2 LIPIDDOPPELSCHICHT

Die Zellen des Korpers sind von einer Zellmembran umgeben, die aus einer
Lipiddoppelschicht besteht. Diese setzt sich zusammen aus amphiphilen Lipiden mit
einer polaren, hydrophilen Kopfgruppe und einer apolaren, lipophilen Schwanzgruppe,
bestehend aus Kohlenwasserstoffketten. Durch diese Anordnung der hydrophoben
Kohlenwasserstoffschwénze zueinander entsteht ein externes (hydrophile Umgebung)

und ein internes Milieu (lipophiler Kern) (siehe Abb.: 2) (Hauser, 2012)

Hydrophile Umgebung Polare Kopfgruppe

. d YY Y v Y T Y Y YY YY1
Apolare
Lipophiler Kern ‘ Kohlenwasserstoff-
schwanz

Hydrophile Umgebung Polare Kopfgruppe

Abbildung 2: Lipiddoppelschicht (AMBOSS)

Durch die amphiphile Beschaffenheit der Membranlipide ist die Voraussetzung fiir eine
spontane Neuformation der Membranen gegeben, denn die hydrophoben Gruppen neigen
bei Kontakt mit hydrophiler Fliissigkeit dazu, sich nebeneinander anzuordnen. (Casares

etal., 2019)
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1.3.2.1 KOMPLEXE LIPIDE DER LIPIDDOPPELSCHICHT

Die Lipiddoppelschicht wird von komplexen Lipiden gebildet. Die Zusammensetzung
komplexer Lipide ist in Tab. 4 aufgefiihrt. Eukaryotische Zellmembranlipide enthalten
Phosphoglyceride, Sphingolipide und Cholesterin. Hierbei iiberwiegt in der duBeren
Lipidschicht der Zellmembran der Anteil an Sphingomyelin und Phosphatidylcholin und
in der inneren Lipidschicht der Anteil an Phosphatidylserin, Phosphatidylethanolamin
und Phosphatidylinositol. (Simons and Sampaio, 2011)

Tabelle 4: Klassifizierung von zusammengesetzten Lipiden (Loffler, 2007)

Lipidklasse Alkohol Weitere Bestandteile

Triacylglyceride Glycerin (Glycerol) Fettsduren

Phosphoglyceride  Glycerin-3-Phosphat Cholin, FEthanolamin, Inositol,
Serin

Sphingolipide Sphingosin Phosphorylcholin,
Phosphorylethanolamin

Cerebroside Sphingosin Monosaccharid

Ganglioside Sphingosin Oligosaccharid

Cholesterinester Cholesterin (Cholesterol) -

1.3.2.2 FUNKTIONEN DER MEMBRANLIPIDE

Membranlipide erfiillen drei grundlegende Funktionen:

1. Energiespeicher. In Lipidtropfchen, die hauptsdchlich Triglyceride und
Sterolester beinhalten, werden Kalorien effizient gespeichert.

2. Kompartimentalisierung. Die meisten Zellorganellen des menschlichen
Koérpers sind von einer Lipiddoppelschicht umgeben. Aus der Zellmembran kénnen
Zellmembranknospen gebildet werden, die abgeschniirt und mit anderen Zellmembranen
fusionieren konnen. Das dient der Zellteilung, der Zellvermehrung und dem
intrazelluldiren Membrantransport.

3. Zellsignalisierung. In die Lipiddoppelschicht der Zellmembranen sind Proteine
eingelagert, die als Signal- oder Effektorkomplex agieren. Aullerdem konnen sie als First

(extrazelluldre Signalmolekiile) und Second Messenger (intrazelluldre Signalmolekiile)

11



wirken und iibernehmen somit wichtige Funktionen der Zellantwort. (Casares et al.,

2019)

1.3.2.3 TRIGLYCERIDE UND PHOSPHOGLYCERIDE ALS BESTANDTEIL DER
ZELLMEMBRANEN

Glycerolipide sind eine Gruppe von Ketoacyl-Lipiden, deren Grundgeriist der dreiwertige
Alkohol Glycerin ist. Mindestens eine seiner Hydroxylgruppen ist mit einem Ketoacyl-
Derivat verbunden, als Ester mit einer Fettsdure oder als Ether mit einem Fettalkohol. Ist
jede Hydroxylgruppe des Glycerins mit einer Fettsdure verestert, liegt ein Triglycerid vor
(siche Tab. 5). Bei Phosphoglyceriden hingegen sind nur zwei OH-Gruppen (Position snl
[stereospezifische Nummerierung 1] und sn2) mit je einer Fettsdure (R1 und R2)
verestert. Gelegentlich ist die Position snl auch mit einem Fettalkohol verethert. Position
sn3 ist mit einem Phosphatrest verestert. Dieses einfachste Phospholipid
(Phosphatidsdure) ist Ausgangspunkt fiir die Synthese aller Glycerolipide (auch der
Triglyceride) kann aber auch mit einem hydrophilen Rest, wie Aminoalkohol oder
anderen Komponenten mit einer OH-Gruppe verestert sein. Diese ,,Kopfgruppe* definiert

die Glycerophospholipidklasse (siehe Tab. 5)

Tabelle 5: Triacylglycerid und die Glycerophospholipidklassen
Phosphatidsdure ist mit einer OH-Gruppe verestert. Es ist der Ausgangspunkt aller
Glycerphospholipide abhingig davon, mit welcher Kopfgruppe es verestert ist.

Klasse Strukturformel
Triglyceride o. _R?
0/\[ b
O
R1/&O 0]
O)\ RS
Phosphatidsdure RYO\:
O O=——H (I?
1 s =
0 o \0O
HO
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Phosphatidylcholin R 9

N
oo-—?——H(.? CH;
1 = |
R% _PL NN
O CHs;

Phosphatidylethanolamin R 0

™
O O——H O H
R =P N
5 \O/‘\\O/\/ \\H
H
Phosphatidylserin R\n/o\:
O O=i=H O
R1 = 1 NH+
\<o \O/“\O/\/ 3
COO
Phosphatidylinositol R ONG
0 O—i=H O
R1 : i OH
~.-P~
5 0~ \ o/m/OH
o O
H OO
H H

Phosphoglyceride machen den groften Bestandteil unserer Membranen aus. Mit
40 - 50 % hat Phosphatidylcholin (Phosphorsdurediester der Phosphatidsdure mit dem
Aminoalkohol Cholin) den gréfften Anteil unter den Phosphoglyceriden der
Zellmembranen (van Meer et al., 2008). Wird Cholin durch Ethanolamin oder Serin
ersetzt, entsteht Phosphatidylethanolamin, bzw. Phosphatidylserin. Phosphatidylinositol
ist mit dem sechswertigen Alkohol Inositol verkniipft. (Gibellini and Smith, 2010)
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1.3.3 FETTSAUREZUSAMMENSETZUNG VON ZELLMEMBRANEN

Langkettige mehrfach ungesittigte Fettsduren (long-chain polyunsaturated fatty acids
= LC-PUFA), vor allem Arachidonsdure (ARA, C20:4n-6) und Docosahexaensiure
(DHA, C22:6n-3) liegen als Acylreste in den Phospholipiden der Membranen vor.
Dabei sind in Membranen Phosphatidylcholin (PC) und Phosphatidylethanolamin (PE)
quantitativ vorherrschend (Lauritzen et al.,, 2001). Das PC der Lipoproteine,
insbesondere Lipoproteine sehr geringer Dichte (very low density lipoproteins =
VLDL) der Leber sind im Plasma die vorherrschende Transportform von ARA und
DHA, um periphere Organe mit diesen Fettsduren zu versorgen (Bernhard et al., 2018).
ARA liegt in grofBen Mengen in den Glycerophospholipiden aller Gewebe vor. DHA
hat dagegen eine spezifischere Verteilung. Die Glycerophospholipide neuronaler
Gewebe wie graue Gehirnsubstanz und Retina haben neben ARA einen hohen DHA-
Anteil (Martinez et al., 1988, Martinez, 1992a). Die Verteilung auf spezifische Gewebe
ist ein Hinweis auf die funktionelle Bedeutung fiir diese Gewebe und deren Membranen
(Lauritzen et al., 2001). Neuronales Gewebe enthdlt die hochste LC-PUFA-
Konzentration in Saugetieren (Martinez, 1992b), wobei die Q-6-Fettsdure ARA
zusammen mit ihrem Elongationsprodukt Docosatetraensdure (DTA C22:4n-6) gefolgt
von der Q-3-Fettsdure DHA, den Grofiteil ausmachen. Hingegen sind insbesondere die
Q-6-Fettsaure Linolsdure (LA) und die Q2-3-Fettsduren -Linolensdure
(ALA, C18:3n-3) und Eicosapentaensdure (EPA, C20:5n-3)) nur in geringer

Konzentration vorhanden (Svennerholm, 1968, O'Brien and Sampson, 1965a).
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1.3.4 DAS FETALE WACHSTUM

Das fetale Wachstum unterschiedlicher Gewebe ist nicht linear, sondern differenziell.
Wir betrachten den Zeitraum, ab dem ein Frithgeborenes iiberlebensféhig ist, also ab
der 24. SSW PMA (postmenstruales Alter). Das Gesamtgewicht wéchst exponentiell
zwischen der 24. und 40 SSW PMA, die Wachstumsgeschwindigkeit ab der 24. SSW
ist ebenfalls exponentiell, verringert sich jedoch ab der 33. SSW (Ziegler et al., 1976b).
Das Wachstum des Gehirns ab der 24. bis zur 33. SSW ist ebenfalls exponentiell, sowie
auch das des Fettgewebes eines Fetus bis zur 40. SSW (Apte and lyengar, 1972, Stocker
et al., 2002). Der Zusammensetzung des Gehirns (wie auch unter 1.4.4.2/1.4.4.2
beschrieben) und des Fettgewebes als ARA/DHA-Speicher und Speicher fiir
fettlosliche Vitamine entsprechend, ergibt sich fiir diesen Zeitraum ein erhdhter ARA-

und DHA-Bedarf.

1.3.5 ARACHIDONSAURE UND DOCOSAHEXAENSAURE

ARA ist eine Fettsdure mit 20 Kohlenstoffeinheiten und vier isolierten (5,8,11,14), cis-
konfigurierten Doppelbindungen (C20:4-6). Sie z&hlt mit mehr als 12 C-Atomen zu den
langkettigen mehrfach ungesittigten Fettsduren (LC-PUFA) und aufgrund der Lage der
Doppelbindungen zu den O-6-Fettsduren, das bedeutet, dass sich die letzte
Doppelbindung zwischen Position sechs und sieben der terminalen Methylgruppe (C20)
befindet. Sie wird tiber die Erndhrung mit tierischer Nahrung (rotes und weif3es Fleisch,
Fisch, Leber, Niere, Gehirn und Eier) aufgenommen (Simopoulos, 2016) und kann, wie
in Abb. 4 gezeigt, aus Linolsdure (LN C18:2n-6) iiber y-Linolensidure (GLA C18:3n-6)
zu Dihomogammalinolensdure (DGLA C20:3n-6) und schlieBlich zu ARA (C20:4)
synthetisiert werden. (Das, 2006)
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Omega-6-Fettsiuren Omega-3-Fettsiuren

18:2 18:3
Linolsidure o—Linolensdure
+ A°-Desature +
18:3 18:4
* Elongase ¢
20:3 20:4
¢ AS-Desature ¢
20:4 20:5
Arachidonsiure Eicosopentaensiure
+ Elongase

22:5 —» 245

+ + A®-Desature
Oxidase
:6

22:6 € —
Docosahexaensdure

Abb. 4: Synthese von Arachidonsdure aus Linolsdure, und Synthese von

Docosahexaensédure aus «-Linolensdure. (Lauritzen et al., 2001)

ARA dient als Substrat fiir Cyclooxygenase (COX), Lipoxygenase (LOX) und
Cytochrom-P450-Enzyme zur Bildung von Eikosanoidmediatoren. Dazu gehoren
verschiedene Prostaglandine (PGs), Thromboxane (TXs) und Leukotriene (LTs), die
durch spezifische Rezeptoren wirken und als Mediatoren und Regulatoren von
Entziindungsprozessen fungieren. (Calder, 20006). Aufgrund ithrer
immunmodulatorischen Effekte sind aus ARA gebildete Metabolite an der
Entziindungskaskade kindlicher, entziindlicher Erkrankungen wie Asthma, Ekzem,

atopische Dermatitis und Nahrungsmittelallergien beteiligt (Calder, 2003).
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Im Allgemeinen wird ARA aufgrund ihrer entziindungsfordernden Derivate eher
kritisch betrachtet. Diese Derivate sollen an neurodegenerativen Erkrankungen, wie
Alzheimer, Parkinson, Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) und neuropsychiatrischen
Storungen beteiligt sein und stehen mit der Pathogenese von Apoplex, globaler
Ischdmie und subarachnoidaler Blutung in Verbindung (Kursun et al., 2022). Allerdings
weisen Studien darauf hin, dass eine erhohte Aufnahme von ARA dber
Nahrungsergidnzungsmittel keine nachteiligen Auswirkungen auf die Anzahl oder Art
der zirkulierenden Entziindungszellen oder pro-inflammatorischen Zytokine hat, die im
Plasma gemessen werden (Kelley et al., 1998, Thies et al., 2001, Kakutani et al., 2011).
Erst kiirzlich wurde eingestanden, dass die Rolle von Q-6- und Q-3-Fettsduren bei

Entziindungen komplex und nicht vollstindig verstanden ist (Innes and Calder, 2018).

DHA (C22:6) ist eine €2-3 langkettige, ungesittigte Fettsdure (n-3 longchain
polyunsaturated fatty acid = n-3 LC-PUFA), die aus kiirzerkettigen n-3 PUFAs
synthetisiert werden kann (siche Abb. 4) oder mit der Nahrung aufgenommen wird.
(Domenichiello et al., 2014). Sie ist vor allem in Produkten von Meerestieren enthalten
(Bezard et al., 1994). Studien haben gezeigt, dass der DHA-Abbau aus retinalen und
neuronalen Zellmembranen in einer verringerten Sehfahigkeit,
Verhaltensauffilligkeiten, Verdanderung im Stoffwechsel mehrerer Neurotransmitter
und in einer verringerten Aktivitit von Membranproteinen, Rezeptoren und
Ionenkandlen resultiert (Innis, 2003). DHA erhoht die Anzahl der dendritischen
Dornfortsdtze einer Nervenzelle (Sakamoto et al., 2007), und wahrscheinlich die
Anzahl der Synapsen, besonders der exzitatorischen glutamatergen Synapsen von

hippocampischen Neuronen (Wurtman, 2008).
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1.3.5.1 ARA UND DAS GEHIRN

ARA ist als Strukturbaustein von Gewebelipiden und fiir Zellteilung,
Signaliibertragung und Gehirnwachstum unersetzlich (Katsuki and Okuda, 1995). Die
Trockenmasse des Gehirns von Sdugetieren besteht zu 60 % aus Lipiden und benétigt
ARA und DHA fiir Wachstum und Funktion (Crawford and Broadhurst, 2012). ARA
ist zusammen mit DHA die am hiufigsten vorkommende Fettsidure des Gehirns, gefolgt
von Docosatetraensidure (DTA) als Elongationsprodukt von ARA (Bazan et al., 1986,
Crawford and Sinclair, 1971). ARA und DHA machen ungefahr 25 % aller Fettsduren
der grauen Hirnsubstanz und Retina aus und liegen als Phospholipide vor (Hadley et
al., 2016).

Die Gehirnentwicklung beginnt im Rahmen der Organogenese schon frith nach der
Konzeption, wenn sich Neuronen in ihre bestimmten Positionen im sich entwickelnden
Gehirn  bewegen, um Strukturen und funktionelle Netzwerke zu bilden
(Neurolokalisation). Neurogenese und Zellmigration folgen. Wiahrend des letzten
Trimesters wichst das fetale Gehirn am schnellsten und hat einen zunehmenden Bedarf

an den spezifischen Fettsduren ARA und DHA (Ogundipe et al., 2016).

ARA wird wie unter 1.4.4 beschrieben, entweder {iber die Nahrung aufgenommen oder
aus Linolsdure synthetisiert. Schon in den 1970ern konnte in Untersuchungen von
Gehirnen von Siugetieren nachgewiesen werden, dass die graue Hirnsubstanz 10-mal
so viel ARA wie Linolsdure (C18:2n-6 12 mg/g Fettsdure; C20:4n-6 120 mg/g
Fettsdure) enthdlt (Sinclair, 1975b). Andere Studien aus den 1970er Jahren an Ratten
belegten, dass, wenn LA und ARA verabreicht werden, ARA bevorzugt in die Lipide
der grauen Hirnsubstanz integriert wird (Sinclair, 1975a, Sinclair and Crawford, 1972)
Diese zundchst an Tieren erhobene Selektivitit fiir ARA wihrend der
Gehirnentwicklung  bestdtigte sich in  einer Studie iber freiwillige
Schwangerschaftsabbriiche, in der das menschliche prinatale Gehirn untersucht wurde.
Die Daten zeigten, dass der Anteil ARA-haltiger molekularer Spezies der
Phosphoglyceride im fetalen Plasma (15,6 % + 0,9) fast doppelt so hoch ist wie im
miitterlichen Plasma (8,2 % + 0,71). Im Gegensatz hierzu mehr als halbierte sich der
fetale LA-Anteil im Plasma von 23 % + 1,4 auf 8,9 % £ 0,6. Diese bevorzugte ARA-

Anreicherung nennt sich Biomagnifikation und findet ebenfalls im Gewebe des Gehirns
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statt. Der Anteil ARA-haltiger PC-Spezies im Gehirn betrug 16,6 % + 1,3 und von
Phosphatidylethanolamin 22,6 % * 1,3, wohingegen der Anteil LA-haltiger PC-Spezies
1,1 % betrug und PE-Spezies 0,47 % betrug. (Crawford et al., 2023)

ARA bt im Gehirn wesentliche Funktionen aus. Es wirkt bei der Vermittlung von
Aktionspotentialen zwischen Neuronen mit (Sanchez-Mejia et al., 2008), sowie bei der
Signaliibertragung (Vijayaraghavan et al., 1995) und der Langzeitpotenzierung
(Williams et al., 1989). AuBlerdem trigt ARA dazu bei, die synaptische Plastizitét des
Hippocampus aufrechtzuerhalten (Fukaya et al., 2007) und schiitzt das Gehirn und die

Neurone des Hippocampus vor oxidativem Stress (Wang et al., 2006).

1.3.5.2 DHA UND DAS GEHIRN

Das Gehirn ist das komplexeste Organ des Korpers. Zu den verschiedenen Zelltypen,
aus welchen es sich zusammensetzt, gehdren Neurone, Astrozyten, Gliazellen,
Ependymzellen,  Oligodendrozyten, = Mikrogliazellen, = Schwannzellen  und
Satelittenzellen (Sinclair, 2019). Schiatzungsweise enthélt das menschliche, ménnliche
Gehirn 81,1 = 8,1 Milliarden Neurone und 84,61 + 9,83 nichtneuronale Zellen
(Gliazellen) (Azevedo et al., 2009) und ein Vielfaches mehr an Synapsen (Nguyen,
2013), deren Funktion, basierend auf elektrischer und chemischer Signaliibertragung,
die Informationsweiterleitung von Zelle zu Zelle ist . Aufgrund dessen, dass das Gehirn
so zellreich ist, sind die Zellmembranen von besonderer Bedeutung (Sinclair, 1975b).
Nach dem Fettgewebe enthilt das Gehirn die zweithochste Lipidkonzentration des
Korpers. Das Nervengewebe der grauen Hirnsubstanz eines 10 Monate alten Sduglings
besteht zu 36,4 % aus Lipiden. Das der weilen Hirnsubstanz zu 49 % und das der
Mpyelinscheiden zu 78 % aus Lipiden. Die im Gehirn enthaltenen Lipide sind génzlich
in den Zellmembranen, in Myelinscheiden und in Zellorganellen, wie den
Mitochondrien lokalisiert. Die Membranen dieser Zellen setzen sich zusammen aus
polaren Lipiden: Phosphoglyceriden, Sphingolipiden, Gangliosiden und Cholesterol.
(O'Brien and Sampson, 1965b)

Das Besondere der Phosphoglyceride der grauen Hirnsubstanz und der Retina ist, dass

sie im Vergleich zu den Zellmembranen anderer Gewebe, reich an DHA und ARA sind.

19



Der hochste DHA-Anteil findet sich in den Membranlipiden der Diskmembranen der
AuBBenmembranen der Photorezeptorzellen der Retina (Fliesler and Anderson, 1983).
Der hohe DHA-Anteil der Phosphoglyceride von Photorezeptorzellen lédsst eine
ausgepragte  Fluiditdit der Zellmembranen zu, welche die effiziente
Konformationsdnderung des Rhodopsin und der damit assoziierten G-Proteine wahrend
der Phototransduktion bewirkt. Rhodopsin ist ein lichtempfindlicher Rezeptor, welcher
elektrische Signale iiber retinale Ganglienzellen an das Gehirn weiterleitet. Tiere, die
eine Q-3-Fettsduren-arme Erndhrung erhielten, zeigten Defizite des Sehvermdgens.
(Jastrzebska et al.,, 2011) Biophysikalische Studien deckten auf, dass die
Rhodopsinfunktion davon abhdngig ist, ob DHA in den Phosphoglyceriden der
retinalen Zellmembran enthalten ist (Mitchell et al., 2012).

Wie unter 1.4.4 beschrieben, wird DHA aus ALA synthetisierst. Die Leber ist der
Hauptort dieser Synthese. ALA ist in allen Zellen des Korpers vorhanden, jedoch ist es
zum groflen Teil in der B-Oxidation gebunden, sodass nur ein kleiner Teil als DHA-
Vorldufer und somit dem Gehirn zur Verfiigung steht. (Fu and Sinclair, 2000) Bisher
wurde angenommen, dass DHA vorrangig als freiliegende Fettsdure (FS) das Gehirn
erreicht (Lacombe et al., 2018). Allerdings weisen andere Studien darauf hin, dass an
PC gebundenes DHA der bevorzugte DHA-Transporter des Gehirns ist (Hachem et al.,
2016, Sugasini et al., 2017).

Dadurch, dass die AuBenmembranen der Photorezeptorzellen der Retina so reich an
DHA sind, liegt es nahe, dass sich ein DHA-Mangel auf die Funktion der Retina
auswirkt. Ergebnisse von Tierstudien zeigten {ibereinstimmend, dass eine Q-3-
Fettsduren-arme Erndhrung eine Verdnderung der Reaktion der Retina auf Licht,
bewirkt (Bourre et al., 1989, Neuringer et al., 1986, Weisinger et al., 1996, Bush et al.,
1994). Alle diese Studien zeigten, dass eine ALA-arme Erndhrung zu einer verringerten
DHA-Konzentration der Phosphoglyceride der Zellmembranen der Retina und des
okzipitalen Kortexes (visuelles Verarbeitungszentrum) fiihrten (Sinclair, 2019). Es
zeigte sich, dass die Versorgung mit DHA die friihe Entwicklung des Visus beeinflusst.
Die Européische Behorde fiir Lebensmittelsicherheit (European Food Safety Authority
(EFSA)) schlussfolgerte, dass zwischen der DHA-Versorgung und der visuellen
Funktion ein Kausalzusammenhang besteht (EFSA Panel on Dietetic Products and

Allergies, 2010).
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Lernen und Verhaltensweisen werden ebenfalls durch DHA-Mangel negativ
beeinflusst. Um die Auswirkung einer ALA-armen Ernéhrung zu untersuchen, wurden
in verschiedenen Studien Ratten in zwei Gruppen miteinander verglichen. Eine
Versuchsgruppe erhielt eben diese ALA-arme Erndhrung, wohingegen die Erndhrung
der Kontrollgruppe eine physiologische Nahrstoffzusammensetzung enthielt. Um
Erinnerungsvermdgen und Lernen zu testen, mussten die Ratten den Weg aus
unterschiedlichen Labyrinthen herausfinden. Die Versuchsgruppe brauchte signifikant
mehr Zeit und hatte eine schwéchere Geddchtnisleistung verglichen mit der
Kontrollgruppe. (Lim et al., 2005a, Bourre et al., 1989, Bondi et al., 2014, Francés et
al., 1995, DeMar et al., 2006, Bhatia et al., 2011, Lim et al., 2005b)

1.4 ERNAHRUNG FRUHGEBORENER UND NEUGEBORENER

1.4.1 PRANATALE ERNAHRUNG
1.4.1.1 DIE PLAZENTA UND NABELSCHNUR

Ab dem Ende des ersten Trimester bis zur Geburt ist die Versorgung mit Néhrstoffen
des Fetus allein von der Plazenta abhingig (Jauniaux et al., 2003). Die Plazenta ist eine
grole Struktur, die bei Reifgeborenen zum Zeitpunkt der Geburt etwa 0,5 kg wiegt
(Sanin et al.,, 2001). In der Plazenta befindet sich die Plazentaschranke, die den
miitterlichen vom fetalen Blutkreislauf trennt. Unterschiedliche Zellschichten
gewihrleisten den Transport von Néhrstoffen (Haggarty, 2010). Zwischen der 10. SSW
und dem errechneten Entbindungstermin (ET) verringert sich die Dicke der
Trophoblasten um 6 um, womit die materno-fetale Diffusionsstrecke von 40 um auf 5
pum abnimmt. Die gesamte Fliche, die dem Nahrstoffaustausch dient ist im Durchschnitt
etwa 26 m? groB3 (Barker et al., 2010). Die Blutversorgungsrate der Plazenta (umbilical
flow) dndert sich wihrend der Schwangerschaft deutlich — sie steht in einer etwa

linearen Beziehung zum fetalen Gewicht (Kaufmann, 1992)
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1.4.1.2 FETALE WACHSTUMSRATE UND ANLAGE VON FETTSAUREDEPOTS

Die Wachstumsrate eines Fetus steigt zwischen der 24. und 33. Woche PMA
exponentiell (Ziegler et al., 1976a). Fettgewebe und Kdrpergewicht wachsen bis zur
40. SSW PMA exponentiell weiter, wohingegen sich die Wachstumsgeschwindigkeit
von Gehirn, Lunge und Leber ab etwa der 33. SSW PMA verlangsamt (Bernhard et al.,
2019b, Stocker et al., 2002, Apte and Iyengar, 1972). Die Rate der fetalen
Fettspeicherung steigt exponentiell mit dem Schwangerschaftsalter und erreicht kurz
vor der Geburt mit 7g/d ihren Hohepunkt (Widdowson, 1968). Wéhrend der
Schwangerschaft wird iliber die Plazenta selektive ARA und DHA zum Fetus
transportiert. Transferraten der intrauterinen Akkretion von LC-PUFAs wéhrend des
letzten Trimesters werden auf 106 mg/kg/Tag Linolsdure, 4 mg/kg/d a-Linolensdure,
212 mg/kg/d Arachidonsdure und 43 mg/kg/d Docosahexaensiure geschitzt
(Lapillonne and Jensen, 2009b). Das fiihrt dazu, dass die ARA-haltigen PC-Anteile im
fetalen Plasma wéhrend der Schwangerschaft konstant etwa doppelt so hoch sind, wie
die des miitterlichen Plasmas. Die DHA-haltigen PC-Anteile im fetalen Plasma
ibersteigen erst ab der 34. SSW PMA die der miitterlichen Werte (Bernhard et al.,
2014).

