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1 Einleitung

1.1 Nomenklatur der ungesittigten Fettsduren

Das Grundgeriist der Fettsduren besteht aus einer Kohlenhydrat-Kette, an deren einem Ende sich
eine Carboxyl-, am anderen eine Methyl-Gruppe befindet. Die Kettenldnge variiert zwischen zwei
und 30 (und mehr) Kohlenstoffatomen. Die Kohlenstoffkette kann Doppelbindungen enthalten. In
diesem Fall wird die entsprechende Fettsdure als ungeséttigt bezeichnet, Fettsduren mit zwei oder
mehr Doppelbindungen als mehrfach ungesittigte Fettsduren (= PUFA, v. engl.: poly-unsaturated
fatty acids). Fettsduren mit 14-22 Kohlenstoffatomen bezeichnet man definitionsgemil als
langkettige Fettsduren (Long-chain- (LC-) PUFAs). Ungesittigte Fettsduren werden durch Bestim-
mung der Anzahl und der Lokalisation der Doppelbindungen klassifiziert. Dabei zdhlt man
beginnend beim C-Atom der Methylgruppe. Das Kohlenstoffatom der Methylbindung bekommt qua
definitionem die Bezeichnung ,,1“. Die Doppelbindung wird mit ,,0* (Omega) bzw. ,,n“ bezeichnet
(1). Entsprechend wird die einfachste Fettsdure aus der Gruppe der n-6-ungesittigten Fettsduren, die
Linolsdure, folgendermallen abgekiirzt: 18:2n-6. Das bedeutet, dal die Linolsdure ein Koh-
lenstoffgrundgeriist mit 18 C-Atomen besitzt und zwei Doppelbindungen aufweist, von denen sich
die erste zwischen dem sechsten und siebten Kohlenstoffatom befindet (1). Die Schemazeichnung
auf der folgenden Seite (Abb. 1) zeigt die chemischen Strukturen der fiir diese Arbeit relevanten

Fettsauren.
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Abb. 1: Strukturformeln von Linolsdure, o-Linolensdure, Arachidonsdure, DHA und EPA

1.2 Biochemie der n-3- und n-6-ungeséttigten Fettsduren

Durch spezifische Enzyme, die Desaturasen, wird aus Linolsdure die a-Linolenséure synthetisiert.
Diese enthilt eine zusétzliche Doppelbindung zwischen dem dritten und vierten Kohlenstoffatom,
gehort also als deren einfachster Vertreter zur Gruppe der n-3-ungesittigten Fettsduren (1). Sduge-
tiere, also auch der Mensch, miissen diese Fettsdure von aullen zufiihren, da nur Pflanzen iiber die
entsprechenden Desaturasen verfiigen (2; 3). Im Stoffwechsel der Sdugetiere findet dann eine
weitere Desaturierung und Verldngerung des Kohlenstoffgrundgeriistes statt. So entsteht iiber die

Zwischenmetabolite y-(gamma)-Linolen- und Di-homo-y-Linolensdure aus Linolsdure die Arachi-

donsdure (4) (Abb. 2).
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Abb. 2: Abbau der Linolsdure zu Arachidonsdure

Arachidonsdure dient als Substrat fiir die Synthese einer Vielzahl von immunmodulatorischen

Substanzen, wie Leukotrienen, Prostaglandinen der 2-er- und 4-er-Reihe und Thromboxanen (4; 5)

(Abb. 3).

Arachidonséure
Cyclooxygenase Lipoxygenasen
Protaglandin H2 Leukotriene
der der-Serie
Prostacyclin- Thromboxan-
synthese synthese
Prostacyclin  weitere Prostaglandine Thromboxan

der 2er-Serie

Abb. 3: Arachidonsdure als Substrat fiir immunologische Botenstoffe

Durch dieselben enzymatischen Prozesse, wie bei der Umwandlung der n-6-ungesittigten Fett-
sduren in y-Linolensdure, entsteht aus a-Linolensdure Eicosapentaensdure (1), die wiederum als
Ausgangssubstrat fiir Leukotriene der Ser-Reihe und Prostaglandine der 3er-Reihe sowie fiir
Resolvine der E-Reihe dient. Resolvine sind Mediatorsubstanzen mit anti-inflammatorischer Wir-

kung und tibernehmen eine regulatorische Rolle im EntziindungsprozeB (6; 7).



Uber weitere Elongationen der Kohlenstoffkette, deren Desaturierung und abschlieBende Ent-
fernung von zwei Kohlenstoffatomen durch die B-Oxidation entsteht aus Eicosapentaensdure (EPA)
schlieBlich die Docosahexaensdure (DHA), die wiederum als Substrat fiir die Bildung von

Resolvinen der D-Reihe dient (1; 4; 8) (Abb. 4).
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Abb. 4: Abbau der Linolensdure zu DHA

Der beschriebene Metabolismus der ungeséttigten Fettsduren zeigt, dall ein enger physiologischer
Zusammenhang zwischen n-3- und n-6-ungesittigten Fettsduren besteht. Dabei spielen in
quantitativer Hinsicht jedoch v.a. die n-6-ungesittigten Fettsduren die wichtigste Rolle (1).

Besonders Ole aus Pflanzensamen (Weizen-, Sojabohnen-, Sonnenblumenél etc.) sind reich an



n-6-ungesittigten Fettsduren, speziell an Linolenséure (4; 5).

Der Anteil der Linolensdure an allen zugefiihrten Fettsduren ist mit ca. 75 % am hdochsten, gefolgt
von der n-3-ungesittigten Fettsdure a-Linolensdure. Die tigliche Aufnahmemenge des Menschen
betrdgt in GroBbritannien ca. 10-15 g bei Linolensdure bzw. 0,75-1,5 g bei a-Linolensdure (1).
Ubrige PUFAs werden in weitaus geringerer Menge zugefiihrt. Die geschiitzte Tagesmenge fiir
Arachidonséure beispielsweise liegt zwischen 50 und 300 mg (5).

Die Fettsduren EPA und DHA werden besonders iiber sehr dlige Fischarten, wie Lachs, Hering,
Thunfisch und Makrele aufgenommen. Bleibt eine Versorgung mit Fischprodukten aus, stellt
a-Linolensdure die Hauptversorgungsquelle mit n-3-ungesdttigten Fettsduren dar. Die geschétzte
durchschnittliche Aufnahmemenge der n-3-ungesittigten Fettsduren in Grofbritannien wird mit

unter 250 mg pro Tag beziffert (5).