Clandidin et al. (Clandinin et al., 1980) verglichen das Gehirngewicht, den Fettgehalt
und die Fettsdurezusammensetzung totgeborener Kinder unterschiedlichen Alters
miteinander und kamen zu dem Ergebnis, dass die Anreicherung der Q-3-Fettsduren
des menschlichen Gehirns wihrend des letzten Trimester ca. 15-22 mg/Woche und die
ARA-Anreicherung 19-26 mg/Woche betrdgt. Trotz der enormen neuronalen
Bedeutung von ARA als Q-6-Fettsdure und DHA als Q2-3-Fettsdure ist der Anteil der
Q-6-Fettsduren, bzw. der QQ-3-Fettsduren im fetalen Fettgewebe 62, bzw. 16 mal hoher
als im fetalen Gewebe des Gehirns (Clandinin et al., 1981a). Diese ARA- und DHA-
Depots des Fettgewebes werden in den ersten zwei Lebensmonaten eines
Reifgeborenen fast aufgebraucht (Farquharson et al., 1993). Aktuellere Daten der
Tiibinger Forschungsgruppe belegten diesen Umstand. Diese fand heraus, dass die LC-
PUFA-PC- und PE-Anteile des Plasmas bereits innerhalb einer Woche nach Geburt
eines Frithgeborenen sinken (Bernhard et al., 2014). Dabei représentiert das LC-PUFA-
PC den Haupttransporter im Plasma, um extrahepatische Organe mit LC-PUFA zu
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versorgen. LC-PUFA-PE hingegen repréisentiert den hepatischen LC-PUFA-Speicher
(Skipski, 1972, Pynn et al., 2011, Bernhard et al., 2014, Grothe et al., 2015). Diese
Dynamik der sich schnell verringernden LC-PUFA-Anteile im Blut Frithgeborener und
des schnellen Aufbrauchens der ARA- und DHA-Anteile im Fettgewebe
Reifgeborener, ldsst den Schluss zu, dass das Fettgewebe als Speicher fiir die LC-PUFA
ARA und DHA wiéhrend der ersten, fiir Gehirn- und Netzhautentwicklung kritischen
Lebensmonate dient (Haggarty, 2004).

Der ARA- und DHA-Anteil im fetalen Blut und Gewebe ist hoher als der von anderen
Fettsduren (Lands et al., 1982). Dabei liegen diese FS nicht als freie FS vor, sondern

gebunden an Phospholipide (PL) und Triglyceride (TGs).

1.4.1.3 BEREITSTELLUNG VON FETTSAUREN FUR FETALES WACHSTUM
DURCH DIE SCHWANGERE

Wihrend der Schwangerschaft nimmt die Mutter etwa 3500 g an Fettgewebe zu
(Hytten, 1991). Abhingig von der Erndhrung und der Zufuhr von Q-3-Fettsduren ist
eine betrdchtliche Menge von DHA im miitterlichen Fettgewebe gespeichert. Omnivore
Frauen haben im Durchschnitt einen DHA-Speicher von 19 g in den Lipiden ihres
Fettgewebes (Leaf et al., 1995). Der maternale Korperfettanteil steigt bis zur 30. SSW
linear und féllt dann, synchron mit der fetalen Fettzunahme, etwas ab (Hytten, 1991).
Ab der 30. SSW PMA sind die Niichternfettwerte der Mutter sehr hoch, Triglyceride
beispielsweise 117-750 mg/dl (Ryckman et al., 2015) (Normbereich Triglyceride bei
Nichtschwangeren 150 mg/dl), was darauf hindeutet, dass die Fettspeicher sehr viel
schneller verstoffwechselt werden, als im nichtschwangeren Zustand (Haggarty, 2010).
Die Gesamtfettverbrennung der Mutter wahrend der Schwangerschaft ist verringert
(Butte, 2000) und ein hauptséichlicher Zweck der Fettmobilisation ist die Versorgung
des Fetus (Haggarty, 2010).

Die Konzentration von Triglyceriden (Daniels et al., 2004), Phospholipiden (Al et al.,
1995) und nicht veresterten Fettsduren (McDonald-Gibson et al., 1975) im Blutkreislauf
der Mutter steigt wihrend der Schwangerschaft — insbesondere die der Triglyceride,
welche um 250 % ansteigen (Daniels et al., 2004). Offenbar ist die Kontinuitdt der

hohen Konzentrationen iiber den gesamten Tag wichtig, denn auch in niichternem
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Zustand haben Schwangere eine zweifach hohere TG-Konzentration (Daniels et al.,

2004) als eine Nichtschwangere nach einer fetthaltigen Mahlzeit (Frayn, 2009)

1.4.1.4 BIOMAGNIFIKATION

Die Plazenta transportiert vorrangig ARA und DHA zum Fetus und hilt dabei
Linolsaure (C18:2) fiir den miitterlichen Organismus zuriick, dieser Prozess nennt sich
Biomagnifikation (Haggarty, 2010, Clandinin et al., 1981b). Ab dem spiten zweiten
Trimester steigt der Transport der LC-PUFA-PC zur Plazenta. Die Plazenta wiederum
sezerniert Cholin, ARA und DHA sowie lipoproteinenthaltende LC-PUFA-PCs in den
fetalen Kreislauf. In normalen Schwangerschaften steigen die fetalen
Nihrstoffanspriiche in Ubereinstimmung mit einer exponentiellen Wachstumsrate von
der 24. bis zur 33. SSW PMA an. Nach der 33. Woche dezeleriert die allgemeine
Wachstumsrate des Fetus und die der meisten Organe, nicht aber die von Lunge und

Fettgewebe. (Bernhard et al., 2019b)

1.42 TRANSPORT DER FETTSAUREN ZUM FETUS

Unveresterte Fettsduren gelangen iiber die mikrovillose Membran zum Fetus, nachdem
sie aus dem Fettgewebe der Mutter mithilfe miitterlicher bzw. plazentare Lipasen aus
Triglyceriden mobilisiert und durch das Blut dorthin transportiert wurden (Herrera,
2000, Herrera et al., 1988, Magnusson et al., 2004). Alle Fettsduren konnen die
Lipiddoppelschicht per Diffusion durchwandern und Studien weisen darauf hin, dass
dies, unabhingig von Léinge wund Struktur der Fettsdurekette, mit hoher
Geschwindigkeit geschieht (23+12 ms) (Kamp et al., 1995). Der Fetus erhélt die
benotigten Fettsduren entweder von maternalen Triacylglycerin (TAG)-reichen
Lipoproteinen und Very-Low-Density-Lipoproteins (VLDL) oder von an Albumin
gebundenen freien Fettsduren (Duttaroy and Basak, 2021). Die TAGs der miitterlichen
VLDL werden durch die Lipoproteinlipase (LPL), welche in der mikrovillosen
Plasmamembran der Plazenta exprimiert wird, in freie Fettsduren hydrolysiert

(Duttaroy and Basak, 2021). Fettsdureaufnahme/ und -transportproteine interagieren
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mit den Albumin-Fettsdure-Komplexen in der mikrovilldsen Plasmamembran und
nehmen die freien Fettsduren in die Synzytiotrophoblasten und {iberwinden
anschliefend die mikrovillose Plasmamembran der Plazenta (Duttaroy, 2009).
Intrazellulir werden die freien Fettsduren an fatty-acid-bind-proteins (FABPs)
gebunden transportiert (Duttaroy, 2009). Im dritten Trimester der Schwangerschaft
steigt die Plasmakonzentration freier Fettsduren und die Aktivitdt der plazentaren LPL
(Duttaroy, 2009). Freie Fettsduren stellen die Hauptklasse der Lipide dar, welche die

Plazenta iiberqueren (Magnusson-Olsson et al., 2006)

1.4.2.1 ORT DER ARA- UND DHA-SYNTHESE

Es wurde postuliert, dass die plazentare ARA- und DHA-Synthese einer der Griinde fiir
die hohere fetale LC-PUFA-Konzentration im Blut sei (Otto et al., 1997, Hoving et al.,
1994, Berghaus et al., 2000, Benassayag et al., 1999). Jedoch enthélt die Plazenta keine
A6- und keine A5-Desaturase-Aktivitdt (Chambaz et al., 1985), sodass wenig fiir einen
Beitrag der plazentaren Synthese zur ARA- und DHA-Versorgung spricht.
Entscheidend ist vielmehr die transplazentare Zufuhr und ggf. eine fetale Synthese
(Haggarty, 2010). Die Ergebnisse einer Studie mit [2H]-markierten Fettsduren und der
Untersuchung von LA-Elongation (Salem et al., 1996) und die Ergebnisse einer Studie,
die die Konversion von LA zu ARA und von ALA zu DHA anhand von [13-]LA und
[13-]ALA untersuchte (Carnielli et al., 1996), zeigen, dass ein humaner Fetus in der
Lage ist, ARA und DHA zu synthetisieren. Jedoch ist es schwierig, die absolute LC-
PUFA-Syntheserate in vivo zu quantifizieren (Haggarty, 2010). Aktuelle Studien der
Studiengruppe aus Tiibingen zeigten, dass postnatal, bei geringer Zufuhr, ARA und
DHA in den Lipiden rapide absinken (Bernhard et al., 2014, Bernhard et al., 2019a).
Eine plausible Erklarung fiir diese Beobachtung wire, dass die ARA- und DHA-
Syntheserate und die ARA- und DHA-Aufnahme mit der gegenwértigen Erndhrung

nicht ausreicht, ein Frithgeborenes so wie in utero zu versorgen.

Die direkte Messung des Fettsduretransports iiber die menschliche Plazenta ist
schwierig und birgt ethische Hindernisse. Alle vorhandenen Techniken haben Nachteile

und bieten bestenfalls einen Kompromiss aus der Qualitit der Informationen und deren
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physiologischer Bedeutung. Der grofte Nachteil von Nabelschnurblut ist, dass lediglich
eine Momentaufnahme der Nahrstoffkonzentration dargestellt wird, die sich aus der
plazentaren Néahrstoftbereitstellung und der fetalen Verwertung zusammensetzt und
dass damit keine Aussage {liber die Biokinetik von Néhrstoffen getroffen werden kann

(Haggarty, 2010).

1.43 POSTNATALE ERNAHRUNG

Kohorten-Studien haben gezeigt, dass gestillte Kinder bessere Ergebnisse bei
Intelligenztests erreichten als Kinder, die Formulanahrung erhielten (Morrow-Tlucak et
al., 1988, Lucas et al., 1992, Belfort et al., 2013, Bernard et al., 2013, Luby et al., 2016,
Ou et al., 2016).

6-15 % der Kinder weltweit kommen vor der 37. SSW PMA auf die Welt und sind
somit Frithgeborene (Beck et al., 2010). 1-2 % der Kinder werden vor der 32. SSW
PMA geborenen (Tsimis et al., 2015, Tucker and McGuire, 2004). Wie unter 1.3.2
beschrieben, entwickelt sich das Fettgewebe im Rahmen des differentiellen Wachstums
im Wesentlichen erst ab der 24. SSW PMA und wichst exponentiell bis zur 40. SSW
PMA und dient nach Geburt als Reservoir der LC-PUFA ARA und DHA fiir das
postnatale Gehirnwachstum (Bernhard et al., 2019b). Feten, welche im Falle einer
Geburt unter Einsatz moderner Frithgeborenenmedizin theoretisch ab der 22. SSW
PMA iiberlebensfédhig sind (Ancel et al., 2015), konnten demnach noch kein bzw. viel
weniger Fettgewebe anlegen und haben bei Geburt somit keine oder viel geringere LC-
PUFA-Speicher als reife Neugeborene, was sich durch rasch abfallende ARA- und
DHA-Anteile im Blut schon innerhalb einer Woche nach Geburt bemerkbar macht
(Bernhard et al., 2016a). Frithgeburtlichkeit geht mit kurzfristigen und ldngerfristigen
negativen Gesundheitsfolgen einher (Kamino et al., 2018, Lofqvist et al., 2018, Martin
et al., 2011b), moglicherweise ist das postnatale LC-PUFA-Defizit eine der Ursachen
hierfiir. Nachfolgend wird daher auf die Fettsdurezusammensetzung, insbesondere
ARA und DHA, postnataler Erndhrung, also Muttermilch, Formulanahrung und

parenterale Lipidemulsionen eingegangen.
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1.4.3.1 HUMANE MUTTERMILCH

1.4.3.1.1 ZUSAMMENSETZUNG
MUTTERMILCH

UND FETTSAUREANTEILE HUMANER

Humane Muttermilch ist eine komplexe und sehr variable Fliissigkeit, die den

reifgeborenen Sdugling, angepasst an dessen Bediirfnisse, ausgewogen erndhren soll
(Sharp et al., 2014). Muttermilch enthdlt Wasser (87 %), die Makronéhrstoffe Lipide
(3,8 %), Kohlenhydrate in Form von Laktose (7 %) und Proteine (1 %), sowie
Mikronéhrstoffe und Salze (Ballard and Morrow, 2013). Lipide stellen mit 40-55 %

bereitgestellter Energie die grofite Energiequelle der Muttermilch dar (Koletzko et al.,

2001). Die Lipide liegen als Emulsion und 98 % der Lipide als Triglyceride vor. Die

verbleibenden Lipide sind gebunden in Diglyceriden, Monoglyceriden, Phospholipiden

und Cholesterol oder liegen als freie Fettsduren vor (Andreas et al., 2015). Lipide sind

eine wichtige Quelle essentieller Nahrstoffen wie PUFA, darunter auch LC-PUFA,

fettlosliche Vitamine, komplexe Lipide und bioaktive Verbindungen (Koletzko, 2016).

Die Fettsdurezusammensetzung ist Tabelle 6 zu entnehmen.

Tabelle 6: Fettsdureanteile an den Gesamtlipiden in reifer Muttermilch und Parenteraler

Lipidemulsion (Floris et al., 2020, Fresenius, 2019, Fresenius, 2015, Singh et al., 2021)

Angabe der Fettsdureanteile der Muttermilch als Mittelwert + Standardfehler. Angabe der
Fettsdureanteile der Lipidemulsionen in Prozent (%).

Muttermilch Parenterale Lipidemulsion
SMOFlipid® Omegaven®
20 % 10 %

Gesittigte Fettsduren

Capronsdure (C6:0)
Caprylsaure (C8:0)
Caprinsaure (C10:0)
Laurinsaure (C12:0)
Myristinsdure (C14:0)
Palmitinsdure (C16:0)

0,14 + 0,05

0,25 + 0,05 13-24

1,61+0,16 5-15

6,14+ 0,38

6,80 + 0,34 2-7
22,2 +0,47 7-12 4-12
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Stearinsdure (C18:0) 6,46 £ 0,18 1,5-4
Arachinsdure (C20:0) 0,23 £0,03

Einfach ungesittigte Fettsduren

Myristoleinsdure (C14:1n-5) 0,20 £ 0,02

Palmitoleinsdure (C16:1n-7) 2,30+ 0,10 4-10
Olsdure (C18:1n-9) 32,9 +0,72 23-35 15,1
Vaccenséure (C18:1n-7) 1,87 £0,22

Erucasdure (C22:1n-9) 0,11+0,01

-3 mehrfach ungesittigte Fettsduren (n-3 LC-PUFA)

«-Linolenséure (C18:3n-3) 0,97 + 0,06 1,5-3,5 1,8

Eicosapentaensiure (C20:5n-3) 0,09 + 0,01 1,0-3,5 19,2

Docosapentaensdure (C22:5n-3) 0,15+ 0,01

Docosahexaensédure (C22:6n-3) 0,31 £ 0,03 1,0-3,5 12,1

Q-6 mehrfach ungesittigte Fettsduren (n-6 LC-PUFA)

Linolsiure (C18:2n-6) 15,0 £0,74 14 - 25 4,4
y-Linolensdure (C18:3n-6) 0,17 £0,03

Eisoadiensdure (C20:2n-6) 0,38 £0,03

Dihomo- y-Linolenséure 0,41 £0,02

(C20:3n-6)

Arachidonsiure (C20:4n-6) 0,48 + 0,03 0,4 2,1

Docosatetraensédure (C22:4n-6) 0,10 £ 0,01
Adrensdure (C22:5n-6) 0,08 + 0,02
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1.4.3.1.2 ERNAHRUNGSPHYSIOLOGISCHE EIGENSCHAFTEN DER
MUTTERMILCH-LIPIDE

Die Lipide liegen als 1 - 10 um grof3e, feinverteilte Fettkiigelchen (Milk fat globule,
MFGQG) vor, die in ihrer Mitte unpolare Fette, hauptséchlich Triglyceride, enthalten und
von einer Membran aus amphiphilen Komponenten, insbesondere Phospho- und
Glycolipiden begrenzt sind. Der Triglycerid-Kern in der Mitte des MFG macht
98 - 99 % des gesamten MFG aus. Sobald die in einer Emulsion vorliegenden Fette aus
dem endoplasmatischen Retikulum ins Zytosol sezerniert wurden, wird der Kern von
einer inneren Membran, die dem endoplasmatischen Retikulum der miitterlichen
Alveolarzellen der Brustdriise entstammt, bedeckt. Wenn die Tropfchen in den
Alveolarraum ausgeschieden werden, werden sie von einer dufleren Membran bedeckt,
die aus der Plasmamembran der miitterlichen Alveolarzellen der Brustdriise stammt.
Diese Membran enthilt groBe Mengen von amphiphilen bioaktiven Verbindungen, wie
Glycerophospholipide (PC, PE, PI, PS), Sphingolipide (Sphingomyelin, Cerebroside,
Ganglioside), Cholesterol und glycosylierte Proteine. (Contarini and Povolo, 2013) Es
wird angenommen, dass die meisten Phospholipide, die Cholin enthalten
(Phosphatidylcholin (PC), Sphingomyelin (SM)), an der &duBleren Membran —
wohingegen  Phosphatidylethanolamin ~ (PE),  Phosphatidylserin ~ (PS) und
Phosphatidylinositol (PI) hauptsdchlich an der inneren Seite der Membran lokalisiert
sind (Deeth, 1997).

Die physikalischen und erndhrungsphysiologischen Eigenschaften der Triglyceride sind
vor allem durch ihre Fettsdurezusammensetzung bestimmt. Menschliche Muttermilch
enthéilt mehr als 200 Fettsduren, die in unterschiedlichen Konzentrationen vorkommen
(Koletzko et al., 1988). Die Milch sich européisch erndhrender Frauen enthélt 35-40 %
gesittigte Fettsduren, 45-50 % einfach ungesittigte und 15 % mehrfach ungesittigte
Fettsduren (Grote et al., 2016).
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1.4.3.1.3 EINFLUSS DER MATERNALEN ERNAHRUNG AUF MUTTERMILCH-
LIPIDE

Die Fettsdurezusammensetzung der Muttermilch, vor allem der LC-PUFAs, wird
entscheidend durch die maternale Erndhrung beeinflusst (Mosca and Gianni, 2017).
Ungefdhr 75 % der in Muttermilch enthaltenen LA wird aus der Nahrung
aufgenommen. Dabei ist die Aufnahme von LA insbesondere durch Verédnderungen in
der Erndhrung aufgrund von  Gesundheitspropaganda, Anderungen der
landwirtschaftlichen Produktion und Konzeption von Fertignahrungsmittel, Transport
und Handel, Urbanisierung und Globalisierung der Erndhrung in den letzten
Jahrzehnten um ein Vielfaches gewachsen und iibersteigt die erforderliche Menge
(Simopoulos, 2006, Hibbeln et al., 2004, Sanders, 2000, Blasbalg et al., 2011). Der
ARA- und DHA-Gehalt der Erndhrung schwankt wesentlich. So liegt er bei der
Bevolkerung Boliviens etwa bei 0,96 % (0,44-1,48) ARA und 0,62 % (0,31-0,93) DHA
und in den Westlichen Industrieldndern bei 0,47 % (0,25-0,7) ARA und 0,23 % (0,07-
1,2) DHA (Innis, 2014).

1.43.1.4 UNTERSCHIEDE DER FETTSAUREZUSAMMENSETZUNG VON
MUTTERMILCH FRUH- UND REIFGEBORENER

Die Muttermilch Frithgeborener und reifer Neugeborener unterscheidet sich: Erstere ist
um 23 % reicher an ARA und DHA. Dennoch machen diese Fettsduren nur einen sehr
geringen Anteil an den Milchfettsduren aus (Maas et al., 2017a). Die Untersuchungen
der Tiibinger Forschungsgruppe von Muttermilch, ergab einen ARA- und DHA-Gehalt
in der Muttermilch von Reifgeborenen von 0,66 % (0,61-0,73), bzw. 0,35 % (0,31 -
0,40). Die Werte waren fiir die Miitter Frithgeborener um 1,76-fach fiir ARA (0,81 %
(0,71 - 0,93)) und um 1,65-fach fiir DHA (0,43 %(0,35 - 0,59)) hoher (Maas et al.,
2017b). Die Fettsdurezusammensetzung der Muttermilch von Frithgeborenen im

Vergleich mit Reifgeborenen, ist Tab. 7 zu entnehmen.
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Tabelle 7: Fettsdurezusammensetzung von Muttermilch Friih- und Reifgeborener (Maas

etal., 2017b)

Angabe der Fettsdureanteil in g % als Median als Interquartilenabstand (25.-75.

Perzentile)

Frithgeborene

Reifgeborene

Laurinsdure
Myristinsdure
Palmitinsdure
Palmitoleinsiure
Stearinsdure
Olsiure (OA)
Linolsdure (LA)

y-Linolensédure (GLA)

Arachinsiure

a-Linolensédure (ALA)

Cis-8,11,14-Eicosatriensdure

Behensiure

Arachidonsédure (ARA)

Eicosapentaensidure (EPA)

Adrensiure

Docosapentaensdure

Docosahexaensaure

C12:0
C14:0
Cl16:0
C16:1n-7
C18:0
C18:1n-9
C18:2n-6
C18:3n-6
C20:0
C18:3n-3
C20:3n-6
C22:0
C20:4n-6
C20:5n-3
C22:4n-6
C22:5n-3
C22:6n-3

7,50 (4,53 - 10,16)
8,18 (6,27 - 10,6)

20,18 (18,80 - 21,70)

3,33 (2,72 - 3,89)
7,07 (6,28 - 7,89)

35,60 (33,15 - 39,16)
12,83 (10,95 - 14,53)

0,16 (0,13 - 0,20)
0,22 (0,19 - 0,26)
1,02 (0,81 - 1,33)
0,83 (0,70 - 0,96)
0,10 (0,08 - 0,13)
0,81 (0,71 - 0,93)
0,12 (0,10 - 0,15)
0,19 (0,14 - 0,24)
0,12 (0,10 - 0,14)
0,43 (0,35 - 0,59)

9,16 (7,11 - 11,01)
10,14 (7,9 - 11,17)

21,00 (20,27 - 22,15)

2,92 (2,45 - 3,09)
7,11 (6,66 - 8,63)

32,69 (31,05 - 36,47)
12,73 (10,77 - 12,81)

0,13 (0,09 - 0,15)
0,24 (0,21 - 0,30)
1,11 (0,84 - 1,25)
0,61 (0,59 - 0,65)
0,30 (0,26 - 0,35)
0,66 (0,61 - 0,73)
0,13 (0,11 - 0,17)
0,21 (0,20 - 0,28)
0,12 (0,11 - 0,13)
0,35 (1,52 - 2,26)
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1.4.3.1.5 ARA- UND DHA-DEFIZIT

Die im vorhergehenden Abschnitt erwédhnte Studie ergab ferner, dass Muttermilch
Frithgeborener im Median 300 mg/1 (243 - 377) ARA und 159 mg/I (120 - 233) DHA
enthielt (Maas et al., 2017a). Wenn die enterale Erndhrung mit 150 ml/kg/d vollstindig
aufgebaut ist, was bei Frithgeborenen mit einem GA von 28. SSW PMA und geringer
etwa sieben Tage dauert (Bernhard et al., 2014), erhalten Frithgeborene somit 45 (37 -
57) mg/kg/d ARA und 24 (18 - 35) mg/kg/d DHA. Im Gegenzug dazu wird der Fetus
wéhrend des letzten Trimesters iiber die Plazenta mit 43 mg/kg/d DHA und 140 - 212
mg /kg/d ARA versorgt, was in einem durchschnittlichen tiglichen Defizit von 20
mg/kg/d DHA und mindestens 95 mg/kg/d ARA bei regulérer, oraler Erndhrung der
Frithgeborenen durch Muttermilch resultiert (Lapillonne and Jensen, 2009a, M, 2005,
Clandinin et al., 1981b, Innis, 2005).

Hinzu kommt, dass die Varianz der ARA- und DHA-Konzentration in menschlicher
Muttermilch so grofB} ist, sodass 25 % der reifen Kinder sogar weniger als 18 mg/kg/da

DHA und weniger als 36 mg/kg/d ARA erhalten (Bernhard et al., 2016b).

Brenna et al. erhoben eine Metaanalyse mit 65 Studien iiber Muttermilch von insgesamt
2,474 Frauen und kamen zu dem Ergebnis, dass Muttermilch reifer Neugeborener
0,47 £ 0,13 % ARA und 0,32 + 0,22 % DHA enthélt (Brenna et al., 2007b). Die
geringere Variabilitdt der ARA-Konzentration ist darauf zuriickzufiihren, dass ARA in
einem hoheren Mal3 metabolisch reguliert wird (Diau et al., 2005). Studien mit stabilen
Isotopen konnten zeigen, dass 90 % der ARA in der Muttermilch nicht von den in der
Erndhrung enthaltenen Lipiden, sondern miitterlichen ARA-Speichern entstammt (Del
Prado et al., 2001).

Im Gegensatz dazu ist die DHA-Zufuhr durch Erndhrung der bestimmende Faktor fiir
den DHA-Gehalt der Milch, da er linear mit der didtetischen DHA-Zufuhr
zusammenhidngt (Fidler et al., 2000). Reifgeborene konnen nach Geburt auf die prinatal
mit PUFA angereicherten Fettreserven zuriickgreifen. Frithgeborene, welche keine oder
nur geringe Fettdepots anlegen konnten (Bernhard et al., 2016a), werden von einer
Unterversorgung, welche schon bei 25 % der Reifgeborenen vorliegt, um ein Vielfaches

mehr betroffen sein (Maas et al., 2017a).
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Frithgeborene entwickeln sehr rasch und unabhéngig von der Art der Erndhrung ein
postnatales ARA- und DHA-Defizit (Martin et al., 2011b, Leaf et al., 1992, Robinson
et al., 2013, Bernhard et al., 2014). Eine der ersten Studien zum postnatalen
Fettsdureabfall bei reifen Neugeborenen, ist aus dem Jahr 1992. Das Resultat dieser
Kohortenstudie war, dass unabhéngig von der Art der Erndhrung (in diesem Fall
Muttermilch oder Sduglingsformula) der Anteil ARA- und DHA-haltiger molekularer
Spezies in den Phosphoglyceriden des Plasmas bis zwei Wochen nach Geburt um
40 - 50 % gesunken war (Leaf et al., 1992).

Eine weitere Studie verglich die Auswirkung der Erndhrung mit Muttermilch oder
Sauglingsformula auf den ARA- und DHA-Anteil. Diese Studie zeigte, dass der ARA-
und DHA-Anteil in den TG des subkutanen Fettgewebes reif- und fast reifgeborener
Kinder bei Erndhrung mit Muttermilch ebenfalls nach der Geburt sank, wohingegen der
LA-Anteil anstieg. Die Kinder, die mit DHA-freier Sduglingsformula erndhrt wurden,
zeigten eine Abnahme des DHA-Gehalts auf 0,05 % innerhalb der 8 Wochen nach
Geburt (Farquharson et al., 1993). Die Verdnderung der Zusammensetzung der
Phospholipidfettsduren des Plasmas Friihgeborener ist bei enteraler Erndhrung
7-10 Tage nach Geburt (und damit schneller als bei Reifgeborenen) abgeschlossen
(Bernhard et al., 2014). AuBlerdem ist davon auch das PE im Plasma betroffen, welches
die Parenchymspeicher der Leber reprisentiert (Bernhard et al., 2014). Der schnellere
Anstieg der Fettsduren LA und ALA und das schnellere Absinken von ARA und DHA
ist multifaktoriell bedingt. Er begriindet sich unter anderem dadurch, dass bei
Frithgeborenen keine addquaten ARA- und DHA-Speicher im Fettgewebe angelegt
sind. Studien zeigten, dass Frithgeborene LA zu ARA und ALA zu DHA konvertieren
konnen (Carnielli et al., 1996, Uauy et al., 2000), allerdings konnte bisher nicht gezeigt
werden, dass die Syntheserate ausreicht, den LC-PUFA-Bedarf eines Friihgeborenen zu

decken (Frazer and Martin, 2021).
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1.4.3.2 FORMULANAHRUNG

Formulanahrung soll einen effektiven Ersatz fiir die Muttermilch darstellen. Thre
Nahrstoffzusammensetzung soll die der Muttermilch imitieren. Séduglingsfertignahrung
ist in drei unterschiedlichen Formen beziehbar: 1. Pulver. Es wird mit Wasser angeriihrt
und ist die giinstigste Form der Formulaerndhrung. 2. Konzentrierte Fliissigkeit. Die
Fliissigkeit muss im Verhéltnis 1:1 mit Wasser verdiinnt werden. 3. Fertige Flissigkeit.
Die fertige, fliissige Formula muss nicht vorbereitet werden, sondern kann direkt
verfiittert werden. Sie ist die kostspieligste Form der Formulae. Die meisten

Formulanahrungen basieren auf Kuhmilch (Martin et al., 2016).

1.4.3.2.1 GESETZLICHE VORGABEN UND EMPFEHLUNGEN

Bis 2016 lautete die Gesetzgebung, dass Sduglingsformula mindestens genauso viel
ARA wie DHA enthalten muss und das hochstens 0,5 % der Fettsduren DHA sein darf
(EU, 20006). Seit 2016 gibt die europdische Kommission vor, dass Sduglingsformula
zwischen 20-50 mg DHA/100 kcal (ca. 0,5 - 1 % der Fettsduren) enthalten sollen.
Formula ohne DHA-Inhalt sind ab Inkrafttreten dieser Gesetzgebung im Februar 2021
nicht mehr zugelassen (EU, 2016). Zur Uberraschung vieler Pidiater und
Erndhrungsspezialisten, wurde keine Untergrenze fiir den ARA-Gehalt in
Formulaerndhrung definiert. Vor dem Hintergrund, dass Muttermilch weltweit
anerkannt ist, die addquateste Erndhrung fiir Neugeborene zu sein — und Muttermilch
immer DHA und ARA enthilt (Brenna et al., 2007a), wird dieses Gesetzgebung von
Wissenschaftlern und Péadiatern sehr kritisch betrachtet (Biihrer et al., 2020, Koletzko
et al., 2020, Sambra et al., 2021). Im Widerspruch zur Gesetzgebung steht die
Empfehlung der Erndhrungs- und Landwirtschaftsorganisation (Food and Agriculture
Organization (FAQO)), welche fiir Neugeborene bis zum Alter von 6 Monaten eine ARA-
Zufuhr von 0,2 - 0,3 % der Energiezufuhr (Energieprozent [E%]; = 11 - 33 mg ARA/100
kcal) und eine DHA-Zufuhr von 0,1 - 0,18 E% (= 11 - 20 mg DHA/100 kcal) empfiehlt.
Die Empfehlungen der Europdischen Behorde fiir Lebensmittelsicherheit (European
Food Safety Authority, EFSA) aus dem Jahr 2013 weicht ebenfalls von den gesetzlichen

Vorschriften ab. Diese legte fest, dass Neugeborene bis ins Alter von 6 Monaten, einen
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tdglichen Bedarf von 140 mg ARA und 100 mg DHA haben (EFSA Panel on Dietetic
Products and Allergies, 2013). Auch die aktuelle Empfehlung der Europiischen
Gesellschaft fiir padiatrische Gastroenterologie, Hepatologie und Erndhrung (European
Society for Paediatric Gastroenterology, Hepatology and Nutrition, ESPGHAN) aus
dem Jahr 2022 hilt eine ARA Untergrenze filir notwendig und empfiehlt eine ARA-
Zufuhr von 30 - 100 mg/kg/d und eine DHA-Zufuhr von 30 - 65 mg/kg/d (Embleton et
al., 2023).

1.4.3.3 AKTUELLE STUDIENLAGE
1.4.3.3.1 AUSWIRKUNG VON ARA UND DHA AUF DIE BLUTLIPIDE

Carlson et. al. zeigte, dass der ARA-Anteil am Gesamt-PC nach Geburt im Blutplasma
von reifen Neugeborenen 75 mg/l und von Frithgeborenen 70 mg/l betrug. Bei
Friihgeborenen, welche mit Formulanahrung ohne ARA und DHA erndhrt wurden, sank
der ARA-Anteil am Gesamt-PC im Plasma bis zum korrigierten Alter von 4 Monaten auf
etwa 40 mg/l. Erst im korrigiertem Alter von 6 Monaten stieg der ARA-Anteil allméhlich.
Frithgeborene, die mit der Formulanahrung 0,2 % DHA und 0,3 % EPA aber kein ARA
erhielten, zeigten im korrigierten Alter von 4 Monaten sogar noch niedrigere ARA-
Anteile im Plasma (30 mg/l). Im Gegensatz dazu wiesen Frithgeborenen, welche mit
Formulanahrung ernéhrt wurden, die 0,43 % ARA und 0,1 % DHA enthielt, einen
dhnlichen ARA-Anteil am Gesamt-PC im Plasma auf, wie Reifgeborene, die mit
Muttermilch erndhrt wurden. (Carlson, 1996)

Robinson et. al. untersuchte 2016 die Auswirkung von DHA und ARA auf die
Fettsdurezusammensetzung der Phospholipide der Erythrozytenmembranen. Die 28 in
der Studie aufgenommenen Frithgeborenen waren im Median in der 26. SSW (IQR 25 -
27) geboren worden, wogen 806 g (IQR 663 - 923) und wurden in drei Gruppen aufgeteilt.
Gruppe 1 (n =9) erhielt einmal tdglich buccal verabreichtes geringer dosiertes ARA und
DHA (40 mg/kg/d ARA und 20 mg/kg/d DHA), Gruppe 2 (n = 9) erhielt hoher dosiertes
ARA und DHA (120 mg/kg/d ARA und 60 mg/kg/d DHA). Gruppe 3 (n = 10) erhielt auf
die gleiche Weise Sonnenblumendl ohne ARA- und DHA-Zusatz. Die Analyse 2 und 8

Wochen nach  Geburt zeigte keine  signifikanten = Unterschiede  der
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Fettsdurezusammensetzung der Phospholipide der Erythrozytenmembranen. In allen drei
Gruppen stieg der DHA-Anteil zwischen der 2. und 8. Lebenswoche um 31 % (p < 0,04)
wohingegen sich die ARA-Level {iber diese Zeit nicht verdnderten (p > 0,6). Die tdglich
buccal verabreichte ARA- und DHA-Supplementierung hatte also keine Auswirkung auf
die Fettsdurezusammensetzung der Erythrozytenmembranen Frithgeborener mit extrem
niedrigen Geburtsgewicht, allerdings wurde durch die Supplementierung die postnatale
ARA- und DHA-Abnahme im Blut vermieden. (Robinson et al., 2016)

Frost et. al. untersuchte 2020 die LC-PUFA-Konzentration im Blut von 30
Friihgeborenen (GA im Median 28 SSW (IQR 27 - 30), Geburtsgewicht im Median
1040 g (IQR 910 - 1245). Die niedrig dosierte Gruppe 1 erhielt mit der Erndhrung 80
mg/kg/d ARA und 40 mg/kg/d DHA, die hoher dosierte Gruppe 2 erhielt 240 mg/kg/d
ARA und 120 mg/kg/d DHA und Gruppe 3 erhielt Sonnenblumendl ohne ARA und DHA.
Am 2. Lebenstag wurden Ausgangsblutwerte (Baseline) abgenommen und die
Supplementierung gestartet. Jeweils 2 und 8 Wochen nach Geburt wurden die
Fettsdurezusammensetzung im Blut analysiert. Im Vergleich zur Baseline sank die DHA-
Konzentration im Blut nach zwei Wochen in der niedrig dosierten Gruppe 1 im Median
um 0,14 Gew.-% (IQR -0,72 - — 0,26) und in der Placebogruppe im Median um
—0,63 Gew.-% (IQR — 0,96 - —0,55), in der hoher dosierten Gruppe 2 stieg die DHA-
Konzentration im Median um 0,46 Gew.-% (IQR 0,17 — 0,81) (p = 0,002 in allen
Gruppen). Auch die ARA-Konzentration im Blut unterschied sich nach zwei Wochen von
der Baseline (Gruppe 1: 0,1 (IQR -2,1 - —1,1); Gruppe 2: 2,9 (IQR 1,5 - 4,5); Gruppe 3:
-2,2 Gew.-% (IQR —3,9 - —1,7); p = 0,02). Nach 8 Wochen fielen die Unterschiede im
Vergleich zur Baseline noch deutlicher aus: DHA in Gruppe 1: 0,34 Gew.-% (0,1 - 1,0),
in Gruppe 2: 0,6 Gew.-% (0,29 - 1,32), in Gruppe 3: —0,82 Gew.-% (-1,14 - —0,6). ARA
in Gruppe 1: 0,099 Gew.-% (-2,1 - 1,1), in Gruppe 2: 2,02 Gew.-% (0,78 - 3,17), in
Gruppe 3: -2,2 Gew.-% (3,9 - —1,7). Frost et. al. schlussfolgerten hieraus, dass die
enterale Supplementierung von ARA und DHA die DHA-Konzentration im Blut erhoht
und dass wahrscheinlich eine Dosis von 240 mg/kg/d ARA + 120 mg/kg/d DHA nétig
ist, um eine ARA- und DHA-Abnahme im Blut zu verringern, sowie um eine ARA- und

DHA-Zunahme ermdglichen zu kdnnen. (Frost et al., 2021)
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1.4.3.3.2 AUSWIRKUNG VON ARA UND DHA AUF DIE NEUROLOGISCHE
ENTWICKLUNG

Eine Studie aus dem Jahr 2019 (Lepping et al., 2019) untersuchte die Auswirkung der
LC-PUFA ARA und DHA in Sduglingsformula auf die neurologische Entwicklung
Neugeborener bis ins Alter von 12 Monaten. 38 Kinder wurden vier unterschiedlichen
Gruppen zugeteilt und erhielten vier unterschiedliche Séduglingsformula, die bis auf den
ARA- und DHA-Gehalt identisch waren. Gruppe 1 war die Kontrollgruppe und erhielt
weder ARA noch DHA in der Formula. Die Erndhrung der Gruppe 2 beinhaltete zu
0,32 % der Fettsduren DHA (17 mg/100 kcal), Gruppe 3 erhielt Formula, welche zu
0,64 % der Fettsauren DHA (34 mg/100 kcal) enthielt. Gruppe 4 bekam 0,96 % der
Fettsduren als DHA (51 mg/100 kcal). Alle Gruppen, die DHA erhielten, bekamen auch
ARA zu 0,64 % der Fettsduren (34 mg/100 kcal). Das DHA wurde aus Algendlen
(Crypthecodinium cohnii) gewonnen und das ARA entstammte Pilzen (Mortierella
alpina). Diese Studie zeigte anhand von MRT-Bildgebung, dass die Supplementierung
mit LC-PUFA wihrend des 1. Lebensjahres langfristige Auswirkungen auf die Struktur
und Funktion des Gehirns hat. Die Kinder der 0,64 %-Gruppe wiesen im Vergleich zu
allen anderen Gruppen eine groflere Konnektivitit zwischen préfrontaler und parietaler
Region auf. AuBlerdem ergab eine voxel-basierte Analyse, dass die 0,32 %- und
0,64 %-Gruppen im Vergleich zur 0,96 %- und Kontrollgruppe, in der weillen Substanz
des anterioren cinguldren Cortex und des Parietallappens ein groBeres Volumen hatten.
(Lepping et al., 2019).

Die Arbeitsgruppe der DINO-Studie (Englisch fiir ,,DHA for Improvement of
Neurodevelopmental Outcome in Preterm Infants®; zu Deutsch also ,,DHA zur
Verbesserung der neurodevelopmentalen Ergebnisse/neurologischen Entwicklung
Friihgeborener”) untersuchte, wie sich die DHA-Supplementierung auf die
neurologische Entwicklung auswirkt. Dafiir wurden 611 sehr Frithgeborene (GA < 33
SSW) in zwei Gruppen aufgeteilt. Eine Gruppe erhielt ab dem 2. - 4. Lebenstag bis zum
errechneten Geburtstermin enterale Erndhrung mit einer DHA-Konzentration von etwa
1 % aller Fettsduren, die andere Gruppe erhielt wie oben beschrieben enterale
Erndhrung mit einer DHA-Konzentration von etwa 0,3 % aller Fettsduren. Im
korrigierten Alter von 18 Monaten wurde anhand des Bayley Mental Development

Index (MDI) die neurologische Entwicklung der Kinder beider Gruppen miteinander
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verglichen. Insgesamt gab es keinen Unterschied zwischen den Gruppen, allerdings
erreichten Médchen der Gruppe mit der 1 %-igen DHA-Nahrung einen héheren MDI-
Score (Mitteldifferenz 4,7; 95 %-Konfidenintervall 0,5 - 8,8), als die mit der 0,3 %-igen
Nahrung (Mitteldifferenz 4,5; 95 %-Konfidenzintervall 0,5 - 8,5). (Makrides et al.,
2009)

Eine Follow-up-Studie der N3RO-Studie (n—3 Fatty Acids for Improvement in
Respiratory Outcomes-trial) untersuchte insgesamt 1273 ehemalige Frithgeborene (GA
<29 Wochen) im korrigierten Alter von 18 Monaten, die ab einem Alter von wenigen
Tagen nach Geburt bis zur 36. W PMA entweder eine enterale Emulsion mit 60 mg/kg/d
DHA erhielten, oder in der Kontrollgruppe Sojadl ohne DHA-Zusatz, auf die
Aufmerksamkeitsspanne fiir ein Spielzeug in An- oder Abwesenheit anderer
Spielzeuge, bzw. eines Distraktors (Fernseher). Die Aufmerksamkeitsspanne
unterschied sich nicht von der der Kontrollgruppe (Mittelwertdifferenz: 0,08 Sekunden;
95 %-Konfidenzintervall 0,81 - 0,97; p = 0,86). Die enterale alleinige DHA-
Supplementierung wirkte sich im korrigierten Alter von 18 Monaten also nicht positiv
auf die Aufmerksamkeitsspanne ehemalig Frithgeborener aus. (Hewawasam et al.,
2021)

Eine weitere Follow-Up-Studie der N3RO-Studie untersuchte die Auswirkung der oben
genannten Erndhrung auf die Intelligenz ehemaliger Frithgeborener im Alter von 5
Jahren. Die DHA-Supplementierung war assoziiert mit einem gering hoheren Full-
Scale Intelligence Quotient (FSIQ: 95 £+ 17,3) im Vergleich zur Kontrollgruppe (FSIQ:
91 £ 19,1), die keinen DHA-Zusatz erhielt (Mittelwertdifferenz 3.,45;
95 %-Konfidenzintervall 0,38 - 6,53; p = 0,03). (Gould et al., 2022)
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1.4.3.3.3 AUSWIRKUNG VON ARA UND DHA AUF
FRUHGEBORENENRETINOPATHIE

Eine Analyse Friihgeborener mit ROP (Retinopathy of Prematurity) ergab, dass
betroffene Friihgeborene niedrigere ARA-Konzentrationen im Plasma als nicht
betroffene hatten (ARA-Fliche unter der Kurve Betroffener: 34,05 Mol%
(Konfidenzintervall 32,10 - 36,00) vs. Nichtbetroffener 37,15 Mol%
(Konfidenzintervall 34,85 - 39,46)) (Lofqvist et al., 2018).

Die randomisiert kontrollierte, multizentrischen Mega-Donna-Studie aus Schweden
widmete sich der Fragestellung, ob die enterale Supplementierung von 100 mg/kg/d
ARA und 50 mg/kg/d DHA von der Geburt bis 40 Wochen PMA das Risiko fiir ROP
(Stadium 3 und/oder Typ 1) bei extrem Frithgeborenen beinflusst. Insgesamt wurden
206 Friihgeborene, die vor der 28. SSW geboren wurden, in die Studie aufgenommen
und aufgeteilt in eine Gruppe mit ARA- und DHA-Supplementierung und eine
Kontrollgruppe, die keine Supplementierung erhielt. 15,8 % der Gruppe mit
Supplementierung entwickelte eine schwere ROP, in der Kontrollgruppe waren es
33,3 % (Relatives Risiko 0,5 (95% - Konfidenzintervall, 0,28 — 0,91) (p = 0,02))
(Hellstrom et al., 2021a). Die Studie ergab also, dass die enterale Supplementierung mit
ARA und DHA im Vergleich zur Standardbehandlung das Risiko fiir eine schwere ROP
um 50 % senkt und zudem zu im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne ARA- und DHA-
Supplementierung hoheren ARA- und DHA-Serumspiegeln fiihrt (Hellstrom et al.,
2021a). Eine weitere Veroffentlichung dieser Arbeitsgruppe befasste sich mit der
Fragestellung, ob der Schweregrad einer ROP (keine ROP/Stadien 1 - 2, oder schwere
ROP/Stadium 3 und Typ 1) abhéngig ist von den LC-PUFA- insbesondere den ARA-
und DHA-Serumspiegeln innerhalb der ersten 28 Lebenstage nach einer Frithgeburt
(GA < 28 SSW). Diese Kohortenstudie ergab, dass hohere durchschnittliche tégliche
DHA-Serumspiegel in den ersten 28 Tagen mit einer weniger schweren ROP assoziiert
waren, allerdings nur, wenn die Frithgeborenen auch ausreichend hohe ARA-Level

aufwiesen (Hellstrom et al., 2021b).
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1.43.3.4 AUSWIRKUNG VON ARA UND DHA AUF DIE ATMUNG UND
MORBIDITAT

Martin et al. untersuchte die Fettsdureprofile 88 Frithgeborener (<30 SSW. PMA) im
ersten Lebensmonat und stellte fest, dass mit jeder ARA-Abnahme um 1 Mol% im Blut
Frithgeborener, das Risiko fiir eine nosokomiale Sepsis um 40 % steigt (Martin et al.,
2011a).

In der multizentrischen N3RO-Studie zeigte sich, dass der enterale alleinige DHA-
Zusatz (60 mg DHA/kg) ohne ARA-Zusatz zur Erndhrung Frithgeborener (<1000 g
Geburtsgewicht, Geburt vor der 29. SSW. PMA) im Vergleich zur Kontrollgruppe,
welche weder zusitzliches ARA noch DHA erhielt, zu einem erhohten Risiko fiihrte an
einer Bronchopulmonalen Dysplasie zu erkranken oder vor der 36. Woche PMA zu
versterben (52,3% vs. 46,4% (95% KI 1,00 - 1,23) (Collins et al., 2017).

Die Arbeitsgruppe der ImNut-Studie (Immature, Nutrition Therapie) befasste sich mit
der Auswirkung der kombinierten ARA- und DHA-Supplementierung im Verhiltnis
2:1 von 120 extrem Frithgeborenen (GA < 29 Wochen, durchschnittliche
Schwangerschaftsdauer 26,4 £+ 1,7 SSW) auf die Beatmungsdauer, den 0,-Bedarf, BPD
und andere schwerwiegende Erkrankung Frithgeborener (Nekrotisierende Enterocolitis,
Intraventrikuldre Héamorrhagie, Persistierender Ductus arteriosus,
Neugeborenensepsis). Diese erhielten ab dem 2. - 4. Lebenstag bis zur 36. Woche PMA
in der einen Gruppe tdglich enteral 100 mg/kg ARA und 50 mg/kg DHA, und in der
Kontrollgruppe Ol aus mittelkettigen Fettsiuren ohne ARA und DHA. Die Gruppe mit
ARA- und DHA-Zusatz hatte eine kiirzere Beatmungsdauer (im Durchschnitt 63,4 d
(95 %-Konfidenzintervall 56,6 - 71,3 vs. 80,6 d (72,4 - 88,8); p = 0,03) und einen
geringeren 0O,-Bedarf. Es konnten sich jedoch keine Unterschiede der Gruppen
beziiglich der BPD-Inzidenz und anderer Morbiditdten feststellen lassen. Die
Arbeitsgruppe kam zu dem Schluss, dass die ARA- und DHA-Supplementierung im
Verhiltnis 2:1 sicher ist und sich positiv auf die Atmung auswirken konnte. (Wendel et
al., 2023)

In Anbetracht der Studienlage kann es bedeuten, dass hohe DHA- bei niedriger oder
nicht vorhandener ARA-Zufuhr entwicklungsphysiologisch und funktionell nachteilig
sein konnte. Somit ist die unter 1.4.3.2.1. beschriebene Vorschrift, dass es nur fiir DHA

aber nicht fiir ARA eine Untergrenze gibt, fragwiirdig.
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1.4.3.4 PARENTERALE LIPIDEMULSIONEN

Parenterale Erndhrung wurde in den 1960er Jahren entwickelt und diente zunéchst der
Erndhrung kritisch erkrankter Erwachsener und nicht der Erndhrung Friithgeborener.
Erwachsene metabolisieren die parenteral verabreichten essenziellen Fettsduren LA
und ALA zu den LC-PUFA ARA und DHA. Das unreife metabolische System
Frithgeborener ist dazu nicht ausreichend in der Lage. Diese Ineffizienz Frithgeborener
fiihrt zu dem beschriebenen LC-PUFA-Defizit und den damit einhergehenden Folgen
(siehe 1.3.2). Daher ist die Verabreichung angepasster parenteraler Lipidemulsion
unmittelbar nach Geburt vonnéten, um den alimentiren Anforderungen Frithgeborener
zu entsprechen. (Frazer and Martin, 2021)

Die Fette von Intralipid® (Fresenius Kabi, Upssala, Schweden) stammen zu 100 % aus
Sojadl (siehe Tab. 8). Es enthilt groe Anteile der essentiellen Fettsduren LA und ALA
(Intralipid, 2015). Sein Einsatz bei Frithgeborenen wurde 1981 von der U.S. Food and
Drug Administration (FDA) genehmigt und es wird weltweit in der Neonatologie
eingesetzt (Herrera et al., 2019).

Mehrkomponentige Lipidemulsionen enthalten hingegen eine Mischung von Olen,
einschlieBlich Olivendl und teilweise Fischol.