1.3 Physiologische Funktionen von ungesattigten Fettsduren

Fettsduren spielen eine maligebliche Rolle bei der Entwicklung und Steuerung einer Vielzahl von
biochemischen und physiologischen Prozessen des Organismus.

Im Wesentlichen konnten bisher vier EinfluBmoglichkeiten ungesittigter Fettsduren auf das
Immunsystem nachgewiesen werden. So hat die Zusammensetzung der Fettsdure-Einnahme u.a.
Einfluf} auf die Strukturen von Zellmembranen und die Peroxidation von Fettsduren. Sie erhoht die
Genexpressionsrate der Immunzellen, beeinflufit die Produktion von Eicosanoiden und moduliert
die Steuerung der Apoptose (9).

Epidemiologische Studien ergaben, dafl der vermehrte Verzehr von Fisch und damit von n-3-
ungesittigten Fettsduren bei den Inuit moglicherweise als das biochemische Korrelat der
verminderten Inzidenz von Entziindungserkrankungen in dieser Ethnie betrachtet werden kann (9).

Ebenfalls konnten bestimmte erndhrungsbedingte Einfliisse auf die Expression der immunologisch



wirksamen Zytokine IFN-y und Interleukin 4 (IL-4) nachgewiesen werden. Die Aufnahme
entsprechender Fettsduren mit der Nahrung begiinstigt den Anstieg von IFN-y und bleibt ohne
EinfluB auf die Produktion von IL-4. In Zeiten des Hungerns und der verminderten Nahrungs-

aufnahme verhilt es sich umgekehrt (10).

1.4 Bedeutung der DHA fiir die Schwangerschaft

Wihrend des letzten Schwangerschaftstrimenons und in den ersten Wochen nach der Geburt findet
ein GroBteil der zerebralen Reifung des Fotus bzw. Neonatus statt. Die notwendigen Membranlipide
enthalten gro3e Mengen langkettiger ungesittigter Fettsduren (11). Fiir eine problemlose Embryo-
nalentwicklung sind daher neben ausreichender Energie- und Proteinzufuhr suffiziente
Plasmakonzentrationen n-3-ungeséttigter Fettsduren, wie DHA (Docosahexaensdure) und EPA
(Eicosapentaensdure), sowie biologisch wirksamer Folsdure (5-Methyl-Tetra-Hydrofolsédure)
notwendig. Vor allem DHA ist integraler Bestandteil der Zellmembranen bestimmter Gewebetypen,
wie des Gehirns und der Retina (12).

In einer Studie von Larque et al. konnte der bevorzugte Transfer von langkettigen ungesattigten
Fettsduren, wie DHA und Arachidonsédure, von der Mutter zum Kind nachgewiesen werden. Im
Vergleich zu den gesittigten Fettsduren Palmitin- und Olsiure war der prozentuale Anteil der
Docosahexaensdure im Nabelschnurblut im Gegensatz zur Konzentration in der Plazenta
signikfikant erhoht (13). Spezielle fettsdurebindende Proteine der Plazenta werden hierfiir

verantwortlich gemacht. (14)



1.5 Substitution von DHA wéhrend der Schwangerschaft

In einer placebo-kontrollierten Studie an 100 Frauen und ihren Neugeborenen konnte nachgewiesen
werden, da3 die im Nabelschnurblut gemessene Konzentration von DHA stark korreliert mit der
Reife und Sensitivitdt der Retina des Kindes (15).

Ausgehend von der Bedeutung fiir die Zusammensetzung der Phospholipide des Nervengewebes
konnten Interventionsstudien zudem den langfristigen EinfluB von DHA auf die kognitive (16) und
visuelle (15) Entwicklung, sowie auf den Kopfumfang (17) des Neugeborenen belegen. Jedoch
forderten einige Studien widerspriichliche Ergebnisse zutage, in denen sich diese Effekte nicht
belegen lieBen (18; 19). Des weiteren zeigte sich in einigen Studien die Verringerung postpartaler
Depressionen von Frauen (20; 21).

Genaue Mengen des Bedarfs an n-3-gesittigten Fettsduren wéihrend der Schwangerschaft konnten
bislang nicht ermittelt werden.

Bisher ist auflerdem unklar, welche Dosierung n-3-ungesittigter Fettsduren giinstig ist fiir den
Schwangerschaftsverlauf, sowie die fetale Reifung und neurophysiologische Entwicklung des

Neugeborenen (22).

1.6 Biochemie der Folsdure

Die tiber die Nahrung zugefiihrte Folséure wird im Organismus in ihre biologisch wirksame Form,
die 5-Methyl-Tetra-Hydrofolsdure (5-MTHF), umgewandelt (23).
Vitamin B12 katalysiert in der Leber die Ubertragung der Methylgruppe des 5-MTHF auf

Homozystin. Es entsteht die Aminosidure Methionin (23).
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Abb. 5: Biochemischer Regelkreis von Folsdure und Homozystin

(Zeichenerkldrung: SAMe = S-Adenosyl-Methionin;, PE-DHA = Phosphatidylethanolamin-DHA,
PEMT = Phosphatidylethanolamin-N-Methyltransferase; PC-DHA = Phosphatidylcholin-DHA)

1.7 Substitution von Folsdure wihrend der Schwangerschaft

Was die kindliche Versorgung mit Folsdure in der Frithphase der Schwangerschaft anbetrifft,
bestdtigte sich ebenfalls ein Zusammenhang zwischen der perikonzeptionellen Gabe von Folsdure
und der Verminderung neurologischer Entwicklungsstérungen. Bereits die Verabreichung von etwas
mehr als 400ug Folsdure wdhrend der frithen Schwangerschaft konnte das Auftreten von
Neuralrohrdefekten um 50-70% senken (24). Dariiber hinaus induziert Folsdure die Umwandlung
von Homozystin in Methionin und damit die Reduktion der Plasmakonzentration von Homozystin
(23). Das ist auch insofern von Bedeutung, als bereits eine leichte Erhohung von Homozystin
Gefidllschdden und ein erhdhtes Risiko fiir die Entstehung koronarer Herzerkrankungen nach sich
zieht. Die kardiovaskuldren Wirkungen der Folsdure sind jedoch nicht Gegenstand dieser Arbeit.

Die Reduktion der Plasmakonzentration von Homozystin verbessert moglicherweise die
Gefialbildung der Plazenta sowie die plazentare Durchblutung und steigert den fetomaternalen
Stoffaustausch (25). Auch konnte eine Verringerung der Trophoblasten-Apoptose nach Gabe der 5-

MTHF (5-Methyl-Tetrahydrofolsdure) nachgewiesen werden (26).
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Im Tierversuch wurde der EinfluB von Folsdure auf die Konzentration von Plasma- und
Gewebskonzentrationen der ungesdttigten Fettsduren untersucht. Hierzu erhielten Ratten Folséure.
Dies fiihrte zu einem Konzentrationsanstieg von n-3-PUFA in Fetten von Thrombozyten und
Erythrozyten, jedoch nicht in Leberzellen. Die Linolsdurekonzentrationen blieben unbeeinflufit. Ein
Anstieg der Linolensdurekonzentration zeigte sich nur in den Zellen der Leber und des Darmtraktes,
wohingegen ein Anstieg der Arachidonsdure in keiner der genannten Gewebearten zu finden war
(27).

Diese Erkenntnisse decken sich mit Studien, die Durand et al. ebenfalls an Ratten durchfiihrten.
Nach Stimulation mit Thrombin zog eine Folsdure-Mangeldidt eine vermehrte Metabolisierung von
Arachidonsdure zu Endprodukten des enzymatischen Abbaus durch Cyclooxygenase und
Lipoxygenase nach sich. Besonders ein Anstieg von Thromboxan war im Rahmen dieser
Versuchsreihe festzustellen. Der Anstieg dieser Stoffwechselprodukte fiihrt hdchstwahrscheinlich zu
einer Verdnderung des Fettsduremusters in Plasma und Thrombozyten auf Kosten der n-3-
ungesdttigten langkettigen Fettsduren (28).

Der prothrombotische Effekt bietet eine mogliche Erkldrung fiir die Zunahme des Risikos
kardiovaskuldrer Erkrankungen bei einer Mangelversorgung mit Folsdure.

Folsdure kann einen bestehenden Vitamin-B12-Mangel maskieren. Durch die oftmals zu spét
erkannte perniziose Andmie kann es dann zu einer irreversiblen Neuropathie kommen.

Deshalb bevorzugt man die Gabe der biologisch aktiven Form der Folsdure, der 5-Methyl-

Tetrahydrofolsdure (MTHF).



1.8 Interaktion von Folsdure und DHA

Ein GroBteil der aufgenommenen ungesittigten Fettsduren wird ebenfalls in der Leber
verstoffwechselt. V.a. die an Phosphatidylethanolamin gebundene Docosahexaensdure (PE-DHA)
ist dabei in den Regelkreis der Metabolisierung von Methionin eingebunden (23).

Methionin wird zunéchst in S-Adenosyl-L-Methionin (SAMe) umgewandelt. Dessen Methylgruppe
wird in einem anschlieenden Schritt — katalysiert durch das Enzym Phosphatidylethanolamin-N-
Methyltransferase (PEMT) — auf die Phosphatidylethanolamin-DHA (PE-DHA) iibertragen. Es
entsteht Phosphatidylcholin-DHA (PC-DHA), die in das Blutplasma sezerniert wird. Die

Konzentrationen von Homozystin und DHA sind positiv miteinander korreliert (s. Abb. 5) (23).

1.9 Ziel dieser Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit soll untersucht werden, wie sich eine kombinierte Substitution von
Fischol und MTHF auf die Plasmakonzentrationen von DHA und EPA bei Mutter und Neuge-
borenem im Vergleich zur alleinigen Fischol- und MTHF-Supplementation bzw. zur Einnahme
eines Placebo-Priparates auswirken und inwieweit physiologische Schwangerschaftsparameter,
sowie Schwangerschaftskomplikationen beeinflufit werden konnen.

Des weiteren gibt es Daten, die auf eine Interaktion von Folsédure mit dem Fettsdure-Metabolismus
hindeuten. In diesem Zusammenhang sind vier Hypothesen zu priifen:

1. Fischol-Supplementierung ab der 22. Schwangerschaftswoche verhindert einen Abfall der DHA-

und EPA-Konzentrationen wihrend der Schwangerschaft.
2. Fischdl-Supplementierung ab der 22. Schwangerschaftswoche erhoht die fetalen bzw. Nabel-

schnurblutkonzentrationen von DHA und EPA.
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3. Simultane Gabe von Fischol und MTHF erhoht die DHA- und EPA-Konzentrationen im

miitterlichen Plasma.

4. Simultane Gabe von Fischol und MTHF erhoht die DHA- und EPA-Konzentrationen im fetalen

Plasma.

Im Nebenziel sollte untersucht werden, ob:

1. Fisch6l und 5-MTHF die Schwangerschaftskomplikationen, wie Gewichtszunahme, Proteinurie
oder postpartale Depression verringern.

2. Fischol und 5-MTHF die fetalen klinischen Parameter, wie Geburtsgewicht, Korperldnge,

APGAR-Werte und pH-Wert des Nabelschnurblutes beeinflussen.
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2 Methodik und verwendete Materialien

2.1 Studiendesign der NUHEAL-Studie

Im Rahmen der NUHEAL-Studie wurden an den Universititen von Granada (Spanien), Pecs
(Ungarn) und an den beiden Universitits-Frauenkliniken der Ludwig-Maximilians-Universitit in
Miinchen Frauen mit unkompliziert verlaufenden Einlingsschwangerschaften ab der 20. Schwanger-
schaftswoche rekrutiert. Dazu wurden schwangere Frauen, die sich den Studienzentren zur
vorgeburtlichen Betreuung zwischen der zwoélften und 20. Schwangerschaftswoche vorstellten, von
Mitarbeitern der Studie kontaktiert und liber Ziele und Inhalt der Studie aufgeklart. Den Frauen
wurde eine schriftliche Einverstindniserkldrung ausgehéndigt, und sie wurden eingeladen, an der
Studie teilzunehmen. Die schwangeren Frauen und ihre Partner bekamen ein Informationsblatt
ausgehdndigt, das liber Wesen und Ziele der Studie aufklédrte und erhielten die Mdglichkeit, evtl.
bestehende Fragen eingehend zu erdrtern. Voraussetzung fiir die Aufnahme in die Studie war eine
unterschriebene Einverstindniserkldrung. Die Ethikkommissionen der jeweiligen Studienzentren
stimmten der Durchfiihrung der Studie zu.