Die Lipide ClinOleic®s setzen sich zu 20 % Sojadl und zu 80 % aus Olivenol
zusammen (sieche Tab. 8) und enthalten daher, aufgrund des grofleren Olivendl-Anteils
einen geringeren Anteil an ALA und LA. Die Lipide von Lipidem/Lipoplus® (B.
Braun, Melsungen, Deutschland) enthalten zu 40 % Sojadl, 50 % Kokos6l und 10 %
Fischdl (siehe Tab. 8) (Singh et al., 2021).

Es gibt zwei weitere, fischolhaltige Produkte - Omegaven® und SMOFlipid®. Die
Lipide Omegaven®s (Fresenius Kabi) setzen sich zu 100 % aus Fischdl zusammen. Die
FDA genehmigte 2018 seine Verwendung fiir pddiatrische Patienten mit parenterale
Erndhrung-assoziierte Cholestase (parenteral nutrition-associated cholestasis =PNAC)
(Omegaven, 2018). Omegaven besitzt die groBBten Anteile von DHA, ARA und EPA
(siche Tab. 8) und das Verhéltnis von ARA:DHA mit 1,0:13,5 liegt zugunsten von
DHA. (Frazer and Martin, 2021)

SMOFlipid® (Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland) wurde 2016 von der FDA
fir die Verwendung bei Erwachsenen genehmigt. Die Verabreichung in der

Neonatologie stellt einen Off-Label-Use dar, dennoch findet sie auf neonatologischen
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Intensivstationen der USA und auch Kanada, Europa und Asien Verwendung (Calkins
et al., 2019). Es enthilt 30 % Sojadl, 30 % mittelkettige Triglyceride, 25 % Olivendl
und 15 % Fischdl (siehe Tab. §). Im Vergleich zu Intralipid® stellt SMOFlipid® héhere

Konzentrationen von ARA und DHA, sowie Eicosapentaensdure (EPA) zu Verfiigung.

Das ARA:DHA-Verhiltnis betrdgt 1,0:3,5 (siche Tab. 8).

Tabelle 8: Zusammensetzung von Parenteralen Lipidemulsionen (Intralipid, 2015, Lee et

al., 1993, Singh et al., 2021, Fresenius, 2019, Fresenius, 2015)

Angaben in Prozent (%).

Intralipid® ClinOleic® Lipidem® SMOFlipid® Omegaven®
20 % 20 % 10 %
Olquelle (%)
Sojadl 100 20 30 0
Fischol 0 0 15 100
Kokosol 0 0 30 0
Olivenol 0 80 25 0
Fettsiurezusammensetzung (%)
Q-6 mehrfach ungesittigte Fettsduren (n-6 LC-PUFA)
Linol-
sdure 44 - 62 18,5 - 18,7 24,4-25.7 14 -25 4.4
LA (C18:2n-6)
Arachidon-
saure
ARA (C20:4n-6) 0,1 0,5 0,4 2,1
Q-3 mehrfach ungesittigte Fettsduren (n-3 LC-PUFA)
a-Linolen-
sdure 4-11 2-23 1,5-3,5 1,8
ALA (C18:3n-3)
Eicosapentaen-
saure 0 0 1,0-3,5 19,2
EPA (C20:5n-3)
Docosahexaen-
sdure 0 0,0-0,5 1,0-3.,5 12,1

DHA (22:6n-3)
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1.5 HYPOTHESE UND FRAGESTELLUNG

Die beschriebene Datenlage und die Vorarbeiten der Abteilung zum Stoffwechsel und
der gestorten Homoostase der Lipide und ihrer Fettsduren bei Frithgeborenen fiihrten
zu folgender Studienhypothese:

Durch Frithgeburt bricht die charakteristische plazentare Versorgung mit allen
Nahrstoffen, und somit auch die mit ARA und DHA, unphysiologisch friih ab. Die noch
fehlenden oder verminderten Fettdepots werden unter den aktuellen
Erndhrungsbedingungen unter hoher Zufuhr von LA und geringer ARA- und DHA-
Zufuhr aufgebaut. Diese Erndhrung verdndert die natiirliche, moglicherweise
entwicklungsbestimmende Zusammensetzung des Fettgewebes als Depot fiir ARA und
DHA und als Folge auch der anderen Lipidkomponenten der Zellen und Gewebe des
Korpers. Um diese Hypothese priifen zu konnen, wurde bei Friith- und Reifgeborenen
mit bestehender OP-Indikation zum errechneten bzw. realen Geburtstermin subkutanes
Fettgewebe und Blutproben entnommen und deren Lipide auf ihre Fettsduregehalte
untersucht.

Fragestellungen:

e Beeinflusst die postnatale Erndhrung Frithgeborener gegeniiber
intrauterin erndhrten Reifgeborenen die Fettsdurezusammensetzung des
subkutanen Fettgewebes?

e Insbesondere, flihrt die Erndhrung ex-utero zu einem unphysiologischen
Anstieg des Gehaltes an LA und einem Absinken von ARA und DHA in
den Lipiden dieses Kompartiments?

e Sind diese Verdnderungen analog in den Lipiden anderer
Kompartimente zu finden:

o Plasma als Carrier von Triglyceriden zur Energieversorgung
sowie von Phospholipiden zur Strukturbildung anderer Organe
via Lipoproteine und als Abbild der hepatischen Sekretion und
parenchymalen Phospholipidzusammensetzung.

o Erythrozytenmembranen als potentieller Représentant anderer
durch Plasmalipide versorgter Zellen, insbesondere von

Gehirn, Auge (Retina) und Lunge.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 GERATE, CHEMIKALIEN UND LOSUNGSMITTEL

2.1.1 GERATE

Tabelle 9: Verwendete Gerite

Gerit

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,
1000ul

Eppendorf AG; Hamburg, Deutschland

Gaschomatograph, Agilent 7890A

Agilent Technologies; Santa Clara,
Vereinigte Staaten von Amerika

Gefrierschrank Electrolux -30°C

Electrolux AG (Medical
Refrigeration); Ziirich, Schweiz

Gefrierschrank SANYO -80°C

Stiehl Kilte-und Klimatechnik;
Tiibingen, Deutschland

Kiihlschrank (computer control cooler)

Robert Bosch GmbH; Gerlingen-
Schillerh6he, Deutschland

Magnetriihrer (Reacti-Therm III
Heating/Stirring module)

PIERCE; Rockford, USA

Massenspektrometrieanlage:

e TSQ Quantum — Discovery Max

e Quaterndre HPLC Pumpe, Finnigan
Surveyvor MS Pump Plus

e Automatischer Probenaufgeber -
Finnigan Surveyor Autosampler Plus

e Xcalibur 2.0.7 data acquisiton
software

Thermo Fisher Scientific GmbH;
Dreieich, Deutschland

Messzylinder Duran 25ml, 50ml, 500ml,
1000ml

DWK Life Sciences GmbH;
Wertheim/Main, Deutschland

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

Hamilton Company; Reno, Nevada,
USA
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Multidispenser Handy Step®S

Brand GmbH & CO KG; Wertheim,
Deutschland

System)

PEAPOD®(Infant Body Composition

Cosmed; Rome, Italy

Pyrex®-Rohrchen 16x100mm
WiederverschlieSbar

Thermo Fisher Scientific GmbH;
Dreieich, Deutschland

Vortex (Reax Top)- Riittler

Heidolph Instruments GmbH & CO.
KG; Schwabach, Deutschland

Zentrifuge (Megafuge 1.0)

Heraeus Holding GmbH; Hanau,

Deutschland
2.1.2 CEMIKALIEN
Tabelle 10: Verwendete Chemikalien
Reagenz Firma; Sitz Lagerung
13, 16, 19 Docosa- Larodan Fine Chemicals; Kiihlschrank (+4°C)
triensdure 10 pg/ml Monroe, Vereinigte Staaten
Toluol+Methanol
(3+1, v/iv)
Acetylchlorid Sigma Aldrich Chemie GmbH; | Raumtemperatur
Steinheim, Deutschland
Ammoniumacetat Sigma Aldrich Chemie GmbH; | Raumtemperatur

Steinheim, Deutschland

D4 — Cholinchlorid

CDN Isotopes; , Quebec,
Kanada

Raumtemperatur im
Vakuum

(interner Standard
MS-Analyse)

Alabama, USA

Kaliumcarbonat Merck KGaA; Darmstadt, Raumtemperatur im
Deutschland Vakuum
PC20:0/20:0 Avanti Polar Lipids; Alabaster, | Kiihlschrank (+4°C)
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2.1.3 LOSUNGSMITTEL

Tabelle 11: Verwendete Losungsmittel

Chemikalie Firma; Sitz Aufbewahrung
Butylhydroxytoluol Merck; Hohenbrunn, Raumtemperatur im
Deutschland Vakuum
Chloroform J.T. Baker; Gliwice Poland Raumtemperatur im
Sicherheitsschrank
Ethanol Merck KGaA; Darmstadt, Raumtemperatur im
Deutschland Sicherheitsschrank
Methanol Carl Roth GmbH; Karlsruhe, Raumtemperatur im
Deutschland Sicherheitsschrank
Toluol Merck KGaA; Darmstadt, Raumtemperatur im
Deutschland Sicherheitsschrank
Wasser, gereinigt Honeywell; Morristown, USA Raumtemperatur im
Sicherheitsschrank
2.2 VERBRAUCHSMATERIALIEN UND SOFTWARE
2.2.1 VERBRAUCHSMATERIALIEN
Tabelle 12: Verwendete Verbrauchsmaterialien
Material Firma; Sitz Methode
Eppendorf-Tubes Eppendorf AG; Hamburg, Primére Aufbewahrung
Deutschland von Proben
Glaspipette — Pasteur | WU MAINZ; Bamberg, Lipidextraktion
Pipetten Deutschland
GC Sidule (HP-88; 100 | Agilent Technologies; Gaschromatographie
mx0,25 mmx0,2 um) | Boblingen, Deutschland
Hilic Plus Séule Agilanet Technologies; Massenspektrometrie
Boblingen, Deutschland (polare Oberphase)
Kryo-Rohrchen Geiner Bio-One™; Probenkonservierung

Kremsmiinster, Osterreich
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Boblingen, Deutschland

Pipettenspitzen Eppendorf AG; Hamburg, Lipidextraktion
Deutschland
Polaris 3 Si-A Saule Agilent Technologies; Massenspektrometrie

(lipidhaltige Unterphase)

Verex™ Certified Phenomenex Ltd.; Massenspektrometrie
Vials 2ml Glass Aschaffenburg, Deutschland

Amber

Probengefille Neolab Migge GmbH, Aufbewahrung der
Borosilikatglas 4ml Heidelberg Deutschland Lipidextrakte

2.2.2 SOFTWARE

Tabelle 13: Verwendete Software

Software

Firma; Sitz

Agilent Chem Station

Agilent Technologies; Santa
Clara, USA

Programmierung des
Massenspektrometers

Massenpektrometer-
Software Xcalibur
2.0.7 data acquisiton
software

Thermo Fisher Scientific GmbH;
Dreieich, Deutschland

Kontrolle und
Verarbeiten der Daten

EndNote™ Bilaney Consultants GmbH; Zitierprogramm
Diisseldorf, Deutschland
ChemDraw 20.0 PerkinElmer; Waltham, USA Erstellung der
Strukturformeln
Jamovi Deskriptivstatistik

Microsoft Excel

Microsoft Corporation;
Redmont, USA

Erstellung der Grafiken

Dreieich, Deutschland

Microsoft Word Microsoft Corporation; Erstellung des
Redmont, USA schriftlichen Teils

Microsoft Word Microsoft Corporation; Formatierung der
Redmont, USA Grafiken

XCalibur 2.0.7 (2008) | Thermo Fisher Scientific GmbH; | Integration der Peaks
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2.3 METHODEN

2.3.1 STUDIENDESIGN

Als prospektive Beobachtungsstudie sollten insgesamt » = 21 Neugeborene auf die
Fettsdurezusammensetzung des subkutanen Fettgewebes, der Plasma-Triglyceride, der
Membranphospholipide der Adipozyten, sowie der Phospholipide von Blutplasma und
Erythrozytenmembranen untersucht werden. Die Berechnung der Stichprobengrofie
wurde unter der Annahme durchgefiihrt, dass die ARA- und DHA-Anteile des
Fettgewebe-PCs etwa die zuvor berichteten postnatalen Verdnderungen im PC des
Plasmas Frithgeborener wiederspiegeln (Bernhard et al., 2014).

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Universitdt Tiibingen genehmigt und
tragt die Projektnummer 006/2017BO1.

Die Einschlusskriterien und Gruppenverteilung zeigt Tabelle 14. Gruppe 1 setzte sich
zusammen aus (fast) Reifgeborenen (GA >34 + 0/7 SSW) (RG) mit OP-Indikation
innerhalb von 14 Tagen nach Geburt. Gruppe 2 setzte sich zusammen aus
Frithgeborenen (GA 23 + 0/7 bis 31 £ 0/7 SSW) (FG) mit OP-Indikation zum ET (+ 6
Wochen) und in Gruppe 3 wurden Frithgeborene mit Enterostoma aufgenommen (GA
23 £ 0/7 bis <32 + 0/7 SSW) (FG/E) mit OP-Indikation (postnatales Alter < 14 Tage)
und zum ET (£ 6 Wochen). Die primidre Studienhypothese lautete, dass sich die ARA-
und DHA-Anteile in Blut und Fettgewebe Frithgeborener von denen Reifgeborener
unterscheidet.

Unter Annahme einer Normalverteilung wurden fiir eine Varianzanalyse mit Post-hoc-
Test sieben Patienten pro Gruppe benétigt, um die primire Hypothese fiir DHA und
ARA zu testen (Power = 90%, Alpha = 2,5%). Das Signifikanzniveau Alpha 2,5 %
fiihrte bei zwei Tests (einen fiir DHA, einen fiir ARA) in derselben Kohorte zu einem

globalen Signifikanzniveau von 5 %. (Bockmann et al., 2021)
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Tabelle 14: Ubersicht der Teilnehmergruppen mit Einschluss- und Ausschlusskriterien

Gruppe Einschlusskriterien Ausschlusskriterien
Gruppe 1 Fast RG (GA >34 + 0/7 SSW) mit | Kindliche
OP-Indikation innerhalb von 14 Stoffwechselerkrankung,
Tagen nach Geburt genetische Erkrankung
- oder syndromale
Gruppe 2 FG (GA 23 £ 0/7 bis 31 £ 0/7
SSW) mit OP-Indikati ET Erkrankung, fehlendes
) mi -indikation zum schriftliches Einverstindnis
(£6 Wochen) der Eltern
Gruppe 3 FG (GA 23 +0/7 bis <32 £ 0/7

SSW) mit OP-Indikation
(postnatales Alter < 14 Tage) und
zum ET (£ 6 Wochen)

2.3.2 STUDIENABLAUF

Nach schriftlichem Einverstindnis der Eltern wurden die Studienpatienten und
studienspezifischen Proben pseudonymisiert. Intraoperativ wurden vom Chirurgen 1 - 3
Stiickchen subkutanen Fettgewebes von ca. 2x2x2 mm Grofle entnommen. Mit einer
sterilen Pinzette wurden die Proben in ein Kryo-Rohrchen tiberfiihrt, mit Schraubdeckel
verschlossen und in einem Fliissigstickstoff (—196°C) enthaltenden Dewargefal3
unmittelbar eingefroren. Die Proben wurden bis zur Analyse bei —80°C aufbewahrt.

Des Weiteren wurden im Rahmen klinisch indizierter, perioperativ notwendiger
Blutentnahmen ca. 200 uL EDTA-Blut zusitzlich entnommen. Dieses wurde
pseudonymisiert, bei 1000 U/min fiir 10 Minuten zentrifugiert, das Plasma getrennt vom
Erythrozytenpellet abpipettiert, beides getrennt bei —30°C eingefroren und innerhalb von
maximal 14 Tagen in einen —80°C Gefrierschrank transferiert. Dort erfolgte die
Aufbewahrung bis zur Analyse.

AuBerdem wurde im Rahmen der Studie perinatale Daten von Mutter und Kind erfasst.
Das waren beim Kind Korpermalle (Kopfumfang, Korperlinge, Korpergewicht) zum
Zeitpunkt der Geburt und Angaben zum Stoffwechselscreening, sowie bei der Mutter

Angaben zu Alter, Erndhrung, Vorerkrankungen und Medikamenten.
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2.3.2.1 STATISTISCHE AUSWERTUNG DER ERGEBNISSE

Der Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung ergab, dass die ARA-, DHA- und LA
Anteile nicht normalverteilt waren. Die Gruppenvergleich zwischen Gruppe 1 und
Gruppe 2 wurde mittels Wilcoxon-Mann-Whitney-Test durchgefithrt und die
Ergebnisse werden als Median und dem in Klammern stehenden Interquartilenrange
(25.-75. Perzentile) dargestellt. Der Zusammenhang zwischen LC-PUFA-Anteilen
(ARA, DHA und LA) und dem postnatalen Alter (PNA) wurde mittels Spearman-
Korrelation (Spearman’s Rho (p)) iiberpriift. Das Signifikanzniveau wurde bei p < 0,05
festgelegt. Fiir die statistische Analyse wurde Jamovi® verwendet. Die Visualisierung
der Ergebnisse (Balkendiagramm, Box-Plot-Diagramm und Streudigramm) erfolgte
mittels Excel 2023 (Microsoft Corporation, Redmont, USA) und das Formatieren der
Grafiken mittels Powerpoint 2023 (Microsoft Corporation, Redmont, USA).

2.3.3 LIPIDEXTRAKTION NACH BLIGH UND DYER

Fiir alle nachfolgend beschriebenen Arbeitsvorgénge gilt, dass im ersten Schritt die
verwendeten Glasgefdfle mit Methanol gespiilt wurden, um sie von Weichmachern und
Waschmittelresten, die das Ergebnis verfilschen konnten, zu befreien. Zur
Lipidextraktion des subkutanen Fettgewebes, des Blutplasmas und der Erythrozyten
wurde das Verfahren von Bligh&Dyer (Bligh and Dyer, 1959) angewandt. Im ersten
Schritt wird dazu in einem Glasgefdll (Pyrex®-Rdhrchen) 1 Teil wasserhaltige Probe
mit einem Uberschuss Methanol (3 Teile) und 1 Teil Chloroform zu einer terniren,
monophasischen Mischung homogenisiert. Um eine Oxidation poly-unsaturierter
Fettsdurereste der Lipide zu vermeiden, wurde zu Beginn der Extraktion
Butylhydroxytoluol (BHT) zugegeben. Zudem wurde deuteriertes Cholin (D4-Cholin)
als interner Standard zugegeben und aqua bidest. statt der originalen 0,9%igen
Kochsalzlosung verwendet, da Chlorid mit der massenspektrometrischen Analytik
interferiert. Die Standarde fiir Lipide (dieicosanoyl-PC (PC20:0/20:0) fiir PC) wurde,
ebenso wie n3-Docosatriensdure (22:3n-3 fiir Gaschromatographie), erst nach der
Extraktion zugefiihrt, weil diese mit der gaschromatographischen Fettsdureanalytik

interferieren. Nach 15 min bei 4°C wird dieses Gemisch mit 2400 pl Chloroform und
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wiissrige Losung im Uberschuss versetzt, kriftig geschiittelt und bei 1560 xg fiir 20 min
zentrifugiert. Es kommt dabei zur Trennung in eine lipidhaltige Chloroformphase
hoherer Dichte (Unterphase) und eine Wasser:Methanol-Phase mit hydrophilen

(wasserldslichen) Komponenten (Oberphase).

2.3.3.1 LIPIDEXTRAKTION DER FETTGEWEBEPROBEN

Tabelle 15: Lipidextraktion der Fettgewebeproben

Schritt Verfahren

1. 100 ul BHT-Stammlosung (20 mg Butylhydroxytoluol/ml Ethanol) +
700 ul Ethanol — 2,5 mg/ml BHT/Ethanol

2. Fettprobe (ca. 10-20 mg) + 5 ul BHT-Losung (20 mg/ml) + 800 pl aqua
bidest

Homogenisieren

+ 2400 ul Methanol + 800 pl Chloroform

Homogenisieren

Homogenisieren

+ 2400 ul Chloroform + 1600 pl aqua bidest

3
4
5.
6. 1 h Ruhezeit im Kiihlschrank
7
8
9

Homogenisieren

10. Zentrifugieren (3000 U/min (1560 xg), 20 min)

11. Oberphase in ein 4-ml-Vial transferieren
Unterphase in ein 4-ml-Vial iiberfithren und mit Chloroform:Methanol
(2+1) auf 4 ml auffiillen

Da das Antioxidans BHT in Wasser schwer 16slich ist, muss eine BHT-Alkohol-Ldsung
hergestellt werden, da BHT in Alkohol 16slich ist. Zur Herstellung der BHT-
Gebrauchslosung  wurden 100 ul  der BHT-Stammlosung, die 20 mg
Butylhydroxitulouol/ml Ethanol enthilt, mit 700 ul Ethanol in einem Pyrex®-Ro6hrchen
durchmischt. Stammlésung und Gebrauchslésung lagern beide im Kiihlschrank. Fiir die
spateren Berechnungen wurden die Fettproben mit einer analytischen Waage
abgewogen, das Gewicht notiert und zusammen mit der BHT-Gebrauchslésung und 800
ul aqua bidest in ein mit Schraubdeckel wiederverschlieBbares 10-ml-Glasrohrchen

gegeben. BHT verhindert die Oxidation ungesittigter Fettsduren und verhindert so ein
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Verfélschen der Messergebnisse. Mithilfe des Vortex-Riittlers wurde alles griindlich
homogenisiert, 2400 upl Methanol und 800 pl Chloroform hinzugefiigt und
homogenisiert. Dabei entstand ein terndres Gemisch. Nach 1 Stunde Ruhezeit im
Kiihlschrank (4°C) und abermaligem Homogenisieren, wurden 2400 pl Chloroform und
1600 pul aqua bidest hinzugegeben, homogenisiert und bei 1560 xg fiir 20 min
zentrifugiert. So kam eine Phasentrennung mit Chloroform (héhere Dichte) und Lipiden
in der Unterphase und mit aqua bidest, Methanol und den wasserldslichen Metaboliten
in der Oberphase, zustande. Das zwischen den Phasen liegende Proteinpellet fand in
dieser Arbeit keine Bedeutung. Die Lipid-Unterphase wurde vollstindig in ein 4-ml-
Vial gefiillt und mit Chloroform: Methanol (2+1) auf 4 ml aufgefiillt. Die Oberphase
wurde ebenfalls in ein 4-ml-Vial tiberfiihrt. (Bernhard, 2014a)

2.3.3.2 LIPIDEXTRAKTION DES BLUTPLASMA

Tabelle 16: Lipidextraktion des Blutplasmas

Schritt Verfahren
l. 15 mg D4-Cholinchlorid + 27,85 ml aqua bidest
— 3,75 mmolare D4-Cholinchlorid-Stammldsung
2. 50 ul D4-Cholinchlorid-Stammlésung + 6200 ul Wasser
— 30 pumolare D4-Cholin-Standard-Gebrauchslosung
3. Zubereitung BHT-Gebrauchslosung wie in Tabelle 15 unter Schritt 1
4. 5 pL BHT-Gebrauchslosung (2,5 mg/ml) + 25 pl MS-Plasma-

Standard + 50 pl D4-Cholin-Standard (30 pumol/l) + 50 pl Plasma +
700 ul aqua bidest

Homogenisieren

+ 2400 pl Methanol + 800 pl Chloroform

Homogenisieren

1 h Ruhezeit im Kihlschrank

A e B

Homogenisieren

10. + 2400 ul Chloroform + 1600 pl aqua bidest

1. Homogenisieren
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12. Zentrifugieren (3000 U/min (1560 xg), 20 min)

13. Oberphase in ein 4-ml-Vial transferieren
Unterphase in  ein  4-ml-Vial  iberflihren und  mit
Chloroform:Methanol (2:1) auf 4 ml auffiillen

Alle Schritte waren ab Schritt 3 identisch mit dem Verfahren der Lipidextraktion von
Fettgewebeproben. Zusitzlich musste im ersten Schritt eine 3,75 mmolare Ds-
Cholinchlorid-Stammlésung hergestellt werden. Dafiir wurden 15 mg D4-Cholinchlorid
abgewogen und in 27,85 ml MS-reinem Wasser (also aqua bidest) gelost. Diese 3,75
mmolare Ds-Cholinchlorid-Stammldsung wurde im Kiihlschrank gelagert. Im zweiten
Schritt wurde eine D4-Cholin-Standard-Gebrauchsldsung hergestellt. Dazu wurden 50
pl der Stammlésung mit 6200 ul aqua bidest in ein Pyrex®-Roéhrchen pipettiert. Es
wurde bei -32°C bis zu 17 Wochen aufbewahrt. Alles Losungen wurden vor Gebrauch

mit dem Riittler homogenisiert werden. (Bernhard, 2014c)

2.3.3.3 LIPIDEXTRAKTION DER ERYTHROZYTENMEMBRANEN

Tabelle 17: Lipidextraktion der Erythrozytenmembranen

Schritt Verfahren

1. Zubereitung der BHT-Gebrauchslosung (2,5 mg/ml) wie oben
beschrieben

5 ml aqua bidest in Pyrex-Réhrchen im Ultraschallbad 5 min entgasen

15 min im Kiihlschrank abkiihlen lassen

Sl Bl B

100 pl Blutkuchen hinzupipettieren

Homogenisieren

15 min Inkubationszeit im Kihlschrank

Homogenisieren

Zentrifugieren (4000 U/min (2773 xg), 20 min)

A B

Uberstand ruckartig abgieBen

10. Zugabe zum Erymembran-Pellet von:
25 ul BHT-Gebrauchslésung (2,5 mg/ml) + 100 ul MS-Standard + 700
ul aqua bidest
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11. Homogenisieren
12. +2400 ul Methanol + 800 pl Chloroform
13. Homogenisieren
14. 1 h Ruhezeit im Kiihlschrank
15. Homogenisieren
16. + 2400 ul Chloroform + 1600ul aqua bidest
17. Homogenisieren
18. Zentrifugieren (3000 U/min (1560 xg), 20 min)
19. Oberphase in ein 4-ml-Vial transferieren
Unterphase in ein 4-ml-Vial iiberfiihren und mit Chloroform:Methanol
(2:1) auf 4 ml auffiillen

Die Lipidextraktion der Erythrozytenmembranen setzte die Isolierung der Membranen

aus dem Erythrozytenpellet voraus, welches sowohl erythrozytires Plasma als auch

Blutplasma enthélt. 5 ml MS-reines Wasser wurden in ein Pyrex®-Rohrchen pipettiert,

im Ultraschallbad fiir 5 min entgast und anschliefend fiir 15 min im Kiihlschrank

abgekiihlt. Anschlieend wurden 100 pl Erythrozytenpellets hinzupipettiert, mit dem

Riittler homogenisiert und fiir 15 min im Kiihlschrank (4°C) inkubiert. Nach erneutem

Vortexen wurden die Proben bei 2773 xg fiir 20 min zentrifugiert und danach der

Uberstand ruckartig abgegossen. Die Probe (Erythrozytenmembranen) befand sich nun

am Boden des Pyrex®-Rohrchens. Es wurden 25 pl BHT-Gebrauchslosung (2,5

mg/ml), 100 ul MS-Standard (gebrauchsfertig aufbewahrt bei -32°C) und 700 pl aqua

bidest hinzugegeben. Alle weiteren Schritte gleichen den oben beschriebenen.
(Bernhard, 2014b)
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2.3.4 MASSENSPEKTROMETRISCHE ANALYSE
2.3.4.1 PRINZIP DER MASSENSPEKTROMETRIE

Massenspektrometrie bestimmt die Masse geladener Molekiile (Molekiil-Ionen), bzw.
Masse/Ladung (m/z), das heif3t die Masse dividiert durch die Anzahl der positiven oder
negativen Ladungen (Sonsmann, 2019). Organische Molekiille werden durch
Verdampfen und Anlegen einer hohen Spannung in die Gasphase iiberfiihrt, in der sie
ionisiert werden. Die Verdampfung wird durch direktes Verdampfen oder durch
Kopplung mit einem Gaschromatographen ermdglicht. In einem elektrischen oder
magnetischen Feld werden die Ionen anschlieend im Hochvakuum nach ihrer Ladung
separiert (Masse/Ladung [m/z], wobei z = 1 (Christie, 2019), z.B. m/z = 328 fiir
Docosahexaensdure). Das Aufteilungsmuster wird zur Identifikation der Molekiile
herangezogen (Sonsmann, 2019, Christie, 2019).

Die Tandemmassenspektrometrie koppelt zwei sequentielle m/z-Messungen, wobei
nach der ersten Messung die geladenen Molekiile eines m/z-Wertes mit einem
Kollisionsgas in charakteristische (,,diagnostische*) Fragmente zerlegt werden, deren
m/z anschlieend quantifiziert werden. Dies erhoht die Selektivitdt und Spezifitit,
sodass die Zielanalyte von Kontaminanten gleichen Molekulargewichts bzw. m/z
getrennt werden konnen (Gross, 2019d).

Ein Massenspektrometer besteht typischerweise aus drei Hauptkomponenten: einer
Ionenquelle, einem Analysator und einem Detektor (sieche Abb. 3). Wie oben
beschrieben wandelt die lonenquelle Molekiile in Ionen um (m/z). Die Blende
kontrolliert den Fluss der Ionen und stellt sicher, dass nur die gewiinschten Ionen in das
Massenspektrometer gelangen. Der Analysator besteht aus vier parallel angeordneten
Stabelektroden (Quadrupol-Analysator), welche ein elektrisches Feld erzeugen. Das
elektrische Feld kann so eingestellt werden, dass nur Ionen einer bestimmten Masse
durchgelassen werden, wohingegen andere lonen blockiert oder abgelenkt werden. Die
getrennten lonen werden vom Detektor detektiert, indem ihre elektrische Ladung erfasst

wird. (Zhou et al., 2012)
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Ionisation der Massentrennung der Ionen entsprechend
neutralen Molekiie  ihres m/z-Wertes
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Quadropol- Detektion der ausgewihlten Ionen
Stabsystem

Ionenquelle und
Blende

Abbildung 3: Prinzip eines Massenspektrometers (Schellenberg, 2017)

Aufbau eines Massenspektrometers mit lonenquelle und Blende, Quadrupol-Analysator
und Detektor

Wird der massenspektrometrischen Analytik ein Fliissigkeitschromatograph
vorgeschaltet, ist die Analyse von Stoffgemischen genauer, da die Substanzen eines
Gemisches und die Zielanalyte vorgetrennt werden (Collaboration et al., 2012). Das
Prinzip der Fliissigkeitschromatographie ist die Trennung zu untersuchender
Substanzen nach Ldslichkeit und Polaritit. Hierfliir werden in der Probe geldste
Substanzen auf einer Chromatographiesiule, welche mit stationirer Phase beschichtet
ist, durch eine mobile Phase zeitversetzt eluiert. Je nach Stiarke der Affinitdt zur
stationdren Phase gegeniiber der mobilen Phase benétigen die zu untersuchenden
Substanzen unterschiedlich viel Zeit fiir ihre Elution, die sogenannte Retentionszeit.
(Gross, 2019a)

Als Ionenquelle wurde die Elektrospray-lonisation (ESI), ein bei Atmosphérendruck
schonendes lonisationsverfahren entwickelt und hier verwendet. An die hocherhitzte
Spitze einer Metallkapillare, durch die die eluierten Komponenten mit mobiler Phase
flieBen, wird eine Gleichspannung angelegt, sodass am Ende der Kapillare die
Analytlosung positiv  oder negativ ionisiert ist. Die gleich geladenen
Losungsmitteltropfchen an der Spitze der Kapillare stoflen sich ab und treten als sich
immer feiner verteilendes Aerosol aus der Metallkapillare aus. Ein neutrales Triagergas

wird zur Unterstiitzung einer Verdampfung verwendet. Bei der Verdampfung nimmt
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der Radius der Tropfen so weit ab, dass freie Ionen in die Gasphase emittiert werden.
Durch die Potentialdifferenz und das Vakuum jenseits und im Innern der
Transferkapillare, werden die ionisierten Komponenten in das Vakuum des Analysators
geleitet. (Gross, 2019b)

Fiir alle Analysatoren gilt, dass elektrische, statische oder magnetische Felder erstellt
werden, mit denen die lonen interagieren. Damit diese Interaktion ungestort ist, miissen
die Ionen isoliert in der Gasphase, d. h. im Hochvakuum (1073 bis 10~7 mbar)
vorliegen. Die fiir diese Studie verwendete Triple-Quadrupol-Analytik (hier Thermo
TSQ Quantum Discovery Max) umfasst drei hintereinandergeschaltete Quadrupole
(Q1-Q3) (siche Abb. 4). Ein Quadrupol besteht aus zwei entgegengesetzten Dipolen,
die sich an den Ecken eines Rechtecks befinden und deren Pole abwechselnd
angeordnet sind. So besteht der Quadrupol-Analysator aus vier parallel angeordneten
Stdben, von denen die diagonal gegeniiberliegenden Stibe an den gleichen Pol einer
Radiofrequenz-Wechselspannungsquelle angeschlossen werden. Zudem wird eine
Gleichspannung angelegt. Die Ionen aus der lonenquelle flieBen parallel entlang der
Stabachsen und werden dabei von dem Stab mit der ihr entgegengesetzten Ladung
angezogen. Bei einem Zusammentreffen wiirden die Ionen neutralisiert werden. Bei
addquatem Verhiltnis der Radiofrequenz zur Spannung werden die Quadrupole
rechtzeitig umgepolt, sodass es nicht zu einem Zusammentreffen mit dem Stab kommt.
So schwingen die Ionen zwischen den Stidben, ohne sie zu beriihren. Durch die
unterschiedliche Masse relativ zur Ladung unter Anlegen der Gleichspannung kommt
es zur Massenselektion, da nur fiir einen kleinen m/z-Bereich lonen durchgelassen
werden. Q1 dient als Eintrittskanal und filtert die Ionen, die in den Q2 gelangen sollen,
anhand ihres m/z. Q2 enthélt eine Kollisionseinheit, in der die in Q1 ausgewdhlten
Ionen fragmentiert werden, indem sie mit neutralen Gasmolekiilen kollidiert werden
und so massenselektiv fragmentiert werden und dann an den Q3 weitergeleitet werden.
Q3 ist der Detektionsabschnitt, indem die fragmentierten lonen detektiert und analysiert

werden (siche Abb. 4). (Gross, 2019¢, Shi et al., 2012)
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1. Analysator Kollisionseinheit 2. Analysator Detektor
|

Hlo_\ /
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1. Quadrupol Ton 2. Quadrupol 3. Quadrupol

Abbildung 4: Schema eines Triple-Quadrupol-Analysator (Faktor et al., 2012)

Abgebildet ist ein Triple-Quadrupol-Analysator mit vorgeschalteter lonenquelle und
nachgeschaltetem Detektor.

Bei dem Triple-Quadrupole-Analysator unterscheidet man u.a. zwischen dem SRM-
Modus (selected reaction monitoring oder Produkt-lonen-Scan) und dem
Neutralverlust-Scan (,,neutral loss scan*). Im SRM-Modus gibt es zwei Stationen der
Massenselektion, wobei hierfiir die Masse festgelegt wird, sodass nur bestimmte lonen,
bzw. Fragmente die Analysatoren durchqueren kdnnen.

Wenn vom Molekiilion neutrale Fragmente abgespalten werden, nennt man das
Neutralverlust. Der Neutralverlust-Scan registriert Signale immer dann, wenn ein
bekannter Vorldufer unter definiertem Neutralverlust zerfillt. Im Gegensatz dazu wird
der Produkt-lonen-Scan zur Strukturaufklarung eingesetzt, wahrend der Neutralverlust-
Scan dazu dient, die Selektivitdt der analytischen Informationen zu verbessern (Gross,
2019d). Der Neutralverlust-Scan wurde verwendet, um die Phosphatidylethanolamin-

komponenten zu messen.
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2.3.5 PROBENAUFBEREITUNG ZUR MASSENSPEKTROMETRISCHEN
ANALYSE

2.3.5.1 WASSERLOSLICHE METABOLITEN DER OBERPHASE

Zur massenspektrometrischen (MS-) Analytik der Oberphase mit den wissrigen
Metaboliten des Blutplasmas wurde 200 pl Oberphase und 1000 pul Wasser zusammen
in ein MS-Vial pipettiert und durch Riitteln vermischt.

2.3.5.2 LIPIDHALTIGE UNTERPHASE
2.3.5.2.1 SUBKUTANES FETT

Zur MS-Analytik der Phospholipide des subkutanen Fettgewebes wurde 100 pl
Unterphase mit 1 ml Methanol:Chloroform:Wasser im Verhéltnis 38:60:2 verdiinnt.
Dann wurden 500 pl Unterphase mit 25 pl PC20:0/20:0-Standard verdiinnt.

2.3.5.2.2 BLUTPLASMA

Zur MS-Analytik der Phospholipide des Blutplasmas wurden 100 pl Unterphase mit
300 ul Methanol:Chloroform:Wasser (38:60:2) verdiinnt, entsprechend einer

Phospholipidkonzentration von 3 pmol/I.

2.3.5.2.3 ERYTHROZYTENMEMBRANEN

Zur MS-Analytik der Phospholipide der Erythrozytenmembran wurde 100 pl
Unterphase mit 1,5 ml Methanol:Chloroform:Wasser im Verhiltnis 38:60:2 verdiinnt.
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2.3.5.3 MS-ANALYSE DER LIPIDHALTIGEN UNTERPHASE

Die lipidhaltige Unterphase der oben beschriebenen Lipidextraktion wurde
fliissigchromatographisch in die Lipidklassen PC, PE, SM, Lyso-PC und Ceramid
getrennt. Fiir PC, SPM, CER und Lyso-PCs wurde das SRM-Untersuchungsverfahren mit
positiver lonisation angewandt. Die PEs dagegen wurden {iber den Neutralverlust-Scan
bestimmt (Bernhard et al., 2014). In Tabelle 18 sind Retentionszeiten der Lipide
aufgefiihrt:

Tabelle 18: Retentionszeiten der Lipide

Lipide Retentionszeit
(min)
Ceramide | 0,9
PE 1,2
Lyso-PE 1,5
PC 2,5
SM 3,3
Lyso-PC | 4,9

2.3.5.3.1 ISOTOPE UND ISOTOPENKORREKTUR

Isotope sind Atome, die im Atomkern gleich viele Protonen enthalten, sich aber in der
Anzahl der Neutronen unterscheiden. Durch die unterschiedliche Anzahl an Neutronen
ergibt sich eine unterschiedliche Atommasse. Im Mittel liegt zu 98,89 % das stabile
Kohlenstoffisotop '>C und zu 1,11 % das stabile '3C vor. Dadurch haben
kohlenstoffhaltige Molekiile eine mittlere Masse fiir die klassische Analytik, aber
mehrere monoisotopische Massen, von denen massenspektrometrisch nur eine
quantifiziert wird. Aus der Anzahl der Kohlenstoffatome einer Verbindung lassen sich
die Anteile der M+1 bis M+4-Massen, die mit der Anzahl der Kohlenstoffatome in einem
Molekiil steigen, berechnen. Das Messsignal (total ion counts=TICs), muss dann
substanzspezifisch um diesen '*C-Effekt korrigiert werden. (Pynn et al., 2011, Bernhard
et al., 2004)
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Mit internem Standard und Mengenangaben der Losungen liel3 sich die Konzentration
der vorhandenen Stoffe berechnen. Die Zusammensetzung der Stoffe wird in Mol%

angegeben.

2.3.6  GASCHROMATOGRAPHISCHE ANALYSE
2.3.6.1 PRINZIP DER GASCHROMATOGRAPHIE

Um die Fettsduren der Lipide zu analysieren, wurde Gaschromatographie (GC), in
diesem Fall ein Agilent 7820A (Agilent Technologies: Sana Clara, USA) verwendet.
Geridte zur GC bestehen aus einem (automatischen) Injektor (resp. Autosampler)
(Agilent 7693A Automatic Liquid Sampler, Santa Clara, USA), einer temperierbaren
Trennsdule mit Gas als mobiler Phase, einem Detektor sowie einem System zur
Datenerfassung und Auswertung.

Uber den Injektor wurde die Probe aufgezogen, verdampft und mit einem Trigergas,
hier Argon, versetzt. AnschlieBende wurde das Gemisch auf eine Trennséule
tibertragen. Da die Sdule nur eine Probenmenge von 0,01 pl benétigt, ist eine Split-
Injektion geeignet. Hierfiir gelangt ein Teil der verdampften Substanz nicht auf die
Kapillare, sondern wird durch das Splitventil abgelassen. Es wurde ein Splitverhéltnis
von 1:2 angewandt.

Die Trennsdule bestand aus Quarzglas. Bei niedriger Temperatur bindet das
Probengemisch an die Innenbeschichtung der Trennséule (stationdre Phase). Die Séule
befindet sich in einem Saulenofen, in dem die Temperatur erhoht werden kann (Tab.
23). Dabei verdampfen die Substanzen an ihrem charakteristischen Siedepunkt,
wodurch sie sequentiell eluiert werden. Vom Tragergas getragen gelangen sie in den
Detektor. Der Detektor war ein Flammenionisationsdetektor (FID). Bei der
Verbrennung der eluierten Substanz mit C-C oder C-H Bindungen entstehen Ionen im
Gas. Diese wurden vom FID ermittelt. Demnach héngt die Messung von der Anzahl der

C- und H-Atome der zu detektierenden Substanz ab. (Schmid, 2011)
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2.3.7 PROBENAUFBEREITUNG ZUR GC-ANALYSE
2.3.7.1 TRENNUNG DER TRIGLYCERIDE VON AMPHIPHILEN LIPIDEN

Tabelle 19: Trennung der Triglyceride durch Festphasenextraktion mittels Aminopropyl-

Silicasdule
Schritt Verfahren
1. 1,5 ml Plasma Unterphase in Pyrex®-Rohrchen
2. Eindampfen unter Stickstoff-Begasung bei 37°C
3. Spiilen der R6hrchen mit 500 pl Chloroform
4. Chloroform durch NH»-Sdule lassen und auffangen in ein 4-ml-Glasvial

Um die Neutrallipide der Plasma-Unterphase analysieren zu konnen, miissen sie von den
amphiphilen Lipiden getrennt werden. Aufgrund von Wechselwirkungen des polaren
Kieselgels in der Aminopropyl-Silicasdule (NH2-Sédule) mit den amphiphilen Lipiden
(Phospholipide, freie Fettsduren) werden diese an die Sdule gebunden. Die unpolaren
Triglyceride hingegen interagieren nicht mit der stationdren Phase und werden direkt
eluiert. Voraussetzung ist ein Losungsmittel, in dem alle Komponenten 16slich sind, aber
mit dem amphiphile Lipide nicht von der NH; -Propyl-Phase eluierbar sind (Chloroform).
Dazu wurden 1,5 ml Lipidphase (von 4 ml Gesamtvolumen aus 3,8 - 19,0 mg Fettgewebe)
in 12-ml-Reagenzglidser mit Schraubverschluss tiberfiihrt und das Losungsmittel bei 37°C
mit Stickstoff-Begasung eingedampft. Die eingedampften Pyrex®-Rohrchen wurden mit
500 pl Chloroform gelost und auf die Aminopropyl-Silicasdule pipiettiert und in einem
4-ml-Glasrohrchen aufgefangen. Das Probenréhrchen wurde 2x mit 250 pl Chloroform
nachgespiilt und die Aminopropyl-Silicaséule anschlieBend mit 3x1 ml Chloroform zur

Elution aller Neutrallipide gespiilt.
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2.3.7.2 VERESTERUNG DER LIPIDE DES PLASMAEXTRAKTS

Tabelle 20: Fettsdureveresterung des Plasmaextrakts zur gaschromatographischen

Analytik

Schritt Verfahren

1. 3 ml Plasmaextrakt bei 37 °C vollstindig eindampfen

2. Trockensubstanz + 200 ml Toluol:Methanol (1:4) + Riihrfischchen

3. 800 IST (wie oben) + 200 ul Acetylchlorid + 1 ml Toluol:Methanol
(1:4)

4. VerschlieBen und mischen

5. Inkubieren: 60 min, 100°C, Speed 8

6. Abkiihlen

7. + 5 ml 7,5%ige Kaliumcarbonatldsung (30 g K2CO3 in 400 ml H20)

8. Schiitteln 2 min (gut verschlossen!)

9. Zentrifugieren: 10 min (4000 U/min (2773 xg)); 25°C

10. Oberphase abpipettieren und Probe eindampfen bis sie trocken ist

11. Trockensubstanz + 100 pl Toluol:Methanol

12. Homogenisieren

13. Uberfiihrung in ein 2-ml-Glasvial

Um die PL von den TG zu trennen, lduft die Plasma-Unterphase wie unter unter 2.3.7.1
beschrieben, durch die Aminopropyl-Silicasdule. Fiir die Veresterung des Plasmaextrakts
wurde von diesem 3 ml bei 37°C vollstindig eingedampft. Zur Trockensubstanz wurden
200 ml Toluol:Methanol im Verhéltnis 1:4 gegeben. Zusammen mit Riihrfischchen
wurden 800 pl Interner Standard (IST), 200 pl Acetylchlorid und 1 ml Toluol:Methanol
(1:4) hinzupipettiert. Alle weiteren Schritte gleichen der Fettsdureveresterung des

Fettgewebeextrakts.
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2.3.7.3 VERESTERUNG DER LIPIDE DES FETTGEWEBE-EXTRAKTS

Die weiteren Schritte zur Veresterung der extrahierten Unterphase des subkutanen

Fettgewebes wurden im Zentrallabor durchgefiihrt.

Tabelle 21: Fettsdureveresterung des Fettgewebeextrakts zur gaschromatographischen

Analytik

Schritt Verfahren

1. Interner Standard (IST) = n3-Docosatriensdure (10 mg/ml) in
Toluol:Methanol (1:3) auf Raumtemperatur aufgewérmt

2. 2 ml IST + 200 pl Acetylchlorid + 50 pl Lipidextrakt

3. VerschlieBen und mischen

4, Inkubieren: 60 min, 100°C, Speed 8

5. Abkiihlen

6. + 5 ml 7,5%ige Kaliumcarbonatlésung (30 g K»CO3 in 400 ml H20)

7. VerschlieBen und 2 min schiitteln

8. Zentrifugieren: 10 min bei 4000 U/min (2773 xg); 25°C

0. Oberphase abpipettieren und Probe eindampfen bis sie trocken ist

10 Trockensubstanz + 100 pl Toluol:Methanol

11. Homogenisieren

12. Uberfiihrung in ein 2-ml-Glasvial

Um die Fettsduren komplexer Lipide gaschromatographisch zu detektieren, wurden sie
zu Methylestern umgeestert. Daflir wurde ein interner Standard aus cisl3,16,19-
Docosatriensdure (n3-Docosatrien), der in Methanol und Toluol gelost ist, verwendet.
Davon wurden unter dem Abzug 2 ml zusammen mit 200 pL. Acetylchlorid und 50 ul
Lipidextrakt in mit Methanol gespiilte 14-ml-Pyrex®-Rohrchen gegeben. Nachdem die
Losung homogenisiert wurde, wurden die PyrexrShrchen fiir 60 Minuten bei 100°C bei
Mischgeschwindigkeit 8 in den Heizblock gestellt. Nach dem Abkiihlen wurden 5 ml

7,5%tige wissrige Kaliumcarbonatlosung zur Losung hinzupipettiert, die Pyrex®--
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Rohrchen verschlossen, fiir 2 min von Hand geschiittelt und dann bei 2773 xg fiir 10 min
bei Raumtemperatur zentrifugiert. AnschlieBend wurde die Oberphase in ein
Glasrohrchen {iiberfiihrt und dann fast vollstindig eingedampft. Dazu wurden 100 pl
Toluol/Methanol gegeben, alles homogenisiert und die Losung in den Microglaseinsatz

eines 2-ml-Vials gegeben, was sodann mit einer Crimp-Zange verschlossen wurde.

2.3.74 GC-ANALYSE DER LIPIDE

Die Equilibrationszeit wurde auf 3 Minuten und die Temperatur auf 130°C bis maximal
220°C eingestellt (s. Tabelle 20). Es wurde eine Flussrate des Trigergases Helium von
3 ml/min eingestellt. So dauerte die Messung einer Probe 92 Minuten. Fiir jede
gemessene Substanz wurde eine Retentionszeit ermittelt (sieche Tab. 22). Anhand der
Retentionszeiten wurden die Peaks im Verhiltnis zum Abstand zum Standard und der
typischen Steigung der Eichkurve héndisch integriert und in ein Excel-basiertes Makro

eingetragen. So hat sich aus der Flache unter den Peaks die Konzentration ergeben.

Tabelle 22: Referenzfettsduren und ihre Charakteristika - gaschromatographische

Analyse

Hier abgebildet sind die gemessenen Fettsduren und ihre chemische Nomenklatur,
sowie die Retentionszeit und der Retentionsfaktor.

Referenzfettsiuren Chemische Retentionszeit  Retentionsfaktor
Nomenklatur (min)
Laurinsdure C12:0 11,368 0,203
Myristinsdure C14:0 15,611 0,280
Palmitinsdure Cl16:0 20,925 0,376
Palmitoleinsdure C16:1n-7 cis 22,466 0,404
Stearinsdure C18:0 26,808 0,482
Olsiure (OA) C18:1n-9 28,469 0,511
Linolsdure (LA) C18:2n-6 31,169 0,561
y-Linolensdure (GLA) C18:3-n6 33,172 0,598
Arachinséure C20:0 33,819 0,609
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a-Linolensédure (ALA) C18:3n-3 34,61 0,623

Cis-8,11,14- C20:3n-6 41,435 0,747
Eicosatriensédure

Behensdure C22:0 42,384 0,763
Arachidonsdure (ARA) C20:4n-6 43,452 0,783
Eicosapentaensdure (EPA)  C20:5n-3 49,031 0,880
Docosatetraensdure (DTA) C22:4n-6 55,783 1,000
Docosapentaensiure C22:5n-6 56,39 1,015
Docosapentaensdure C22:5n-3 58,944 1,060
Docosahexaensdure (DHA) C22:6n-3 63,475 1,142

Tabelle 23: Zeitabhingiger Temperaturanstieg der gaschromatographischen Methode

Die Analytlosung wurde in der Trennsdule sequentiell erhitzt und so, zur Messung der
Fettsduren, ein Verdampfen der Stoffe an ihrem charakteristischen Siedepunkt

herbeigefiihrt.

Zeit (min) | Temp. (°C)
1 130
26 176
37 186
58 190
92 220
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2.3.8 PEA-POD-UNTERSUCHUNG

Die PEA-POD®-Untersuchung wurde eingesetzt, um die Korperzusammensetzung (Fett

und fettfreie Masse) zu analysieren.