Die Probandinnen wurden doppelblind vier verschiedenen randomisierten Gruppen zugeteilt. In
Gruppe I wurde ab der 22. Schwangerschaftswoche ausschlieBlich DHA, in Gruppe II 5-MTHF
substituiert. Die Teilnehmerinnen aus Gruppe III erhielten beide Nahrungs-ergdnzungsmittel, die
Teilnehmerinnen aus Gruppe IV ein Placebo-Préparat.

Wie in Abbildung 6 dargestellt wurden Schwangerschaftsverlauf, Entbindung und Entwicklung des
Neugeborenen iiberwacht und entsprechende biochemische Messungen durchgefiihrt. Hauptziel-
parameter war die Bestimmung der plasmatischen DHA- und EPA-Konzentration der Miitter in der
20. und 30. Schwangerschaftswoche und bei Geburt sowie der fetalen Plasmakonzentrationen im

plazentaren Nabelschnurblut.
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Abb. 6: Studiendesign der NUHEAL-Studie

Die folgende Tabelle gibt Aufschlul3 {iber die Dosis der verabreichten Nahrungsergdnzungsstoffe in

den einzelnen Studiengruppen.

Studiengruppe Ungarn Deutschland Spanien
I 500 mg DHA 500 mg DHA 500 mg DHA
II 400 pg 5-MTHF 400 pg 5-MTHF 400 pg 5S-MTHF
I DHA + 5-MTHF DHA + 5-MTHF DHA + 5-MTHF
v Placebo Placebo Placebo

Tab. 1: Zuordnung der Studiengruppen I-1V

Die Auswahl der Léander, in denen die Studie durchgefiihrt wurde, beruhte auf der unterschiedlichen
Meeresndhe. Somit muf3 ein unterschiedlicher Fischkonsum angenommen werden. Dieser wiederum
hat einen nachgewiesenen Effekt auf die Konzentration n-3-ungesittigter Fettsduren im Blutplasma

der Konsumenten (29).
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2.2 Ein- und AusschluBkriterien

Folgende EinschluBBkriterien wurden festgelegt:
gesunde Frauen mit unkompliziert verlaufender Einlingsschwangerschaft
ein Mindestalter von 18 und ein Hochstalter von 40 Jahren
Verzicht auf Einnahme von Fischdlpriaparaten ab Beginn der Schwangerschaft
keine regelmifige Zufuhr von Folsdure und / oder Vitamin B12 nach der
16. Schwangerschaftswoche

Absicht, in einem der Studienzentren zu entbinden

Als AusschluBBkriterien galten:
die Teilnahme an einer anderen klinischen Studie
die Einnahme von Fischol-Produkten ab Beginn der Schwangerschaft
schwerwiegende chronische Erkrankungen, wie Diabetes mellitus, Hepatitis, sowie Krebs- oder
chronisch entziindliche Darmerkrankungen

die regelméBige Einnahme von Folsdure und Vitamin B12 nach der 16. Schwangerschaftswoche

23 Stichprobenumfang

Mit Hilfe der Zwei-Faktoren-Varianz-Analyse (vier Interventionsgruppen, drei Lédnder) lie8 sich
eine statistische Power von 80% bei 300 untersuchten Schwangerschaften ermitteln. Um einen
Unterschied von 0,8% der DHA-Konzentration zwischen den Interventionsgruppen mit einer Power
von 80 % und einem a-Fehler von 0,05 zu detektieren, war eine Fallzahl von 300 Teilnehmerinnen

notig (zwei Faktoren bei vier Interventionsgruppen und drei Léndern). Die Fallzahl ist angemessen,
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da Interaktionen zwischen Erndhrungsweise und Studienzentrum mit einer Power von 80%
aufgedeckt werden konnen, wenn sie zu mehr als 22% zur Gesamtvariation beitragen. Es wurde
beabsichtigt, 100 schwangere Frauen zu untersuchen, um die Studie in jedem Zentrum erfolgreich
abschlieen zu konnen. Bei einer vermuteten Drop-Out-Rate von 33% beziiglich der Compliance
der Patientinnen, an der gesamten Studie teilzunehmen, war es somit notwendig, 150 Frauen je

Studienzentrum zu rekrutieren.

15



2.4 Zusammensetzung des NUHEAL-Formelproduktes

Das Formelprodukt wurde von der Firma Ordesa fiir die Studie entwickelt. Die Zusammensetzung
der Fettsdure- und MTHF-Supplemente wurde von unabhédngigen universitaren Partnern in Dublin

(Anne Malloy) und Granada (Angel Gil, Institute for Nutrition an Food Technology) bestimmit.

Inhalt (pro Tag) Kontrollgruppe DHA 5-MTHF Kombination
DHA (mg) 0 500 0 500
6S-MTHF (ug)  © 0 400 400
Energie (kcal) 0 71 70 71
Proteine (g) 2.9 25 2.9 2.5
Fett (g) 2.9 3.1 2.9 3.1
Kohlenhydr. (g) -0 8.2 8.0 8.2
Ca (mg) 360 360 360 360
P (mg) 360 360 360 360
Mg (mg) 106 106 106 106
Zn (mg) 5.70 5.70 5.70 5.70
I(ng) 60 60 60 60
Vit. A (1g) 240 240 240 240
Vit. D (ug) 0.50 0.50 0.50 0.50
Vit. E (mg) 3 3 3 3
Vit. BI (mg) 0.48 0.48 0.48 0.48
Vit. B2 (mg) 0.54 0.54 0.54 0.54
Vit. B3 (mg) 6 6 6 6
Vit. B6 (mg) 0.63 0.63 0.63 0.63
Vit. B12 (1g) 0.78 0.78 0.78 0.78
Vit. C (mg) 30 30 30 30

Tab. 2: Zusammensetzung des NUHEAL-Formelprodukts
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2.5 Asservierung biologischer Materialien

Die Studienteilnehmerinnen bekamen zum Zeitpunkt der Entbindung 10 ml vendsen Blutes
entnommen. Zu diesem Zweck muften sie nicht niichtern sein. AuBerdem wurden je 2 ml
Kolostrum zur Bestimmung von Fettsduren gewonnen.