2.3.8.1 PRINZIP DER PEA-POD®-UNTERSUCHUNG

Mittels der schnell durchfiihrbaren, non-invasiven, schmerzfreien Untersuchung des
Luftverdrangungsplethysmographie- (Air-Displacement-Plethysmography ADP)
Systems, bekannt als PEA-POD®, ldsst sich die Korperzusammensetzung, insbesondere
der Korperfettanteil eines Menschen bestimmen. Der Luftverdrangungsplethysmograph
besteht aus zwei Kammern: einer Testkammer und einer Referenzkammer. Diese
Kammern sind durch eine Volumenveridnderung verursachende Membran getrennt, die in
beiden Kammern gleich grof3e, aber entgegengesetzte Volumendnderungen erzeugt. Die
Kalibrierung erfolgt, indem die Testkammer iiber ein Kalibrierventil mit einem bekannten
Referenzvolumen verbunden wird. Die Testkammer ist auf der Oberseite eines
beweglichen Wagens montiert, in dem sich auch die Referenzkammer, das
Kalibrierungsvolumen, die elektronischen Komponenten, der Computer, der Drucker, die
Tastatur und die Maus befinden. Beide Kammern bestehen aus klarem Acrylglas. Zudem
sind eine elektronische Waage und ein Bildschirm auf der Oberseite des Wagens
befestigt. Jede PEA-POD®-Untersuchung wird durch eine automatisierte
Systemkalibrierung eingeleitet. Dabei werden die mit den Volumenverdnderungen
verbundenen Druckédnderungen in beiden Kammern kontinuierlich iiberwacht und
aufgezeichnet. Diese Druckidnderungen iiberschreiten niemals 1 cm H.O. Wéhrend der
Kalibrierung wird die Testkammer geleert, und das Kalibrierventil bleibt zunédchst
geschlossen und wird dann gedffnet. Die wéhrend dieses Verfahrens aufgezeichneten
Druckinderungen und das bekannte Kalibriervolumen werden zur Durchfiihrung einer 2-
Punkt-Kalibrierung verwendet. Dies fiihrt zu einer linearen Beziehung zwischen dem
Verhéltnis der in den beiden Kammern aufgezeichneten Druckwerte und den
Volumeninderungen in der Testkammer. Die physikalische Grundlage zur Berechnung
von Volumina aus Druckmessungen basieren auf den unterschiedlichen
Verhaltensweisen von Luft unter isothermen und adiabatischen Bedingungen. Unter

isothermen Bedingungen bleibt die Lufttemperatur bei Volumenédnderungen konstant.
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Unter adiabatischen Bedingungen hingegen bleibt die Lufttemperatur bei
Volumeninderungen nicht konstant. Boyles Gesetz und das Poisson-Gesetz beschreiben
die Kompressibilitdtseigenschaften von Gasen unter isothermen bzw. adiabatischen

Bedingungen. Diese Gesetze lauten wie folgt:

Boyles Gesetz: P; /P, =V, /V;
Poissonsches Gesetz: P, /P, = (V,/V1)”

wobei P1 und V1 Druck und Volumen im Ausgangszustand und P2 und V2 Druck und
Volumen im Endzustand darstellen. Basierend auf diesen beiden Gleichungen muss es
fiir kleine Druckénderungen so sein, dass Luft unter isothermen Bedingungen etwa 40 %
kompressibler ist als unter adiabatischen Bedingungen. Da das PEA-POD®-System das
Volumen unter der Annahme misst, dass sich die gesamte Luft in der Testkammer
adiabatisch verhilt, wird automatisch eine Korrektur fiir die Luft durchgefiihrt, die
aufgrund der Oberfliche des getesteten Objekts oder Subjekts unter isothermen
Bedingungen gehalten wird. Eine Lungenvolumenkorrektur wird ebenfalls automatisch

durchgefiihrt, wenn lebende Probanden getestet werden. (Sainz and Urlando, 2003)

2.3.8.2 ABLAUF DER PEA-POD-UNTERSUCHUNG

Fir die PEA-POD®-Untersuchung wurde der entkleidete Sadugling, der an keinerlei
Gerétschaften angeschlossen sein durfte und keinerlei Fremdkdorper an sich haben sollte,
gewogen und dann in die vorgewidrmte Messkammer gelegt. Die Messung der
Korpervolumina dauerte 2 min. Mithilfe der Software des Gerétesystems wurde nun,
basierend auf dem Korpergewicht und Kdrpervolumen, der Anteil der Fettmasse an der
gesamten Korpermasse (Fettmasse %), die Fettmasse (in kg) und die fettfreie Masse (in

kg) berechnet.
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3 ERGEBNISSE

3.1 PUBLIKATION DER ERGEBNISSE

Die im Folgenden detailliert beschriebenen Ergebnisse wurden von der Arbeitsgruppe
unter dem Titel ,,Fatty acid composition of adipose tissue at term indicates deficiency of
arachidonic and docosahexaenoic acid and excessive linoleic acid supply in preterm
infants* in der Zeitschrift ,,European Journal of Nutrition* publiziert (Bockmann et al.,

2021).

3.2 DEMOGRAPHISCHE DATEN

Zwischen April 2017 und Maérz 2019 wurde in der Neonatologie des
Universititsklinikums Tiibingen an 120 Patienten mindestens eine chirurgische
Intervention durchgefiihrt. Bei 10 Patienten willigten die Eltern nicht ein, an der Studie
teilzunehmen. 33 Kinder konnten aufgrund von Ausschlusskriterien nicht in die Studie
aufgenommen werden, bei 43 war das Studienteam nicht liber eine anstehende Operation
informiert oder eine Probenentnahme war aus organisatorischen Griinden nicht
durchfiihrbar. Insgesamt 5 Patienten waren aufgeklért worden, aber eine Probenentnahme
ist nicht erfolgt (n» = 3) oder die entnommene subkutane Probe enthielt kein Fettgewebe

(n=2). In Tabelle 24 wird die Stichprobenverteilung ersichtlich.
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Tabelle 24: Stichproben-Charakteristik

Angabe der Werte als Median und Interquartilenabstand (25.-75. Perzentil).
Abkiirzungen: m méannlich, w weiblich, PMA postmenstruelles Alter, PNA postnatales
Alter.

Reifgeborene Friihgeborene Friihgeborene

mit
Enterostoma
Anzahl 16 12 3
Geschlecht (m/w) 9/7 11/1 2/1
Geburtsgewicht (g) 3015 907,5 730
(2740- (732,5- (485-920)
3432.5) 1118,8)
GA zur Geburt (Wochen) 38,2 26,6 27,3
(36,7-39,3) (25,4-27,9) (25,6-28,3)
PNA zur Operation 0,14 10 16
(Wochen) (0-0,68) (9,07-11,1) (15,9-18,9)
PMA zur Operation 38,3 36,6 44,1
(Wochen) (36,7-39,6) (35,4-38,4) (41,6-46,1)
Operationsindikation
Leistenhernie 0 11 0
Enterostomaverschluss 0 0 3
Hydrocele 0 1 0
Hydrocephalus 1 0 0
Omphalocele 4 0 0
Gastroschisis 3 0 0
Osophagusatresie 3 0 0
Zwerchfellhernie 1 0 0
Duodenalatresie 2 0 0
Zystisch 1 0 0
adenomatoide
Malformation der
Lunge (CCAM)
Spina bifida 1 0 0
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Die PEA-POD®-Untersuchung konnte an 8 Reifgeborenen und 9 Frithgeborenen
vorgenommen werden. Die restlichen Kinder erfiillten die
Untersuchungsvoraussetzungen nicht (entkleideter Korper ohne notwendige
Fremdmaterialen wie z.B. nasogastrale Sonden, respiratorische Unterstiitzungssysteme
oder Verbandsmaterial) oder der organisatorische Aufwand lie3 die Untersuchung nicht

Zu.

3.3 TEST AUF NORMALVERTEILUNG

Zur Uberpriifung der Normalverteilung wurde der Shapiro-Wilk-Test angewendet und
ergab, dass keine Normalverteilung der Fettsdurezusammensetzung vorliegt. Die

Ergebnisse sind Tabelle 25 zu entnehmen.

Tabelle 25: Test auf Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Test

Signifikanzniveau bei p < 0,05.
Abkiirzungen: ARA Arachidonsidure, DHA Docosahexaensdure, LA Linolsdure, n Anzahl
der Probanden, PC Phosphatidylcholin, PE Phosphatidylethanolamin, 7G Triglycerid
Fettgewebe Plasma Erythrozyten
(n=31) (n=30) n=29)
TG ARA p <0,001 ARA p <0,001

DHA p<0.001 DHA p<0,001
LA p=0007 LA p=0,15

PC ARA p=0001 ARA p=0,018 ARA p=0,009
DHA p=0,001 DHA  p<0,001 DHA p=0,006
LA p=064 LA p = 0,034 LA p=0,088
PE ARA p=056 ARA p=0,166 ARA p=0,869
DHA p=0073 DHA p=0,001 DHA p=0,098
LA p=0029 LA p=0,171 LA p=0,138
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3.4 ERNAHRUNG MIT PARENTERALER LIPIDEMULSION

Tabelle 26: Parenterale Lipidemulsion - Dauer und Dosis der Gabe

SMOFlipid®-  Omegaven®-  SMOFlipid®- Omegaven®-
Gabe (in d) Gabe (in d) Dosis Dosis
insgesamt insgesamt
(g’kg KG) (g/’kg KG)
Proband 1 28 20 35 14,2
Proband 2 20 21 33,3 18,7
Proband 3 32 36 54,4 35,9

Die Studiengruppe FG/E setzte sich lediglich aus drei Patienten zusammen und wurde
mit Abstand am langsten parenteral erndhrt. Die Kinder erhielten zundchst SMOFlipid®
und ab Auftreten von Symptomen einer Cholestase Omegaven® (siche Tab. 26). Die
Lipidzusammensetzung der parenteralen Fettemulsionen ist auf Seite 41 unter 1.5.2.3 und
in Tab. 8 beschrieben. Die Studiengruppe FG erhielt zwischen 4 - 7 d (ein Ausreifler
erhielt 13 d) SMOFlipid® mit einer Gesamtdosis zwischen 3,3 - 11,1 g/kg KG (17,6 g/kg

KG) und 0 d Omegaven®.
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3.5 FETTSAUREPROFIL DER TRIGLYCERIDE

Es erfolgt zunéchst die rein deskriptive Darstellung aller gemessenen Fettsduren der

Triglyceridfraktion in Fettgewebe und Blutplasma.
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Abbildung 5: Fettsdureprofil der Triglyceride

Fettsdureanteile der Triglyceride im Fettgewebe (A u. B) und im Plasma (C u. D)
Reifgeborener nach Geburt (RG; dunkelgrau), Friihgeborener zum ET (FG; mittelgrau)
und Frithgeborener mit Enterostoma zum ET (FG/E; weil}). Dargestellt sind die Mediane
(sowie 25./75. Perzentile) als molarer Anteil (in Mol%) dieser Fettsduren an allen
Fettsduren der Triglyceride. Die Gruppe Frithgeborener mit Enterostoma setzt sich
lediglich aus 3 Probanden zusammen und ist daher nur als Median dargestellt. Die
Fettgewebe- und Plasmaproben wurden im Rahmen klinisch indizierter Operationen
innerhalb + 6 Wochen des ET entnommen. Reifgeborene (Fett n = 16, Plasma n = 16),
Frithgeborene (Fett n = 12, Plasma n =9), Frilhgeborene mit Enterostoma, die prolongiert
parenterale Erndhrung erhielten (n = 3). Abkiirzungen: ALA y-Linolensdure, ARA
Arachidonsdure, DHA Docosahexaensdure, EPA Eicosapentaensdure, ET errechneter
Entbindungstermin, FG Frithgeborene, FG/E Friihgeborene mit Enterostoma, LA
Linolsiure, O4 Olsiure, RG Reifgeborene, TG Triglyceride
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In der Verteilung der Fettsdureanteile der TG im Fettgewebe (Abb.: 5, A u. B) und im
Blutplasma (Abb.: 5, C u. D) Reifgeborener (RG), Frithgeborener (FG) und
Frithgeborener mit Enterostoma (FG/E) gab es keine prinzipiellen Unterschiede. Im
Fettgewebe RG hatte Palmitinsdure (C16:0) den groBten Anteil der TG, gefolgt von
Olsiure (C18:1n-9, OA) und Palmitoleinsiure (C16:1). Bei den Frijhgeborenen FG ist es
Olsiure, gefolgt von Palmitin- und dann Linolsiure (C18:2n-6, LA). Die Gruppe FG/E
setzte sich lediglich aus drei Patienten zusammen und ist nachfolgend nur deskriptiv
beschrieben. Hier war auffallig, dass der EPA- und der DHA-Anteil im Vergleich mit RG
und FG um ein Vielfaches erhoht war, was auf die Zusammensetzung der parenteralen
Lipidemulsion zuriickzufiihren ist. Dauer und Dosis der Fettemulsionen-Gabe ist Tab. 26
zu entnehmen.

Die Fettsdureanteile in den Triglyceriden des Blutplasmas wurden in allen drei Gruppen
dominiert von Palmitinsiure, Olsiure und Linolsiure. Auffillig ist der geringere LA-
Anteil RG und der geringe OA-Anteil, aber deutlich hherer EPA- und DHA-Anteil
FG/E.
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3.6 PROFIL DER MOLEKULAREN SPEZIES VON PHOSPHATIDYLCHOLIN

Auch hier erfolgt zunichst die deskriptive Darstellung der molekularen Spezies von

Phosphatidylcholin.
40 1 A: Fettgewebe
EFG
30 A
=< - OFG
2 -
=20 - OFG/E
S
X
©
L
10 -
C18:1n-9 (OA) (C18:2n-6 (LA) C20:4n-6 (ARA) C20 5n-3 (EPA) 022 6n-3 (DHA)
60 1 B: Plasma
50 ERG
=40 : OFG
5" |
<5 | OFGIE
S
v
© 20 -
LI- .
10 +
0 . ~ [ i

C18:1n-9 (OA) C18:2n-6 (LA) C20:4n-6 (ARA) C20:5n-3 (EPA) C22 6n-3 (DHA)

76



40 1 C: Erythrozyten
ERG
30 A N
<3 ] OFG
S
‘520 i O FG/E
o
£
©
L
10
0 | | 0 M

C18:1n-9 (OA) C18:2n-6 (LA) C20:4n-6 (ARA) C20:5n-3 (EPA) C22 6n-3 (DHA)
Abbildung 6: Profil der molekularen Spezies von Phosphatidylcholin

Das Verteilungsmuster der molekularen Spezies von Phosphatidylcholin (PC) im
Fettgewebe (A), im Plasma (B) und in Erythrozyten (C) Reifgeborener nach Geburt
(RG), Frithgeborener (FG) zum ET und Frithgeborener mit Enterostoma (FG/E) zum ET,
welche parenteral erndhrt wurden. Die Daten sind molare Prozentsitze der PC-
Untergruppen im Verhiltnis zum Gesamt-PC in Mol% und werden im Siulendiagramm
als Median (sowie 25./75. Perzentile) dargestellt. Die Gruppe Frithgeborener mit
Enterostoma setzt sich lediglich aus 3 Probanden zusammen und ist daher nur als Median
und Box dargestellt. Die Fettgewebe- und Plasmaproben wurden im Rahmen klinisch
indizierter Operationen innerhalb £ 6 Wochen des ET entnommen. Reifgeborene (Fett
n = 16, Plasma und Erythrozyten n = 16), Friithgeborene (Fett n = 12, Plasma n = 9,
Erythrozyten n = 8), Frithgeborene mit Enterostoma, die parenterale prolongiert
Erndhrung erhielten (n = 3). Abkiirzungen: ARA Arachidonsidure, DHA
Docosahexaensdure, EPA Eicosapentaensdure, ET errechneter Entbindungstermin, FG
Friihgeborene, FG/E Friihgeborene mit Enterostoma, LA Linolsdure, O4 Olsiure, PC
Phosphatidylcholin, RG Reifgeborene

Das Verteilungsmuster der molekularen Spezies von PC jeweils in Fettgewebe (Abb. 6,
A), Plasma (Abb., B) und Erythrozyten (Abb. 6, C) der drei Gruppen RG, FG, FG/E ist
in Abbildung 6 dargestellt. Zwischen den unterschiedlichen Kompartimenten
Fettgewebe, Plasma und Erythrozyten gab es keine grundsitzlichen Unterschiede der
Verteilung der Molekiilspezies. Aufféllig war der im Fettgewebe geringere Anteil LA-
haltiger PC-Spezies am Gesamt-PC bei RG und FG/E im Vergleich zu FG, sowie der um
ein Vielfaches hoherer Anteil EPA- und DHA-haltiger PC-Spezies am Gesamt-PC bei
FG/E, welche langfristig parenteral erndhrt wurden. Das Gleiche galt fiir LA, EPA und
DHA im Plasma und Erythrozyten. Im Plasma war der Anteil OA-haltiger PC-Spezies

am Gesamt-PC um etwa ein Drittel geringer als im Fettgewebe oder den Erythrozyten.
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Prinzipiell galt fiir alle Kompartimente, dass der Anteil ARA- und DHA-haltiger PC-
Spezies am Gesamt-PC bei RG grofler war als bei FG. Dafiir war der Anteil LA-haltiger
PC-Spezies bei FG grofer als bei RG.

3.7 PROFIL DER MOLEKULAREN SPEZIES VON
PHOSPHATIDYLETHANOLAMIN

Wie zuvor erfolgt zunéchst die rein deskriptive Darstellung der molekularen Spezies von

Phosphatidylethanolamin.
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Abbildung 7: Profil der molekularen Spezies von Phosphatidylethanolamin

Das Verteilungsmuster der molekularen Spezies von Phosphatidylethanolamin (PE) im
Fettgewebe (A), im Plasma (B) und in Erythrozyten (C) Reifgeborener nach Geburt
(RQG), Frithgeborener (FG) zum ET und Frithgeborener mit Enterostoma (FG/E) zum ET,
welche parenteral erndhrt wurden. Die Daten sind molare Prozentsidtze der PE-
Untergruppen im Verhéltnis zum Gesamt-PE in Mol% und werden im Siulendiagramm
als Median (sowie 25./75. Perzentile) dargestellt. Die Gruppe Friihgeborener mit
Enterostoma setzt sich lediglich aus 3 Probanden zusammen und ist daher nur als Median
und Box dargestellt. Die Fettgewebe- und Plasmaproben wurden im Rahmen klinisch
indizierter Operationen innerhalb = 6 Wochen des (geplanten) ET entnommen.
Reifgeborene (Fett n = 16, Plasma und Erythrozyten n = 16), Frithgeborene (Fett n =12,
Plasma n = 9, Erythrozyten n = 8), Frilhgeborene mit Enterostoma, die prolongiert
parenterale Erndhrung erhielten (n = 3). Abkiirzungen: ARA Arachidonsdure, DHA
Docosahexaensdure, EPA Eicosapentaensdure, ET errechneter Entbindungstermin, FG
Friihgeborene, FG/E Friihgeborene mit Enterostoma, LA Linolsiure, OA Olsiure, PE
Phosphatidylethanolamin, RG Reifgeborene

Das Verteilungsmuster der molekularen Spezies von PE jeweils in Fettgewebe (Abb. 7,
A), Plasma (Abb. 7, B) und Erythrozyten (Abb. 7, C) der drei Gruppen RG, FG, FG/E ist
in Abbildung 7 dargestellt. In den unterschiedlichen Kompartimenten Fettgewebe,
Plasma und Erythrozyten gab es keine grundsatzlichen Unterschiede der Verteilung der
Molekiilspezies. Auffillig war, dass in allen drei Kompartimente Fettgewebe, Plasma und
Erythrozyten, der Anteil ARA-haltiger PE-Spezies am Gesamt-PE am gréf3ten war. Dabei
hatten RG mehr ARA als FG und in Plasma und Erythrozyten auch mehr als FG/E. Im
Vergleich mit den PCs war der Anteil ARA- und DHA-haltiger PE-Spezies am Gesamt-
PE in allen Kompartimenten gro3er und der Anteil LA-haltiger PE-Spezies geringer als
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in PCs. Zwischen den Gruppen deckten sich die Ergebnisse mit denen der PCs. RG hatten
weniger LA, aber mehr ARA und DHA (auf3er im Plasma) als FG.

3.8 VERGLEICH VON ARA, DHA UND LA IM FETTGEWEBE VON REIF- UND

FRUHGEBORENEN
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Abbildung 8: Fettsdureanteile im Fettgewebe

Unterschiede der mehrfach ungesittigten Fettsduren ARA, DHA und LA in TGs, PCs
und PEs im Fettgewebe Reifgeborener nach Geburt (RG; dunkelgrau), Friihgeborener
zum ET (FG; mittelgrau) und Friihgeborener mit Enterostoma zum ET, die parenteral
erndhrt wurden (FG/E; hellgrau). A-C: ARA-, DHA- und LA-Anteile der TG im
Fettgewebe. Die Daten zeigen den molaren Anteil (in Mol%) dieser Fettsduren an allen
Fettsduren der Triglyceride und werden als Mediane mit der 25./75. Perzentile mittels
Boxplot dargestellt. D-F: Anteil von ARA-, DHA- und LA-haltigen PC-Spezies am
Gesamt-PC im Fettgewebe. G-I: Anteil von ARA-, DHA- und LA-haltigen PE-Spezies
am Gesamt-PE im Fettgewebe. Die Daten sind molare Prozentsitze der PC/PE-
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Untergruppen im Verhéltnis zum Gesamt-PC/PE in Mol% und werden als Boxplot
dargestellt. Hierbei markiert die untere Begrenzung der Box das 25. Perzentil, der mittlere
Strich den Median und die obere Begrenzung das 75. Perzentil. Die ,,Whiskers* stellen
das Minimum, bzw. das Maximum dar. Alle Fettgewebeproben wurden im Rahmen
klinisch indizierter Operationen innerhalb = 6 Wochen des ETs entnommen.
Reifgeborene (n= 16), Frithgeborene (n = 12), Frilhgeborene mit Enterostoma, die
prolongiert parenterale Erndhrung erhielten (n = 3). Abkiirzungen: ARA Arachidonsdure,
DHA Docosahexaensdure, ET errechneter Entbindungstermin, FG Frithgeborene, FG/E
Friilhgeborene mit Enterostoma, LA Linolsdure, PC Phosphatidylcholin, PE
Phosphatidylethanolamin, RG Reifgeborene, 7G Triglyceride

3.8.1 ARA-, DHA- UND LA-ANTEIL DER TRIGLYCERIDE IM FETTGEWEBE

Der ARA- und DHA-Anteil im Fettgewebe als Speicherorgan Reifgeborener (RG) bei
Geburt war groBer als der Frithgeborener (FG) zum errechneten Entbindungstermin (ET)
(sieche Ab. 8, A, B).

Der ARA-Anteil der Fettsduren der Triglyceride im Fettgewebe von RG betrug 1,04 %
(0,98 - 1,14) und somit groBer als bei FG zum ET (0,76 % (0,67 - 0,84), p <0,001). Auch
der DHA-Anteil der Fettsduren der Triglyceride im Fettgewebe von RG war mit 1,12 %
(0,87 - 1,41) groBer als bei FG zum ET (0,61 % (0,44 - 0,82), p = 0,003).

Im Vergleich zu RG und FG war in der Gruppe der FG/E, welche parenteral erndhrt
wurde, war der ARA-Anteil der Fettsduren der Triglyceride im Fettgewebe mit 0,67 %
(0,58 - 0,68) (siche Abb. 8, A) am geringsten, wohingegen der DHA-Anteil mit 3,15 %
(2,06 - 3,88) am grofBten war (sieche Abb. 8, B). Die Gruppe der FG/E wird in dieser
Gruppe zwar in Boxplots dargestellt und beschrieben, da sie sich jedoch lediglich aus 3
Probanden zusammensetzt, ist die hieraus abgeleitete Statistik nicht reprdsentativ. Das
gilt im Folgenden fiir alle Boxplots der Gruppe FG/E. Im Gegensatz zu den geringeren
ARA- und DHA-Anteilen der FG zum ET im Vergleich zu RG bei Geburt steht der
hohere LA-Anteil der Fettsduren der Triglyceride der FG zum ET mit 10 % (9,3 - 11,9)
(siehe Abb. 8, C). RG hatten lediglich einen LA-Anteil von 2,96 % (2,48 - 3,6) (p <
0,001). Der LA-Anteil bei parenteral erndhrten FG (FG/E) betrug 9,33 % (8,97 - 10,85)
(sieche Abb. 8, C).
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3.8.2 ANTEIL ARA-, DHA- UND LA-HALTIGER PHOSPHATIDYLCHOLIN-
SPEZIES IM FETTGEWEBE

Ebenso wie in den TG machten die ARA- und DHA-haltigen PC-Untergruppen bei RG
nach Geburt einen grofleren Anteil am Gesamt-PC als bei FG zum ET aus (sieche Abb. 8,
D, E). Der Anteil von ARA-PC am Gesamt-PC im Fettgewebe betrug bei RG nach Geburt
15,7 % (14,7 - 20,5), bei FG zum ET 13 % (12,5 - 14,1) (p <0,001). Auch der Anteil von
DHA-PC am Gesamt-PC war bei FG zum ET mit 2,46 % (2,31 - 2,92) geringer als bei
RG nach Geburt (3,4 % (3,03 - 4,02) (p <0,001). Dagegen hatten FG zum ET mit 33,7
% (28,4 - 35,3) einen deutlich groBeren Anteil LA-PC am Gesamt-PC als RG mit 20,8 %
(15,7 - 26,6) (p < 0,001) nach Geburt.

Bei FG/E, welche parenteral erndhrt wurden, war der Anteil von ARA-PC am Gesamt-
PC mit 13,84 % (12,1 - 14,5) dhnlich groB wie bei FG zum ET, der DHA-PC-Anteil war
mit 6,78 % (3,94 - 6,81) deutlich groBer als bei FG zum ET. Fiir LA-PC von FG/E fanden
wir einen Anteil von 23,1 % (20,96 - 31,63) am Gesamt-PC.

3.8.3 ANTEIL ARA-, DHA- UND LA-HALTIGER PE-SPEZIES IM FETTGEWEBE

Die Ergebnisse fiir die PE-Spezies unterscheiden sich nicht grundsétzlich von denen der
Triglyceride und PCs. Die ARA- und DHA-Untergruppen im Fettgewebe von RG nach
Geburt machten einen grofleren Anteil am Gesamt-PE als bei FG zum ET aus (siehe Abb.
8, G, H). RG nach Geburt wiesen mit 37,3 % (34,8 - 40,6) einen hoheren Anteil von
ARA-PE am Gesamt-PE auf als FG zum ET mit 30,7 % (28,6 - 32,9) (p <0,001).
Ahnlich wie bei ARA-PE fanden wir fiir DHA-PE bei RG nach Geburt mit 12,2 % (10,8
- 14,0) vs. 7,64 % (6,71 - 9,47) (p < 0,001) groBere Anteile als bei FG zum ET. Im
Gegensatz dazu hatten FG zum ET einen Anteil von LA-PE am Gesamt-PE von 31,9 %
(28 - 34,4) und damit etwa doppelt so viel wie RG mit 14 % (13,1 - 18,5) (p < 0,001)
(sieche Abb. 8, I).