Auch bei den Neugeborenen erfolgte nach der Geburt eine Blutentnahme. Darin wurden die
Phospholipid-Fettsduren im Plasma, die Fettsdurezusammensetzung der Erythrozytenmembranen,
der antioxidative Status, Vitamin B12 und Folséure sowie die Plasmakonzentrationen von IgE und
die immunologischen Phédnotypen bestimmt. Die Blutproben wurden in EDTA-R6hrchen
entnommen. Fiir die Bestimmung des Homozystins im Plasma mufiten die Proben innerhalb einer
Stunde verarbeitet werden. War dies nicht moglich, wurden die Blutproben im Kiihlschrank bei
einer Temperatur von 4°C gelagert oder zu Transportzwecken in einer Frischhaltebox aufbewahrt.
Um das Plasma abzutrennen, wurden die Blutrohrchen zentrifugiert (12 Minuten bei 2500 rpm).
Das Plasma wurde vorsichtig von den zelluldren Bestandteilen abpipettiert und in Eppendorf-Cups
in 300 pl aliquotiert. Die Folsdure-Analyse wurde mit mikrobiologischen Assay auf der Grundlage
eines resistenten Stammes von Lactobacillus Casei durchgefiihrt, das Plasma-Homocystein in
Dublin von Anne Malloy mit Hilfe eines IMX-Assays bestimmt.

Die einzelnen Proben wurden in verschraubbaren Sarstedt-Rohrchen aufbewahrt und in Sarstedt
Cardboard Storage Boxen gelagert. Dabei wurde ein Satz der Proben in unserem Labor
zuriickbehalten, der andere Satz an das weiterverarbeitende Labor geschickt.

Zu beachten war, dafl die Beschriftung der Probenrdhrchen nicht unter der Kiihlung von -20° C in
Mitleidenschaft gezogen wurde. Die elektronischen Datensédtze wurden auf Festplatte und einem
externen Speichermedium gesichert. Eine Kopie wurde an das verarbeitende Labor gesendet.

Bei jedem Neugeborenen wurden 4 ml Vollblut mit Hilfe eines Heparinrdhrchens gewonnen. Die
Entnahme erfolgte aus dem plazentaseitig gelegenen Ende der Nabelvene. AnschlieBend wurde im

Krankenhauslabor eine Zéhlung der Leukozyten und speziell der Lymphozyten durchgefiihrt.
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2.6 Datenerhebung

2.6.1 Mutter

Die Studienteilnehmerinnen wurden zu drei unterschiedlichen Zeitpunkten untersucht, ndmlich vor
Beginn der Supplementierung, nach Abschlu3 der 30. Schwangerschaftswoche und bei Geburt des
Kindes (s. Abb. 6).
In personlichen Interviews durch geschultes Personal wurden mit Hilfe standardisierter Fragebdgen
in der 20. Schwangerschaftswoche erfaf3t:

- die Anamnese

- Auskiinfte beziiglich des sozio6konomischen Status.

Ferner wurden folgende klinische Parameter bestimmt:
- Korpergewicht und -grof3e

- Blutdruck.

Die Anamnese fokussierte dabei besonders Fragen zu bisherigen Schwangerschaften und damit
verbundenen Komplikationen (Proteinurie, Hypertonie, Eklampsie etc.), zum miitterlichen

Tabakkonsum und zu Allergien vom Typ I.

Nach der 30 Schwangerschaftswoche wurden dokumentiert:
- Anamnese, insbesondere in Bezug auf Schwangerschaftsverlauf, evtl. aufgetretene Komplika-
tionen, wie Eklampsie und Hypertonie, und neu entstandene Erkrankungen

- Vertrdglichkeit des NUHEAL-Produktes.
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Nach der Entbindung wurden die folgenden Befunde erhoben bzw. Untersuchungen durchgefiihrt:
- Anamnese mit der Frage nach evtl. Schwangerschaftskomplikationen und -dauer, Art der
Entbindung und evtl. Komplikationen bei der Entbindung
- Vertréaglichkeit des NUHEAL-Produktes
- Korpergewicht und -grof3e
- Blutdruck
- Gewicht der Plazenta
- Quantifizierung einer evtl. aufgetretenen postnatalen Depression mit Hilfe der Edinburgh-

Skala.

2.6.2 Kind

Bei den Neugeborenen wurden zu drei verschiedenen Zeitpunkten Untersuchungen durchgefiihrt:
am Tag der Geburt, im Alter von zwei und im Alter von sechs Monaten.
Zum Geburtszeitpunkt wurden bestimmt:

- Gewicht, Korperlidnge und Kopfumfang

- der Reifegrad des Neugeborenen mit Hilfe des APGAR-Scores und der klinischen

Untersuchung

Im Alter von zwei Monaten wurden untersucht bzw. ausgewertet:
- Gewicht, Korperldnge und Kopfumfang
- Erndhrungstagebuch durch die Mutter liber zwei Tage
- ein standardisiertes Interview zum Gesundheitszustand, was insbesondere Fragen nach dem

Auftreten von Infektionen und Allergien beinhaltete.
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An den Studienzentren Granada und Miinchen wurden auflerdem bei den Neugeborenen in der
achten Lebenswoche visuell-evozierte Potentiale (VEPs) abgeleitet.
Im Alter von sechs Monaten wurden folgende Daten erhoben:

- Gewicht, Korperldnge und Kopfumfang

- Erndhrungstagebuch durch die Mutter iiber zwei Tage

- ein standardisiertes Interview zu Gesundheitszustand und Wohlbefinden, was insbesondere die

Fragen nach dem Auftreten von Infektionen und Allergien beinhaltete
- Befunde der klinischen Untersuchung
- nur in Spanien: Skin-Prick-Test und die Erhebung des Bayley Mental Development Index zur

Bestimmung des kindlichen Entwicklungsstandes.