Der Anteil von ARA-PE am Gesamt-PE von parenteral erndhrten FG/E war etwas grof3er
als bei FG (36,29 % (29,11 - 37,82)). Der Anteil von DHA-PE im Fettgewebe von FG/E
war mit 13,35 % (13,06 - 18,88) deutlich groBer als bei FG zum ET. Der Anteil von LA-
PE von parenteral erndhrten FG/E zum ET betrug 17,24 % (16,13 - 19,11) (siche Abb. 8§,

).
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3.8.4 DARSTELLUNG VON ARA, DHA UND LA IM FETTGEWEBE IN
ABHANGIGKEIT VOM POSTNATALEN ALTER
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Abbildung 9: Darstellung von ARA, DHA und LA im Fettgewebe in Abhingigkeit vom

PNA

Darstellung der Anteile der mehrfach ungesittigten Fettsdauren ARA, DHA und LA in
TGs, PCs und PEs im Fettgewebe Reifgeborener nach Geburt (RG; schwarze Kreise)
und Friihgeborener zum ET (FG; grau gefiillte Dreiecke) in Abhéngigkeit vom
postnatalen Alter (PNA)(in Wochen). A-C: Darstellung der ARA-, DHA- und LA-
Anteile der TG im Fettgewebe in Abhingigkeit vom PNA. Die Daten zeigen den molaren
Anteil (in Mol%) dieser Fettsduren an allen Fettsduren der Triglyceride. D-F: Darstellung
der Anteile von ARA-, DHA- und LA-haltigen PC-Spezies am Gesamt-PC im
Fettgewebe in Abhingigkeit vom PNA. G-I: Darstellung der Anteile von ARA-, DHA-
und LA-haltigen PE-Spezies am Gesamt- PE im Fettgewebe in Abhingigkeit vom PNA.
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Die Daten sind molare Prozentsdtze der PC/PE-Untergruppen im Verhéltnis zum Gesamt-
PC/-PE in Mol%. Alle Fettgewebeproben wurden im Rahmen klinisch indizierter
Operationen innerhalb = 6 Wochen des ET entnommen. Reifgeborene (n = 16),
Frithgeborene (n = 12). Abkiirzungen: ARA Arachidonséure, DHA Docosahexaensdure,
ET errechneter Entbindungstermin, FG Friihgeborene, LA Linolsdure, PC
Phosphatidylcholin, PE Phosphatidylethanolamin, PNA Postnatales Alter, RG
Reifgeborene, 7G Triglyceride, p (Rho) Spearmans-Korrelationskoeffizient, p
Signifikanzniveau

Folgende Parameter des Fettgewebes zeigten negative Korrelationen mit dem PNA:

a) Anteil von ARA-TG im Fettgewebe (p = —0,76, p < 0,001) (siche Abb. 9A),

b) Anteil von DHA-TG im Fettgewebe (p = —0,54, p = 0,003) (siche Abb. 9B),

¢) Anteil von ARA-PC am Gesamt-PC im Fettgewebe (p =—0,35, p = 0,067) (siche Abb.
9D),

d) Anteil von DHA-PC am Gesamt-PC im Fettgewebe (p =—0,73, p <0,001) (siche Abb.
9E),

e) Anteil von ARA-PE am Gesamt-PE im Fettgewebe (p = —0,56, p 0,002) (siche Abb.
9G),

f) Anteil von DHA-PE am Gesamt-PE im Fettgewebe (p = —0,796, p < 0,001), (siche
Abb. 9H).

Im Gegensatz hierzu zeigten die LA-Anteile im Fettgewebe eine positive Korrelation mit
dem PNA:

a) Anteil von LA-TG im Fettgewebe (p = 0,83, p <0,001) (siche Abb. 9C),

b) Anteil von LA-PC am Gesamt-PC im Fettgewebe (p = 0,75, p < 0,001) (siche Abb.
9F),

c¢) Anteil von LA-PE am Gesamt-PE im Fettgewebe (p = 0,8, p <0,001) (siche Abb. 9I).
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3.9 VERGLEICH VON ARA, DHA UND LA IM BLUTPLASMA VON REIF- UND

FRUHGEBORENEN
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Abbildung 10: Fettsdureanteile im Blutplasma (Bockmann et al., 2021)

Unterschiede der mehrfach ungesittigten Fettsduren ARA, DHA und LA in TGs, PCs
und PEs im Plasma Reifgeborener nach Geburt (RG; dunkelgrau), Friihgeborener zum
ET (FG; mittelgrau) und Frithgeborener mit Enterostoma zum ET, die parenteral erndhrt
wurden (hellgrau). A-C: ARA-, DHA- und LA-Anteile der TG im Fettgewebe. Die Daten
zeigen den molaren Anteil (in Mol%) dieser Fettsduren an allen Fettsduren der
Triglyceride und werden als Mediane mit der 25./75. Perzentile mittels Boxplot
dargestellt. D-F: Anteil von ARA-, DHA- und LA-haltigen PC-Spezies am Gesamt-PC
im Fettgewebe. G-I: Anteil von ARA-, DHA- und LA-haltigen PE-Spezies am Gesamt-
PE im Fettgewebe. Die Daten sind molare Prozentsitze der PC/PE-Untergruppen im
Verhiltnis zum Gesamt-PC/PE in Mol% und werden als Boxplot dargestellt. Hierbei
markiert die untere Begrenzung der Box das 25. Perzentil, der mittlere Strich den Median
und die obere Begrenzung das 75. Perzentil. Die ,,Whiskers® stellen das Minimum, bzw.
das Maximum dar. Alle Fettgewebeproben wurden im Rahmen klinisch indizierter
Operationen innerhalb = 6 Wochen des ETs entnommen. Reifgeborene (n = 16),
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Frithgeborene (n = 9), Frilhgeborene mit Enterostoma, die parenterale Erndhrung
erhielten (n = 3). Abkiirzungen: ARA Arachidonsdure, DHA Docosahexaensdure, ET
errechneter Entbindungstermin, FG Frithgeborene, F'G/E Friihgeborene mit Enterostoma,
LA Linolsaure, PC Phosphatidylcholin, PE Phosphatidylethanolamin, RG Reifgeborene,
TG Triglyceride

3.9.1 ARA-, DHA- UND LA-ANTEIL DER TRIGLYCERIDE IM BLUTPLASMA

Im Blutplasma RG war der ARA-und DHA-Anteil der Fettsduren der Triglyceride grof3er
als bei FG (sieche Abb. 10, A, B). Bei RG nach Geburt betrug der ARA-Anteil der TGs
im Blutplasma 3,76 % (2,81 - 6,07), bei FG zum ET war er mit 2,96 % (2,67 - 3,32)
geringer (p = 0,003) (siche Abb. 10, A). Ahnliches galt fiir DHA: RG nach Geburt hatten
mit 1,92 % (0,97 - 2,23) groBBere DHA-Anteile als FG zum ET (0,81 % (0,63 - 0,85)) (p
= 0,003) (siche Abb. 10, B). Die parenteral erndhrten FG/E wiesen einen ARA-Anteil
von 2,52 % (2,52 - 8,6) und einen deutlich gréBeren DHA-Anteil als FG von 4,06 % (2,84
- 6,35) (siche Abb. 10, A u. B) auf.

Der LA-Anteil der TGs im Blutplasma war bei RG am geringsten (14,6 % (12,6 - 18,0)),
gefolgt von den FG (20,8 % (19,6 - 23,6)) (p = 0,042) und den parenteral erndhrten FG/E
welche mit 23,8 % (16,46 - 28,26) den groBten LA-Anteil der TGs des Blutplasmas
besallen (siche Abb. 10, C).

3.9.2 ANTEIL ARA-, DHA- UND LA-HALTIGER PC-SPEZIES IM BLUTPLASMA

Ebenso wie in den TGs des Blutplasmas, machten die ARA- und DHA-PC-Untergruppen
im Blutplasma von RG nach Geburt einen grofleren Anteil am Gesamt-PC aus als bei FG
zum ET (siehe Abb. 10, D, E).

Der Anteil von ARA-PC am Gesamt-PC betrug bei RG nach Geburt 26,7 % (21,3 - 32,5)
und bei FG zum ET 20,7 % (19,1 - 22,3) (p = 0,023). Auch der DHA-PC-Anteil war bei
RG nach Geburt mit 8,16 % (7,18 - 12,5) gréBer als bei FG zum ET (6,38 % (5,82 - 7,02))
(p = 0,003). Der Anteil von ARA-PC am Gesamt-PC der parenteral erndhrten FG/E war
zum ET mit 16,52 % (16,45 - 17,53) kleiner als bei RG und FG. Dagegen war er fiir DHA
mit 13,79 % (8,88 - 15,51) deutlich groBer als bei FG (siehe Abb. 10, D, E).
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Ahnlich wie bei LA-TG fanden wir bei FG zum ET mit 48,4 % (45,4 - 49,6) deutlich
groBere Anteile von LA-PCs als bei RG nach Geburt (32,3 % (26,5 - 37,4)) (p < 0,001).
Bei FG/E betrug der Anteil von LA-PC am Gesamt PC 37,72 % (29,44 - 51,76) (siche
Abb. 10, F).

3.9.3 ANTEIL ARA-, DHA- UND LA-HALTIGER PE-SPEZIES IM BLUTPLASMA

Die Ergebnisse der Anteile von ARA-PE und DHA-PE am Gesamt-PE im Blutplasma
von RG nach Geburt und FG zum ET &hnelten sich. Der Anteil von ARA-PE bei RG
betrug 35,8 % (28,4 - 42,3) und bei FG 31,5 % (28,8 - 34,5) (p = 0,194). Der Anteil von
DHA-PE bei RG betrug 18,9 % (14,3 - 27,5) und bei FG 19,4 % (17,2 - 19,9) (p = 0,820).
(siche Abb. 10, G, H). Bei den FG/E zum ET lag der Anteil von ARA-PE bei 27,1 %
(24,31 - 28,71) und der von DHA-PE bei 17,51 % (17,43 - 40,6).

Wie bei den TGs und PCs des Blutplasmas, waren fiir LA deutliche Unterschiede der
Anteile von LA-PE bei RG und FG zu sehen. FG zum ET wiesen mit 31,1 % (24,5 - 33,4)
einen deutlich hoheren Anteil von LA-PE auf als RG (15,7 % (6,36 - 24,3) (p < 0,001).
(siche Abb. 10, I). Parenteral ernéhrte FG/E hatten zum ET 26,2 % (14,97 - 33, 46) LA.
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3.9.4 DARSTELLUNG VON ARA, DHA UND LA IM BLUTPLASMA IN
ABHANGIGKEIT VOM POSTNATALEN ALTER
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Abbildung 11: Darstellung von ARA, DHA und LA im Plasma in Abhédngigkeit vom
PNA

Darstellung der mehrfach ungesittigten Fettsauren ARA, DHA und LA in TGs, PCs und
PEs im Plasma Reifgeborener nach Geburt (RG; schwarze Kreise, n = 16)) und
Frithgeborener zum ET (FG; grau gefiillte Dreiecke, n = 9)) in Abhdngigkeit vom
postnatalen Alter (PNA) (in Wochen). A-C: Darstellung der ARA-, DHA- und LA-
Anteile der TG im Fettgewebe in Abhéngigkeit vom PNA. Die Daten zeigen den molaren
Anteil (in Mol%) dieser Fettsduren an allen Fettsduren der Triglyceride. D-F: Darstellung
der Anteile von ARA-, DHA- und LA-haltigen PC-Spezies am Gesamt-PC im Plasma in
Abhingigkeit vom PNA. G-I: Darstellung der Anteile von ARA-, DHA- und LA-haltigen
PE-Spezies am Gesamt-PE im Plasma in Abhingigkeit vom PNA. Die Daten sind molare
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Prozentsitze der PC/PE-Untergruppen im Verhiltnis zum Gesamt-PC/PE in Mol%. Alle
Fettgewebeproben wurden im Rahmen klinisch indizierter Operationen innerhalb + 6
Wochen des ET entnommen. Abkiirzungen: ARA  Arachidonsdure, DHA
Docosahexaensdure, FG Friihgeborene, ET errechneter Entbindungstermin, LA
Linolsdure, PC Phosphatidylcholin, PE Phosphatidylethanolamin, PNA Postnatales
Alter, RG Reifgeborene, TG Triglyceride, p (Rho) Spearmans-Korrelationskoeffizient, p
Signifikanzniveau

Folgende Parameter des Blutplasmas zeigten negative Korrelationen mit dem PNA,
wobei die Korrelation weniger stark ausfiel als im Fettgewebe:

a) Anteil von ARA-TG im Blutplasma (p =—-0,3, p = 0,062) (siche Abb. 11A),

b) Anteil von DHA-TG im Blutplasma (p =—0,59, p = 0,001) (siche Abb. 11B),

c¢) Anteil von ARA-PC am Gesamt-PC im Blutplasma (p =—-0,52, p = 0,005) (siche Abb.
11D),

d) Anteil von DHA-PC am Gesamt-PC im Blutplasma (p = -0,5, p = 0,008) (siche Abb.
11E),

e) Anteil von ARA-PE am Gesamt-PE im Blutplasma (p = —0,34, p = 0,08) (siche Abb.
11G),

f) Anteil von DHA-PE am Gesamt-PE im Blutplasma (p = -0,27, p = 0,17) (siche Abb.
11H).

Die LA-Anteile im Blutplasma zeigten positive Korrelationen mit dem PNA:

a) Anteil von LA-TG im Blutplasma (p = 0,39, p = 0,045) (sieche Abb. 11C)

b) Anteil von LA-PC am Gesamt-PC im Blutplasma (p = 0,79, p < 0,001) (siche Abb.
11F),

c¢) Anteil von LA-PE am Gesamt-PE im Blutplasma (p = 0,72, p <0,001).
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3.10 VERGLEICH VON ARA, DHA UND LA IN ERYTHROZYTENMEMBRANEN
VON REIF- UND FRUHGEBORENEN
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Abbildung 12: Fettsdureanteile in Erythrozytenmembranen

Unterschiede der mehrfach ungeséttigten Fettsduren ARA, DHA und LA in PCs und PEs
in Erythrozyten Reifgeborener nach Geburt (RG; dunkelgrau), Frithgeborener zum ET
(FG; mittelgrau) und Frithgeborener mit Enterostoma zum ET, die parenteral erndhrt
wurden (FG/E; hellgrau). A-C: Anteil von ARA-, DHA- und LA-haltigen PC-Spezies am
Gesamt-PC im Fettgewebe. D-F: Anteil von ARA-, DHA- und LA-haltigen PE-Spezies
am Gesamt-PE im Fettgewebe. Die Daten sind molare Prozentsitze der PC/PE-
Untergruppen im Verhéltnis zum Gesamt-PC/PE in Mol% und werden als Boxplot
dargestellt. Hierbei markiert die untere Begrenzung der Box das 25. Perzentil, der mittlere
Strich den Median und die obere Begrenzung das 75. Perzentil. Die ,,Whiskers* stellen
das Minimum, bzw. das Maximum dar. Alle Fettgewebeproben wurden im Rahmen
klinisch indizierter Operationen innerhalb = 6 Wochen des ET entnommen. Reifgeborene
(n = 16), Friihgeborene (n = 8), Frilhgeborene mit Enterostoma, die prolongiert
parenterale Erndhrung erhielten (n = 3). Abkiirzungen: ARA Arachidonsdure, DHA
Docosahexaensdure, ET errechneter Entbindungstermin, FG Friithgeborene, FG/E
Friihgeborene mit Enterostoma, LA Linolsdure, PC Phosphatidylcholin, PE
Phosphatidylethanolamin, RG Reifgeborene
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3.10.1 ANTEIL ARA-, DHA- UND LA-HALTIGER PC-SPEZIES IN
ERYTHROZYTENMEMBRANEN

Der Anteil von ARA-PC am Gesamt-PC in Erythrozytenmembranen betrug bei RG nach
Geburt 23,6 % (18,9 - 25,4) und war damit mit 15,6 % (15,1 - 16,1) geringer als bei FG
zum ET (p < 0,001) (siche Abb. 12, A). Ahnliches galt fiir den Anteil von DHA-PC am
Gesamt-PC. Der Anteil von DHA-PC bei RG nach Geburt war mit 5,98 % (3,7 - 4,62)
grofBler als bei FG zum ET (3,9 % (3,62 - 4,14)) (p = 0,002) (siche Abb. 12, B). Parenteral
erndhrte FG/E hatten zum ET einen im Vergleich zu RG und FG geringeren Anteil ARA-
haltiger PC-Spezies von 13,5 % (13,2 - 13,9) (siche Abb. 12, A). Der Anteil DHA-haltiger
PC-Spezies war im Vergleich zu RG und FG grof3er (8,67 % (7,18 - 9,26)) (siche Abb.
12, B).

Im Gegensatz dazu hatten FG zum ET deutlich groere Anteile von LA-PC. Diese
betrugen bei FG 36,6 % (35,0 - 37,3) und bei RG nach Geburt 26,2 % (22,9 -30,5) (p <
0,001) (siche Abb. 12, C). Der Anteil von LA-PC am Gesamt-PC in
Erythrozytenmembranen von FG/E zum ET lag mit 31,4 % (28,5 - 36,3) dazwischen
(sieche Abb. 12, C).

3.10.2 ANTEIL ARA-, DHA- UND LA-HALTIGER PE-SPEZIES IN
ERYTHROZYTENMEMBRANEN

Die Ergebnisse fiir die PE-Spezies unterschieden sich nicht grundsétzlich von denen der
PC-Spezies. Der Anteil von ARA-PE am Gesamt-PE der Erythrozyten betrug bei RG
nach Geburt 41,1 % (38,4 - 44,4) und war dhnlich grol3 wie bei FG zum ET, bei denen
der ARA-PE-Anteil 40,1 % (37,4 - 40,5) (p = 0,174) betrug (sieche Abb. 12, D). Der Anteil
von DHA-PE am Gesamt-PE der Erythrozyten war bei RG nach Geburt mit 14,3 % (12,6
-15,3) groBer als bei FG zum ET (11,5 % (10,6 - 12,2) (p = 0,007) (siche Abb. 12, E).
FG/E hatten im Vergleich mit RG und FG den kleinsten Anteil ARA-haltiger PE-Spezies
am Gesamt-PE (33,7 % (32,6 - 34,9)), jedoch den groften Anteil DHA-haltiger PE-
Spezies (19,4 % (18,3 - 22,1)) (siche Abb. 12, D u. E).

Der Anteil LA-haltiger PE-Spezies am Gesamt-PE war bei RG nach Geburt 11,5 % (9,98-
14,4) am niedrigsten und bei FG zum ET mit 18,4 % (17,8 - 20,3) am hochsten (p <0,001)
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(siche Abb. 12, F). Der Anteil von LA-PE am Gesamt-PE bei FG/E betrug 17,9 % (15,1
- 18,0) (siche Abb. 12, F).

3.10.3 DARSTELLUNG VON ARA, DHA UND LA IN
ERYTHROZYTENMEMBRANEN IN ABHANGIGKEIT VOM

POSTNATALEN ALTER
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Abbildung 13: Darstellung von ARA, DHA und LA der Erythrozytenmembranen in
Abhingigkeit vom PNA

Darstellung der mehrfach ungesittigten Fettsduren ARA, DHA und LA in PCs und PEs
in Erythrozyten Reifgeborener nach Geburt (RG; schwarze Kreise, » = 16)) und
Frithgeborener zum ET (FG; grau gefiillte Dreiecke, n = 8)) in Abhéngigkeit vom
postnatalen Alter (PNA) (in Wochen).

A-C: Darstellung der Anteile von ARA-, DHA- und LA-haltigen PC-Spezies am Gesamt-
PC in Erythrozyten in Abhangigkeit vom PNA. D-F: Darstellung der Anteile von ARA-,
DHA- und LA-haltigen PE-Spezies am Gesamt-PE in Erythrozyten in Abhdngigkeit vom
PNA. Die Daten sind molare Prozentsidtze der PC/PE-Untergruppen im Verhiltnis zum
Gesamt-PC/-PE in Mol%. Alle Fettgewebeproben wurden im Rahmen klinisch indizierter
Operationen innerhalb + 6 Wochen des ET entnommen. Abkiirzungen: ARA
Arachidonsdure, DHA Docosahexaensdure, FG Friihgeborene, ET errechneter
Entbindungstermin, LA Linolsdure, PC Phosphatidylcholin, PE
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Phosphatidylethanolamin, PNA Postnatales Alter, RG Reifgeborene, p (Rho) Spearmans-
Korrelationskoeffizient, p Signifikanzniveau

In den Erythrozytenmembranen zeigten folgende Parameter negative Korrelationen:

a) Anteil von ARA-PC am Gesamt-PC in Erythrozyten (p = —0,71, p = < 0,001) (sieche
Abb. 13A),

b) Anteil von DHA-PC am Gesamt-PC in Erythrozyten (p =—-0,56 p = 0,003) (siche Abb.
13B),

¢) Anteil von ARA-PE am Gesamt-PE in Erythrozyten (p = -0,21, p = 0,3) (siche Abb.
13D),

d) Anteil von DHA-PE am Gesamt-PE in Erythrozyten (p =-0,55, p=0,004) (siche Abb.
13E).

Die LA-Anteile in Erythrozytenmembranen wiesen positive Korrelationen auf:

a) Anteil von LA-PC am Gesamt PC in Erythrozyten (p = 0,76, p < 0,001) (siche Abb.
130),

b) Anteil von LA-PE am Gesamt-PE in Erythrozyten (p = 0,79, p < 0,001) (siche Abb.
13F).

93



3.11 KORPERFETTMASSE REIF- UND FRUHGEBORENER

Die Korperfettmasse der Sduglinge wurde wie unter 2.3.8.2 beschrieben ermittelt. Die
Fettmasse in g und die Fettmasse in % sind in Tabelle 27 angegeben und in Abb. 14
grafisch dargestellt. RG hatten zum Zeitpunkt der PEA-POD®-Untersuchung ein PMA
von 42,15 SSW (40,3 - 43,5) und FG von 38 SSW (37,4 - 40).

Tabelle 27: Fettmasse Reif- und Frithgeborener

Die Fettmasse wurde mittels PEA-POD®-Untersuchung, wie und 2.3.8.1. beschrieben,
bestimmt. Abkiirzungen; g Gramm, Max. Maximum, Min. Minimum, n Anzahl

Korperzusammensetzung Reifgeborene (n = 8)

Min. 25. Perzentile Median 75. Perzentile Max.
Fettmasse (g) 415 442 469 563 835
Fettmasse (%) 11,6 12,9 14,9 18,4 24,3

Korperzusammensetzung Friithgeborene (n =9)

Min. 25. Perzentile Median 75. Perzentile Max.
Fettmasse (g) 363 452 543 590 723
Fettmasse (%) 13 16,5 17,8 19,3 22,5
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Abbildung 14: Fettmasse Reifgeborener im Vergleich zu Frithgeborenen zum

Entbindungstermin
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3.12 GESAMT-ARA- UND DHA-GEHALT IM FETTGEWEBE FRUHGEBORENER
AM ERRECHNETEN TERMIN IM VERGLEICH MIT REIFGEBORENEN

NACH GEBURT
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Abbildung 15: Absolute ARA-, DHA- und LA-Anteile im Fettgewebe Reif- und

Frithgeborener

Absolutwerte von ARA (A), DHA (B) und LA (C) bezogen aufs gesamte Fettgewebe RG
und FG zum ET. Angabe in g als Median und 25./75. Perzentile mittels Boxplot. Der
Korperfettanteil RG (n = 8) wurde mittels PeaPod®-Untersuchung moglichst zeitnah
nach der Geburt bestimmt. Der Korperfettanteil FG (n = 9) wurde mittels PeaPod®-
Untersuchung zum Zeitpunkt des ET bestimmt. Die Fettgewebeproben wurden im
Rahmen klinisch indizierte Operationen innerhalb + 6 Wochen des (geplanten) ET
entnommen. Es wurde extrahiert und analysiert, wie unter ,,Methoden* beschrieben. Aus
den Fettsdurekonzentrationen (in pg/g Fett) lieBen sich die Absolutwerte berechnen.
Abkiirzungen: ARA Arachidonsdure, DHA Docosahexaensdure, ET Entbindungstermin,

FG Friihgeborene.

Die Fettmasse in g der Sduglinge wurde mittels PEA-POD-Untersuchung gemessen. Die
PEA-POD®-Untersuchung RG fand im Alter von 42+1 SSW PMA (40,3 - 43,5) und die
FG im Alter von 38+3 SSW PMA (37+4 - 40) statt. Mithilfe der Fettmasse konnte der
absolute Fettsdure-Anteil im Fettgewebe ermittelt werden und ergab, dass der absolute
ARA-Anteil im Fettgewebe RG bei ungefahr 1,9 g (1,7 - 2,7) und der FG zum ET bei 1,9
g (1,3 - 2,3) (p = 0,47) lag und damit etwa gleich hoch war wie bei RG. Der absolute
DHA-Anteil RG im Fettgewebe lag bei 2,2 g (1,3 - 3,4) und der FG zum ET bei 1,7 (1,0
- 2,4) und war damit 23 % (23 - 30) geringer als bei RG (p = 0,321). Im Gegensatz dazu
war der LA-Anteil im Fettgewebe FG zum ET um ein Vielfaches erhoht und lag bei 21,8
g (16,5 -39,6) und bei RG bei 5,4 g (3,7 - 7,3) (p <0,001).
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4 DISKUSSION

Das Thema dieser Promotionsarbeit ist die Frage, wie sich die vorzeitige
Erndhrungsumstellung  Frithgeborener von der selektiven diaplazentaren
Fettsdureversorgung auf die gegenwirtig etablierte enterale und parenterale Néhrstoff-
Zufuhr der Abteilung Neonatologie des Universititsklinikum Tiibingen, auf die
Fettsdurezusammensetzung des ,,Lipidoms* Frithgeborener auswirkt. Dies ist wichtig,
weil die Fettsdurezusammensetzung der Lipide in den verschiedenen Lipid-
Komponenten in engen Grenzen organotypisch und entwicklungsspezifisch ist.

Das Gehirn, welches mit etwa 81,1 = 8,1 Milliarden Neuronen und 84,61 *+ 9,83
nichtneuronale Zellen (Gliazellen) etwa 8 Milliarden Synapsen, das komplexeste Organ
unseres Korpers ist (Herculano-Houzel, 2009, Lent et al., 2012), enthélt nach dem
Fettgewebe, die zweithochste Lipidkonzentration unseres Korpers. Die Membranen
dieser Zellen setzen sich zusammen aus polaren Lipiden: Phosphoglyceride,
Sphingolipide und Cholesterol (O'Brien and Sampson, 1965b). Das Besondere der
Phosphoglyceride der grauen Hirnsubstanz und der Retina ist, dass sie im Vergleich zu
den Zellmembranen anderer Gewebe, reich an DHA und ARA sind (Fliesler and
Anderson, 1983).

Da die Fettsdure-Verteilung im Gehirn aus offensichtlichen Griinden nicht untersucht
werden kann, befasste sich diese Arbeit mit Triglyceriden und Phospholipiden des
subkutanen Fettgewebes als Speicherorgan, des Plasmas als Transportmedium zur
peripheren Organversorgung und der Erythrozytenmembranen als Repréasentant
peripherer Gewebe.

Der normale Fetus wird durch aktiven plazentaren Fettsduretransport aus dem Blut der
Mutter mit ARA und DHA versorgt und speichert im letzten Trimester diese Fettsduren
in den Triglyceriden und im Phosphatidylcholin ein (Clandinin et al., 1981b). Im
Gegensatz dazu wird LA im miitterlichen Organismus retiniert, sodass Plasma-PC des
Fetus nur halb so viel LA enthilt, wie das der Mutter, aber doppelt so viel ARA und ab
32 Woche PMA auch mehr DHA (Bernhard et al., 2019b). Anders als Reifgeborenen, die
bis zur Geburt iiber die Plazenta erndhrt werden und nach der Geburt auf die ARA- und
DHA-Depots im Fettgewebe zuriickgreifen konnen, endet die selektive plazentare

Versorgung Frithgeborener, welche zum Zeitpunkt der Geburt (je nach Unreife) keine
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oder geringere Fettsduredepots aufweisen, unphysiologisch frith und wird durch
parenterale und enterale Ernéhrung ersetzt.

FG werden auf der neonatologischen Intensivstation mit fortifizierter Muttermilch bzw.
Formula oder mit parenteralen Lipidemulsionen erndhrt, welche, fiir diesen Zeitpunkt
der Entwicklung und der damit einhergehenden Bediirfnisse, inaddquat viel LA und
wenig ARA und DHA enthalten (Farquharson et al., 1993).

Eine vorhergehende Studie der Abteilung Neonatologie am Universitdtsklinikum
Tiibingen zeigte, dass die Muttermilch Frithgeborener im Durchschnitt 300 mg/l ARA
und 159 mg/l DHA enthélt (Maas et al., 2017a). Bei vollaufgebauter Erndhrung, d. h.
150 ml/kg/d Muttermilch, liegt damit die mittlere ARA-Zufuhr bei etwa 45 mg/kg/d
und die tigliche DHA-Zufuhr bei etwa 24 mg/kg/d. Verlauft die Schwangerschaft
normal und erfolgt die Erndhrung des Fetus iliber das miitterliche Blut, gelangt etwa
140-212 mg/kg/d ARA und 43 mg/kg/d DHA zum Fetus (Lapillonne and Jensen,
2009b). Das verursacht, unter der Annahme, dass die Syntheserate des Fetus fiir ARA
und DHA nicht ausreichend ist ein Defizit von mindestens 95 mg/kg ARA und 20
mg/kg DHA tédglich (Lapillonne and Jensen, 2009a, Innis, 2005, Clandinin et al.,
1981Db).

Zur parenteralen Erndhrung wird in der Neonatologie des Universitéitsklinikum Tiibingen
in den ersten Tagen nach Geburt SMOFlipid® verabreicht. Bei Anzeichen einer
Cholestase im Rahmen einer prolongierten parenteralen Erndhrung und einer mit
Darmversagen assoziierten Lebererkrankung (Intestinal Failure Associated Liver
Disease) wird als parenterale Fettemulsion auf Omegaven® umgestellt. SMOFlipid®
setzt sich zusammen aus jeweils 30 % Sojadl und Kokosol, 25 % Olivendl und 15 %
Fischol. Omegaven beinhaltet 100 % Fischol und besitzt damit die groBten Anteile ARA,
DHA und EPA.

Eine Studie aus dem Jahr 2011 zeigte an der Fettsdurezusammensetzung der
molekularen Spezies von PC und PE in Plasma und Erythrozyten reifer Neugeborener
bei parenteraler Erndhrung mit Intralipid® und enteraler Erndhrung, dass der Anteil
ARA-haltiger Spezies der Phosphoglyceride von 17,2 Mol% (Standardfehler + 0,2)
kurz nach der Geburt innerhalb einer Woche um 30 % auf 11,8 % Mol% und der Anteil
DHA-haltiger Spezies von 6,9 Mol% (Standardfehler + 0,2) kurz nach der Geburt um
40 % auf 4,4 Mol% eine Woche nach der Geburt sank (Martin et al., 2011a). Im
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Gegensatz dazu stieg der LA-Anteil nach der Geburt innerhalb einer Woche von 7,0
Mol% (Standardfehler £ 0,2) auf 18,8 Mol% ums 2,7-fache (Martin et al., 2011Db).

Farquahson untersuchte 1993 die Triglyceride des subkutanen Fettgewebes reifer oder
fast reifer Neugeborener. Mittels gaschromatographischer Analysen stellte er fest, dass
die ARA- und DHA-Anteile der TG im subkutanen Fettgewebe mit dem postnatalen
Alter sinken, wohingegen die LA-Anteile zunehmen. Dies entspricht zum einen unseren
Beobachtungen unter LA-reicher postnataler Erndhrung, zum anderen kann es als
zunehmendes Aufbrauchen der ARA/DHA-Depots zugunsten des Gehirnwachstums
verstanden werden.

Bei mit Muttermilch erndhrten Reifgeborenen sank der ARA-Anteil der TG im
subkutanen Fettgewebe von 0,42 % nach der Geburt auf 0,15 % im postnatalen Alter
von 21 Wochen. Des Weiteren zeigte er, dass der durchschnittliche DHA-Anteil der
Triglyceride des subkutanen Fettgewebes von 0,4 % nach der Geburt auf < 0,05 % nach
etwa zwei Monaten gesunken war, wenn die Neugeborenen mit Formula erndhrt
wurden, die kein DHA enthielt (Farquharson et al., 1993). Kurz nach der Geburt
bestanden 60 % der Fettsduren der Triglyceride im subkutanen Fettgewebe aus
Palmitin- und Palmitoleinsiure. Diese wurden im Verlauf durch Olséure und Linolsiure
ersetzt, wobei letztere nach der Geburt vermutlich aus der Nahrung stammte. In den
ersten Lebenswochen waren nur sehr geringe Reserven von a-Linolensdure (0,1 %) im
subkutanen Gewebe vorhanden, die jedoch schnell auf Werte anstiegen, die stark die

didtetische Zufuhr widerspiegelten. (Farquharson et al., 1993)

Wihrend der postnatale Abfall von ARA und DHA und der Anstieg von LA in den
Lipiden Reifgeborener wahrscheinlich als physiologisch anzusehen ist, zeigt unsere
Studie, dass dieser Prozess aufgrund der Umstellung von der selektiven diaplazentaren
Fettsdureversorgung auf die (par)enterale Erndhrung bei Frithgeborenen ebenfalls zu
beobachten ist, aber wegen der Frithgeburtlichkeit verfriiht geschieht — insbesondere
dann, wenn die Frithgeburt zu einem Zeitpunkt eintritt, an dem noch keine oder nur
geringe ARA/DHA-haltige Fettdepots angelegt werden konnten (Bernhard et al.,
2016b, Farquharson et al., 1993, Martin et al., 2011b).
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Vorarbeiten der Abteilung Neonatologie Tiibingen haben ebenfalls gezeigt, dass in den
Plasmaphospholipiden Friihgeborener der Anteil ARA- und DHA-haltiger
Phosphoglyceride (PC, PE) im Vergleich zu Foten gleichen postkonzeptionellen Alters
geringer und der LA-Anteil wesentlich erhoht ist. So betrug der Anteil ARA-haltiger
PC-Spezies am Gesamt-PC im Plasma von Nabelschnurblut 36,1 % (34,2 - 8,6) und der
fiir DHA 10,2 % (8,8 - 12,8) wohingegen FG nur 20,8 % (19,2 - 23,1) ARA und 5,7 %
(5,2 - 6,0) DHA hatten. FG hatten mit 44,7 % (42,27 - 7,18) im Vergleich zu Feten mit
27,38 % (25,54 - 8,33) einen hoheren Anteil LA-haltiger PC-Spezies im Blutplasma.
(Bernhard et al., 2018) Der Prozess dieser Umstellung ist bei normalem enteralen
Kostautbau 7-10 Tage nach Geburt abgeschlossen ist (Bernhard et al., 2014).

Im Rahmen dieser Promotion wurde die Fettsdurezusammensetzung von TG, PC und
PE im subkutanen Fettgewebe, im Blutplasma und in Erythrozytenmembranen von FG
zum ET verglichen mit RG zum Geburtszeitpunkt. Das Resultat war, dass RG, die
aufgrund der ldnger anhaltenden diaplazentaren Versorgung in-utero und der durch den
vorrangigen ARA- und DHA-Transport der Plazenta zum Fetus begilinstigten
Speicherung von ARA und DHA im subkutanen Fettgewebe (Haggarty, 2010) zur
Geburt groBere ARA- und DHA-Anteile besitzen als FG zum Zeitpunkt ihres
errechneten Geburtstermins. Demgegentiber steht, dass Friihgeborene zum Zeitpunkt
ithres errechneten Geburtstermins in allen Lipidfraktionen groBBere LA-Anteile in allen
untersuchten Kompartimenten aufwiesen.

In dieser Studie wurde weiterhin gezeigt, dass die daraus resultierende
unphysiologische Fettsdurezusammensetzung nicht nur die, wie vorhergehend
beschrieben und hier erneut bestitigt, die Phospholipide im Blutplasma FG betrifft,
sondern auch ihr Fettgewebe als grofitem Speicher der essentiellen Fettsduren ARA und
DHA.

Analog betrifft es die Phospholipide aller weiteren untersuchten Kompartimente, wie
das PC der Adipozytenmembranen und der Erythrozytenmembranen als Reprasentant
peripherer Gewebe. Plasma-PC ist Bestandteil der Lipoproteine und vorherrschende
Transportform von ARA und DHA zur Versorgung peripherer Organe (Bernhard et al.,
2018). Unter Zusammenschau dieser Fakten ergibt sich die Annahme, dass infolge einer

Frithgeburt wahrscheinlich alle Zellkompartimente, also auch die Zellmembranen
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neonatologisch kritischer Organe (Gehirn, Lunge, Auge) in Bezug auf die
Fettsdurezusammensetzung ihrer Strukturlipide derangiert sind.

Meine Untersuchung des Fettgewebes RG und FG zum ET hat ergeben, dass FG in der
Zeit nach ihrer Geburt bis zum ET im Fettgewebe zumindest fiir DHA ein kumulatives
Defizit von 23 % (22 - 30) (p = 0,321) angesammelt haben. Im Median wurde fiir den
ARA-Pool trotz Abnahme des ARA-Anteils fiir FG ein dhnlicher Gesamtpool ermittelt
wie bei RG (ARA im Fettgewebe von FG: 1,9 g (1,2 - 2,3); ARA im Fettgewebe von RG:
1,9¢(1,7-2,7) (p=0,47))). Der absolute LA-Anteil im Fettgewebe FG zum ET hingegen
war viermal groBer als bei RG (LA im Fettgewebe von FG: 21,8 g (16,5 - 39,6); LA im
Fettgewebe von RG: 5,4 g (3,7-7,3) (p <0,001)). Diese Rechnungen beruhen allerdings,
aufgrund der spéter beschriebenen Schwierigkeiten der PEA-POD®-Untersuchung, auf
den Daten von lediglich 8 RG und 9 FG. Verglichen mit den Ergebnissen von Wiechers
et. al., welche eine PEA-POD®-Studie mit groBerer Fallzahl (n = 105) durchfiihrte,
erscheinen die Ergebnisse unserer Messungen jedoch stimmig. Wiechers et. al. erhob bei
Neugeborenen, die nach der 28. SSW PMA geboren wurden, eine Fettmasse von 403 g
(332 - 469) und bei Neugeborenen, die vor der 28. SSW PMA geboren wurden, eine
Fettmasse von 436 g (370 - 595). Beide Gruppen hatten zum Zeitpunkt der Untersuchung
ein Alter von etwa 37,5 Wochen PMA. (Wiechers et al., 2022)

Es ist unklar, ob fiir eine addquate Entwicklung das Gesamt-ARA- bzw. -DHA-Depot
oder die relativen Anteile von ARA/DHA an den LC-PUFAs relevant ist. Der geringe
Unterschied der ARA-Anteile im Fettgewebe ist vermutlich darauf zuriickzufiihren,
dass ARA in einem hoheren Maf3e metabolisch reguliert wird und die ARA-Anteile der
Gewebe weniger von der zugeflihrten Erndhrung beeinflusst sind (Diau et al., 2005).
Diau et al. verglich die Auswirkung von ARA- und DHA-haltiger, sowie
Sduglingsformula ohne ARA und DHA auf die Fettsdurezusammensetzung des
zentralen Nervensystems von friih- und reifgeborenen Pavianen. Das Gehirn wurde im
(korrigierten) Alter von 28 Tagen seziert und die Fettsduren mittels
Gaschromatographie und Massenspektrometrie analysiert. Es zeigte sich, dass eine
DHA-Supplementierung Auswirkung auf die DHA-Konzentration im ZNS hat,
wihrend die ARA-Anteile im ZNS nicht wesentlich durch die Erndhrung beeinflusst
wurden (Diau et al., 2005).
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Bis 2016 lautete die Gesetzgebung, dass Sduglingsformula mindestens genauso viel
ARA wie DHA enthalten muss und das hochstens 0,5 % der Fettsduren DHA sein darf
(EU, 2006). Seit 2016 gibt die europdische Kommission vor, dass Sduglingsformula
zwischen 20-50 mg DHA/100 kcal (ca. 0,5 - 1 % der Fettsduren) enthalten sollen.
Formula ohne DHA-Inhalt sind ab Inkrafttreten dieser Gesetzgebung im Februar 2021
nicht mehr zuléssig (EU, 2016). Eine ARA-Untergrenze gibt es nicht. Diese Tatsache
ist sehr kritisch zu betrachten. Diverse Studien zeigen, dass die alleinige DHA-
Supplementierung keinen positiven, bzw. einen negativen Effekt hat. Das alleinige
Hinzufiigen von DHA (60 mg/kg/d enteral in Kapselform) zur Erndhrung FG (GA <29
Wochen) hatte negative Auswirkungen auf das Risiko der Entwicklung einer
Bronchopulmonalen Dysplasie und auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit von
Friihgeborenen (Collins et al., 2017). Die kombinierte ARA- und DHA-
Supplementierung im Verhiltnis 2:1 ARA:DHA hingegen wirkte sich positiv aus auf
diec ARA- und DHA-Level im Blut Frithgeborener (Frost et al., 2021), auf die
Beatmungsdauer Friihgeborener (Wendel et al.,, 2023) sowie auf die
Frithgeborenenretinopathie (Hellstrom et al., 2021a). Die multizentrische Mega-Donna-
Studie ergab zum einen, dass die enterale Supplementierung der Erndhrung
Friihgeborener (GA < 28 Wochen) mit 100 mg/kg/d ARA und 50 mg/kg/d DHA
postnatal innerhalb der ersten 28 Tage das Risiko fiir eine schwere ROP (Stadium 3
und/oder Typ 1) um 50 % senkte (Hellstrom et al., 2021a). Zum anderen war das
geringere Risiko fiir die Erkrankung einer schweren ROP nur dann reduziert, wenn
zusdtzlich zu den hoheren DHA-Serumspiegeln die Frithgeborenen auch ausreichend
hohe ARA-Serumspiegel vorwiesen (Hellstrom et al., 2021b).

Etliche Studien ergaben, dass die Supplementierung der Erndhrung Neugeborener mit
DHA in Kombination mit ausreichend ARA (in dieser Studie im Verhiltnis 1:1
ARA:DHA) zu einem verbesserten Zuwachs des Kopfumfangs fiihrt, was Ausdruck
sein konnte fiir den gleichzeitigen Zuwachs des Gehirnvolumens und die Entwicklung
des zentralen Nervensystems (van de Lagemaat et al., 2011), sowie bei einem
ARA:DHA-Verhiltnis von 2:1 zu verbesserten kognitiven Funktionen (Birch et al.,
2000) und zu einer verbesserten Sehschérfe (Birch et al., 2010) fiihrt.

Im Widerspruch zu den aktuellen gesetzlichen Vorgaben steht die Empfehlung der
ESPGHAN. Diese hilt eine ARA-Untergrenze fiir notwendig und empfiehlt eine ARA-
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Zufuhr von 30-100 mg/kg/d und DHA-Zufuhr von 30-65 mg/kg/d (Embleton et al.,
2023). Schon 2013 legte auch die EFSA fest, dass Neugeborene bis ins Alter von 6
Monaten einen tidglichen Bedarf von 140 mg ARA und 100 mg DHA haben (EFSA
Panel on Dietetic Products and Allergies, 2013). Daher schrieb eine Gruppe
internationaler Erndhrungs-Spezialisten folgende Stellungnahme zur Gesetzgebung aus
2016: ,,In Ubereinstimmung mit der Européischen Akademie fiir Pédiatrie empfiehlt die
Erndhrungskommission, Sduglingsanfangs- und Folgenahrung zu verwenden, die
sowohl DHA als auch mindestens die gleiche Menge ARA enthalten, solange zu
Eignung und Sicherheit einer anders gearteten Zusammensetzung keine iiberzeugende
Datenlage aus klinischen Studien mit addquatem Studiendesign und adiquater Fallzahl
vorliegt® (Btihrer et al., 2020). Diese Forderung deckt sich mit der Position unserer
Arbeitsgruppe zur Erndhrung Frithgeborener an der neonatologischen Abteilung des
Universitéitsklinikum Tiibingen, die den Zusatz von ARA und DHA im Verhéltnis
1-2:1 ARA:DHA als sinnvoll erachtet (Bockmann et al., 2021).

Obwohl in der Vergangenheit an der Anpassung von Sauglingsformula an die
Bediirfnisse Neugeborener gearbeitet wurde, unterscheidet sie sich in der
Lipidzusammensetzung von der Muttermilch. Beide geniigen, offensichtlich aus den
altersinaddquaten Zusammensetzungen ihrer Lipide, nicht den Anforderungen FG, bzw.
weichen deutlich von der diaplazentaren Lipidversorgung ab. Unsere Ergebnisse der
Untersuchung der Fettsdurezusammensetzung von subkutanem Fettgewebe, Plasma
und Erythrozytenmembranen zeigen, dass davon alle leicht untersuchbaren
Kompartimente betroffen sind. Da das ,,Lipidom* aller bisher untersuchten Organe in
engen Grenzen alters- und gewebespezifisch definiert ist, ergibt sich die Frage, ob seine
Derangierung nicht zur beeintrachtigen Organentwicklung und -pathologie beitragt. Es
sind weitere Studien zu den Auswirkungen einer hinreichenden und balancierten ARA-
und DHA-Versorgung, und einer Reduzierung der LA-Zufuhr in der Erndhrung
Frithgeborener notwendig. Solche Verdnderungen der Fettsdure-Versorgung konnte
giinstige Auswirkungen auf die allgemeine korperliche und speziell die neurologische
und pulmonale Entwicklung und das Immunsystem haben (Calder, 2003, Sanchez-

Mejia et al., 2008, Williams et al., 1989, Innis, 2003, Mitchell et al., 2012).
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Eine Schwachstelle dieser Studie ist, dass die Gruppe der Frithgeborenen von
minnlichen Kindern (Leistenhernien-OP) dominiert ist. Ursache ist die Bindung der
Probenacquisition an die OP-Indikation. Zudem gelang es leider nicht, die
Korperfettmasse aller Patienten mittels PEA-POD® zu bestimmen, um daraus und aus
den ermittelten Lipiddaten die Poolgro3e von ARA, DHA und LA zu berechnen. Dem
zugrunde lag, dass die Kinder zum groBen Teil durchgehend per Monitor {iberwacht
werden mussten, an respiratorische Unterstiitzungssysteme gebunden waren oder
nasogastrale Sonden hatten. Diese BehandlungsmafBinahmen schlossen in einigen Fillen
aus, dass die Kinder in die Messkammer des PEA-POD®s gelegt werden konnten. In
anderen Fillen konnte die PEA-POD®-Untersuchung aus organisatorischen Griinden
nicht durchgefiihrt werden. Dennoch ist der relative Anteil der Fettsduren in den
Lipiden der Gewebe und Kompartimente ein Reprdsentant des Fettsdurestatus der
untersuchten und wahrscheinlich auch weiterer, kritischer Organe (Gehirn, Auge,
Lunge). Sie vermitteln ein Bild der moglicherweise generalisierten Lipidom-
Verianderungen Friihgeborener gegeniiber der physiologischen Norm des intrauterinen
Wachstums.

Positiv zu bewerten ist hingegen die prospektive Datenerhebung und Probensammlung
und verblindete biochemische Analytik mit zuvor verwendeten und etablierten

biochemischen Techniken der Gaschromatographie und Tandemmassenspektrometrie.

Reifgeborene haben iiber mindestens 13 Wochen in utero die Fettsdure ARA und DHA
im progredient wachsenden (24 - 40 SSW PMA) Fettgewebe speichern koénnen
(Bernhard et al., 2019b), sodass dieses zum Zeitpunkt der Geburt reich an ARA und
DHA ist und wenig LA enthélt (Crawford et al., 2023). Reifgeborene kdnnen daher fiir
die Versorgung der peripheren Gewebe und des zentralen Nervensystems auf ARA-
und DHA-Depots im Fettgewebe zuriickgreifen, was in den ersten Lebensmonaten eine
unbeeintrachtigte Entwicklung der Organe, einschlieBlich des Gehirns, gewéhrleistet.
Im Vergleich dazu haben Friithgeborene zum errechneten Geburtstermin weniger ARA
und DHA und dafiir mehr LA im Fettgewebe. Die Verdnderungen der Anteile von
ARA- und DHA-haltigen PC-Spezies am Gesamt-PC im Fettgewebe sind dquivalent zu
denen von Plasma und Erythrozyten. Die Erndhrung, die Friihgeborene erhalten, ist

reich an LA und enthilt wenig ARA und DHA, somit nicht physiologisch und nicht
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angepasst an die diaplazentare Versorgung in utero. Sie ist vermutlich die Ursache fiir

diese Fettsdureverdnderung zum errechneten Geburtstermin
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die Zellmembranen der Organe des menschlichen Korpers, besonders die des
neuronalen Gewebes wie Gehirn und Retina, aber auch des Lungenparenchyms und
anderer Organe und Zellen sind reich an den LC-PUFA ARA und DHA, die in
Glycerophospholipiden acyliert sind. Diese Komponenten sind damit im wesentlichen
Strukturbausteine von Organen und gleichzeitig Reservoire fiir die Freisetzung von
Fettsduren  zur  Bildung  funktionell =~ wichtiger =~ Mediatoren. Neben
immunmodulatorischen Funktionen, die ARA-Derivate innehaben, ist ARA und DHA
unersetzlich fiir Zellteilung, Signaliibertragung und Gehirnwachstum. Besonders hohe
DHA-Anteile finden sich in den Photorezeptorzellen der Retina, auBBerdem beeinflusst
DHA das Lernen und Verhaltensweisen. Ab dem spdten zweiten Trimester steigt im
miitterlichen Organismus der LC-PUFA-PC-Transport zur Plazenta. Die Plazenta
transportiert vorrangig ARA und DHA zum Fetus und hilt dabei LA im maternalen
Blut zuriick (Biomagnifikation), sodass im fetalen subkutanen Fettgewebe ein ARA und
DHA-Depot angelegt wird. Diese selektive plazentare Versorgung endet bei
Frithgeborenen unphysiologisch frith und wird postnatal durch parenterale oder enterale
Erndhrung ersetzt. Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung zeigen, dass
postnatal mit der gegenwirtigen Erndhrung der ARA- und DHA-Anteil der TG, PC und
PE im Fettgewebe, Plasma und in Erythrozytenmembranen innerhalb weniger Tage um
30-50 % sinkt und der LA-Anteil steigt. Daraus folgt, dass das Frithgeborene wihrend
seines schnellen Wachstums ab der 24. SSW PMA ARA und DHA nicht ausreichend
im Fettgewebe deponieren kann. Da in-utero 90 % von ARA und DHA im Fettgewebe
deponiert werden, legt dessen verminderter Gehalt an ARA und DHA bei
Frithgeborenen auch eine Minderversorgung der Organe nahe. Dieser Schluss wird
durch die Daten von Blutplasma und Erythrozytenmembranen gestiitzt.

Die Verdnderungen des Lipidoms Frithgeborener kann mit der aktuell verfiigbaren
Erndhrung fiir reife Neugeborene nicht behoben werden. Ebenso sind die verfiigbaren
oralen Supplemente und Produkte fiir die parenterale Erndhrung Frithgeborener zur
Korrektur dieser Verdnderungen ungeeignet, da sie sich nicht am selektiven Fettsdure-

Transport durch die Plazenta orientieren.
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Es ist moglich, dass die schlechtere kognitive Entwicklung Frithgeborener wenigstens
teilweise durch inaddquate Erndhrung und vielleicht eben auch durch die hier

nachgewiesene unphysiologische Versorgung mit Fettsduren (mit-)verursacht wird.
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