2.7 Plasma-Fettsdurebestimmung bei Neugeborenen und Miittern

Dem Lipidanteil aus 0,5 ml Blutplasma wurden zunédchst 100 pl eines Standardgemisches
zupipettiert. Dieses Gemisch enthielt gelost in 20 ml Chloroform 10 mg Pentadecanoat, 10,52 mg
Tripentadecanoin, 25,214 mg Cholesteryl-Pentadecanoat, 14,562 mg Dipentadecanoyl-
phosphatidylcholin.

AnschlieBend wurden die Lipide mit 0,5 ml Chloroform und 2,5 ml eines Chloroform-Methanol-
Gemisches (Verhéltnis 1:1) extrahiert und die Extrakte vereinigt.

Von dem Extrakt wurde die tiefer liegende Chloroformphase in ein neues Gefal3 iiberfiihrt, unter
Stickstoff getrocknet und anschlieBend in 200 upl Hexan:Methyl-tertbutilether:Essigsaure
(100:3:0.3) aufgenommen. Diese Losung wurde zur Lipidklassentrennung auf eine Aminopropyl-
Saule (WaterS-NH2; Retf WAT054560) aufgegeben, die mit 0,6 ml eines Aceton-Wasser-Gemisches
(Verhiltnis 7:1) und mit 2 ml Hexan vorbehandelt war.

Mit dem Gemisch aus Hexan, Terbutilether und Essigsdure wurde die Séule anschlieBend
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gewaschen. Zur Elution der Cholesterylester wurden 5 ml Hexan zugegeben. Die Abtrennung der
Triglyceride erfolgte mit Hilfe von 6 ml eines Gemisches aus Hexan, Chloroform und Ethylacetat
(Verhéltnis 100:5:5). Die Mono- und Diglyceride und die freien Fettsduren wurden isoliert durch
das schrittweise Waschen mit 5 ml eines Gemisches aus Chloroform und Isopropanol (Verhéltnis
2:1) und mit 6 ml einer Chloroform-Methanol-Essigsdure-Losung (Verhéltnis 100:2:2). Die
Phospholipide wurden mit einer Losung aus Methanol, Chloroform und Wasser (Verhidltnis 100:5:4)
ausgewaschen, die Chloroform-Phase anschlieBend mit 2 ml Chloroform und einem Milliliter
Wasser behandelt. Die neue Chloroform-Phase wurde unter Nitroflul getrocknet, die Umesterung
der Phospholipide zu Methylestern wurde im Anschlu3 daran mit der Methode nach Lepage und
Roy durchgefiihrt. Die Fettsduremethylester wurden aufgetrennt und ihre Mengenbestimmung mit
Hilfe der hochauflésenden Kapillar-Gas-Fliissigkeits-Chromatographie durchgefiihrt. Dabei wurden
Kapillar-Séulen des Typs SP-2330 mit einer Linge von 100 m verwendet. Standardldsungen
methylierter Fettsduren wurden zur Bestimmung und Berechnung der Fettsdurekonzentrationen
benutzt. Wo nodtig kam die massenspektroskopische Gas-Fliissigkeits-Chromatographie zur

Uberpriifung der Ergebnisse zum Einsatz.

2.8 Statistische Auswertung der Messungen

Die statistische Auswertung erfolgte in enger Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Biometrie und
Epidemiologie der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen.

Zunéchst wurden die Unterschiede der DHA- und EPA-Spiegel in der 30. Schwangerschaftswoche
und zur Entbindung im Vergleich zu den Werten der 20. Schwangerschaftswoche mit Hilfe der
multiplen linearen Regression bestimmt. Dabei wurden die beiden wichtigsten Parameter, die DHA-
und die MTHF-Einnahme, untersucht.

Die Interaktion zwischen DHA und MTHF wurde abgeschétzt und — sofern sie signifikant war — in
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das Modell miteinbezogen.
In einer zweiten Analyse wurde das jeweilge Studienzentrum (Deutschland, Ungarn, Spanien) als
Confounder beriicksichtigt. Das Signifikanz-Niveau wurde mit a=0,05 festgelegt.

Die grundlegenden Charakteristika wurden zwischen den vier Interventionsgruppen durch

Anwendung des Kruskal-Wallis-Tests beziehungsweise desy’-Tests verglichen.

Auf dieselbe Weise wurden die Grundcharakteristika zwischen den drei Landern verglichen.

Die DHA- und EPA-Werte und ihre Standardabweichungen wurden fiir jede der vier Interven-
tionsgruppen berechnet. In jeder Gruppe wurden zusétzlich die DHA- und EPA-Werte mit den
Ausgangswerten der 22. Schwangerschaftswoche mit Hilfe des Wilcoxon-Tests verglichen.

Um der Mehrfachtestung Rechnung zu tragen, wurden p-Werte von weniger als 0,001 hier als

signifikant betrachtet.
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3 Ergebnisse

3.1 Probandencharakteristik

Anzahl der Frauen, die
fiir die Studie gewonnen n=315 {1 ﬂﬂ%
und den Studiengruppen

zufillig zugeteilt werden {-}L’@ |

Folsaure beides Placebo

e
WD

Miitterliche Blutproben n=61 [88%) n=62 (95%)] n=55 (B6%)
(bei Geburt)

Mabelschnurblutproben | n=59 (B&%)

Aufnahme in die Studie

n=65 (B4%] n=72 [90%)

Beendigung der Studie

n=65 (90%,)

n=54 (83%] n=51 (807 n=56 (78%)

Abb. 7: Fallzahlen der NUHEAL-Studie

315 Studienteilnehmerinnen fiillten den Fragebogen komplett aus und willigten in eine Teilnahme
an der Studie ein. Von diesen 315 Frauen erfiillten vier nicht die EinschluBkriterien. Zwei von ihnen
hatten ein Korpergewicht von iiber 92 kg, eine nahm zusitzlich Fischolpriparate ein. Zwei weitere
Schwangere nahmen regelmifBig Fischolpriparate ein. Von den verbliebenen 311 Teilnehmerinnen
fithrten 270 die Studie zu Ende, jedoch konnten nur in 243 Fillen bei der Entbindung Blutproben
gewonnen werden, Proben von Nabelschnurblut in 220 Fiallen. Nach der Zuteilung zu den vier
Versuchsgruppen unterschied sich der proportionale Anteil der Frauen jeder Gruppe in allen drei
Landern nicht signifikant. Es wurden keine signifikanten Unterschiede in den wichtigsten
Grundcharakteristika (Alter der Miitter, Body-Mass-Index, Schwangerschaftsrisiken etc.) zwischen

den einzelnen Gruppen festgestellt. Eine Teilnehmerin war asiatischen Ursprungs, eine nicht

23



zuzuordnen. Alle iibrigen Teilnehmerinnen waren kaukasischen Ursprungs. Die beiden erst-
genannten gehorten der Placebo-Gruppe an.

Die folgenden Tabellen geben die Verteilung der Probandinnen auf Studiengruppen und Lander

wieder.
Studienzentrum Fischol (n=69) 5-MTHF (n=65)  Fischol + Placebo (n=72)
5-MTHF (n=64)
Spanien 38 (55) 35 (54) 36 (56) 38 (53)
Deutschland 18 (26) 14 (22) 16 (25) 20 (28)
Ungarn 13 (19) 16 (25) 12 (19) 14 (19)
p-Wert=0,965

Tab. 3: Gruppenzusammensetzung

(Der in Klammern gesetzte Wert gibt den prozentualen Anteil bezogen auf die jeweilige Gesamtzahl der Teilneh-
merinnen je Interventionsgruppe an. Unterschiede innerhalb der Interventionsgruppen wurden statistisch mit Hilfe des
Kruskal-Wallis-Tests und des y-Tests ermittelt.)

3.2 Klinische Daten

Zu Studienbeginn hatten die deutschen Teilnehmerinnen im Vergleich zu den Teilnehmerinnen der
beiden anderen Lander einen niedrigeren Body-Mass-Index. In diesem Merkmal unterschieden sie
sich jedoch nicht signifikant von den Probandinnen der anderen Studienzentren.

Weitere signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Landern fanden sich bei Geburtsrisiken
und elterlichen Allergien.

Was die Geburtskomplikationen von Mutter und Kind und die Geburtsergebnisse anbetraf, wurden

bei der Entbindung keine signifikanten Unterschiede festgestellt.

Tabelle 4 auf der folgenden Seite fafit die Ergebnisse zusammen.
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Studienzentrum  Fischol 5-MTHF FO+5-MTHF Placebo
(n=69) (n=65) (n=64) (n=72)

Body-Mass-Index

(p = 0,403)

Median 25,2 24,6 24,86 24,1

Schwankungs- 18,5-35,2 18,9-39,1 19,5-32,4 18,5-35.,5

breite

Schwangerschaften

(p=0,621)

<2 34 (50) 23 (35) 26 (41) 32 (45)

=2 19 (28) 25 (39) 26 (41) 25 (35)

>2 16 (23) 17 (26) 12 (19) 15 (21)

Geburten

(p=0,855)

<2 61 (88) 56 (86) 56 (88) 65 (90)

=2 7 (10) 7(11) 6(9) 7 (10)

> 2 1(1) 2(3) 2(3) 0 (0)

Anzahl der Geburtsrisiken

(p=0,447)

keine 19 (27) 18 (28) 20 (31) 28 (39)

1 29 (42) 26 (40) 27 (38) 30 (42)

2 15 (22) 16 (25) 11(17) 12 (17)

3 6(9) 5(8) 9(14) 2(3)

Allergien Miitter

(p=0,709)

keine 46 (67) 48 (74) 46 (72) 51(71)

1 21 (30) 16 (25) 15 (23) 17 (24)

2 2(3) 0(0) 3(6) 4 (6)

3 0 (0) 1(2) 0 (0) 0 (0)

Allergien Viiter

(p=0,542)

keine 50 (75) 49 (77) 52 (85) 55 (76)

1 15 (22) 11(17) 8 (13) 14 (19)

2 2(3) 3(5) 1(2) 3(4)

3 0(0) 1(2) 0(0) 0(0)

Tab. 4: klinische Daten
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33 Soziodokonomische Daten

Im Vergleich zwischen den einzelnen Léndergruppen fiel auf, da die spanischen
Studienteilnehmerinnen hiufiger rauchten. Zu Studienbeginn waren die deutschen Teilnehmerinnen
aulerdem dlter im Vergleich zu den Teilnehmerinnen der beiden anderen Lénder. In diesem
Merkmal unterschieden sie sich jedoch nicht signifikant von den Probandinnen der anderen
Studienzentren.

Signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Léndern fanden sich in Bezug auf Wohngebiete,

Art des Wohnens, Haustierhaltung und elterliche Berufsausbildung.

Tabelle 5 auf der folgenden Seite faflit die Ergebnisse zusammen.
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Fischol 5-MTHF FO + MTHF Placebo

(n=69) (n=65) (n=064) (n=72)
Nikotinkonsum
(p =0,555)
ja 9(13) 8 (12) 9(14) 5(7)
nein 60 (87) 57 (88) 55 (86) 67 (93)
Partnerstatus
(p=0,778)
alleinstehend 3(4) 3(5) 1(7) 3(4)
Partnerschaft 66 (96) 62 (95) 63 (98) 69 (96)
Lebensumfeld
(p=0,890)
stiadtisch 32 (46) 32 (49) 29 (45) 37 (51)
landlich 37 (54) 33 (51) 35 (55) 35(49)
Personenanzahl pro Haushalt
(p=10,659)
<2 1(1) 0(0) 0(0) 0(0)
=2 36 (52) 30 (46) 28 (44) 34 (47)
>2 32 (46) 35 (54) 36 (56) 38 (53)
Wohnung
(p=10,273)
Eigentum 51 (74) 51(79) 47 (73) 46 (64)
Miete 18 (26) 14 (22) 17 (27) 26 (36)
Haustiere
(p=10,426)
ja 23 (33) 21 (32) 23 (36) 17 (24)
nein 46 (67) 44 (67) 41 (64) 55 (76)
Ausbildung
(p=0,310)
keine 27 (40) 29 (45) 17 (27) 33 (47)
Lehre 14 (21) 14 (22) 19 (31) 10 (14)
Master 6(9) 6 (9) 5(8) 3(4)
Univ.-Abschlu 20 (29) 15 (23) 21 (34) 24 (34)
sonstiges 1(2) 0(0) 0(0) 0(0)

Tab. 5: soziookonomische Daten
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34 Auswirkungen der DHA- und MTHF-Supplementierung auf die DHA-Werte in

mitterlichem und fetalem Plasma

Bei Studieneintritt bestanden keine signifikanten Unterschiede der miitterlichen oder fetalen
Plasmakonzentrationen von DHA oder EPA zwischen den Interventionsgruppen (s. Tab. 6-8). Die
nichtadjustierten Mittelwerte der DHA- und EPA-Konzentrationen zu den drei Untersuchungs-
zeitpunkten sind in Tab. 6-8 dargestellt. Die Supplementierung mit Fischol erhohte die miitterlichen
DHA-Plasmakonzentrationen signifikant iiber den Supplementierungszeitraum. Das gleiche traf fiir
MTHF-Supplementierung zu, allerdings war der Effekt deutlich geringer. So erhdhte Fischol die
DHA-Konzentration in der 30. Schwangerschaftswoche. In gleicher Weise erhohte Fischol die
miitterliche EPA-Plasmakonzentration liber die Zeit. MTHF beeinflulte die miitterliche EPA-
Konzentration nicht.

Die Konzentration in der 30. Schwangerschaftswoche war um 2,32% erhoht, zur Entbindung um
2,05% und die Plasmaspiegel im Nabelschnurblut um 1,16%.

Allerdings gingen mit der MTHF-Supplementierung hohere DHA-Spiegel in der 30. Schwanger-
schaftswoche einher.

Es konnte keine signifikante Interaktion von DHA und MTHF beziiglich der Auswirkungen auf
DHA- und EPA-Spiegel nachgewiesen werden. Allerdings war die Zahl der Studienteilnehmerinnen
moglicherweise zu niedrig um eine signifikante Interaktion zu entdecken.

Nach Adjustierung der Daten fiir die Nationalitit war bei den ungarischen Studienteilnehmerinnen
der DHA-Spiegel zur Entbindung signifikant erhoht, wohingegen dies bei den spanischen
Teilnehmerinnen in Bezug auf die Spiegel im Nabelschnurblut der Fall war.

Pafte man die Ergebnisse an die Nationalitit an, zeigte sich eine signifikante Assoziation der
MTHF-Substitution mit einem geringeren DHA-Anteil im Plasma des Nabelschnurblutes. Die
Plasmaspiegel von DHA in der 30. Schwangerschaftswoche und zur Entbindung waren in beiden

Interventionsgruppen mit Fischol-Supplementierung signifikant erhoht. MTHF-Gabe war mit einem
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geringeren, aber signifikanten Anstieg des EPA-Plasmaspiegels zur Entbindung vergesellschaftet.
Nach Anpassung waren die EPA-Wertein der 30. Schwangerschaftswoche und zum Zeitpunkt der
Entbindung stark durch die Probandinnen spanischer Nationalitdt beeinfluf3t.

In den folgenden Tabellen sind die jeweiligen Mittelwerte und die Standardabweichungen

dargestellt.
Zeitpunkt Fischol (n=69) 5-MTHF (n=65)  beides (n=64) Placebo (n=72)
20. SSW 66 (5,75+1,35) 63(5,68+1,14) 60(589+1,38) 66(5,95+1,60)
30. SSW 66 (7,49 +2,01) 59(5,65+1,01) 61(8,00+1,52) 65(546+1,21)
Entbindung 61 (7,26 +1,72) 62(546+1,46) 55(7,57+1,64) 65 (5,44 +1,50)
p-Wert = 0,881

Tab. 6: DHA-Spiegel im miitterlichen Plasma’

1 Die Basal-Konzentrationen von DHA und von EPA unterschieden sich nicht signifikant zwischen den verschiedenen
Interventionsgruppen. Alle weiteren signifikanten Unterschiede wurden mit der 3-Faktoren-Varianzanalyse mit den
Faktoren Fisch6l, MTHF und Zeit ermittelt. Zur Adjustierung wurden die Plasmakonzentrationen von miitterlichem
DHA und EPA in der 20.Schwangerschaftswoche als Co-Faktoren miteinbezogen. Das Signifikanzniveau der wich-
tigsten Effekte ohne Berticksichtigung des Zeitfaktors betrug p<0,001 fiir den Einflufl von Fischdl-Supplementation
und p=0,041 fiir den Einflul der MTHF-Supplementation auf die DHA-Plasmakonzentration, p<0,001 fiir den Ein-
fluB} der Fischdl-Supplementation und p=0,077 fiir den Einflul der MTHF-Supplementation auf die EPA-Konzen-
tration. Der p-Wert fiir den Einflul von Fisch6l und MTHF auf die DHA-Plasmakonzentration betrug 0,934, der p-
Wert fiir den Einflufl beider Nahrungsergéinzungsmittel auf die EPA-Konzentration 0,800. Fischol, MTHF und Zeit
hatte keinen signifikanten EinfluB3 auf die DHA- oder EPA-Plasmakonzentration. Die Nationalitdt &nderte als
moglicher Confounder die Ergebnisse nicht signifikant. Im folgenden die Signifikanzniveaus zwischen den
unterschiedlichen Faktoren:

DHA-Plasmakonzentration: Fischol-Supplementation x Zeit: p<0,001; MTHF-Supplementation x Zeit: p=0,047;
Fischol-Supplementation x MTHF-Supplementation x Zeit: p=0,927;

EPA-Plasmakonzentration: Fischol-Supplementation x Zeit: p<0,001; MTHF-Supplementation x Zeit: p=0,081;
Fischol-Supplementation x MTHF-Supplementation x Zeit: p=0,893;
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Zeitpunkt Fischdl (n=69)

5-MTHF (n=65)

beides (n=64)

Placebo (n=72)

63 (0,17 + 0,20)
59 (0,22 + 0,19)

62 (0,25 +0,19)

60 (0,22 +0,31)
61 (0,53 +0,25)
55 (0,43 +0,25)

66 (0,28 + 0,38)
65 (0,24 + 0,18)

65 (0,22 +0,17)

20. SSW 66 (0,18 £0,21)

30. SSW 66 (0,53 +£0,25)

Entbindung 61 (0,37 £0,20)
p-Wert= 0,619

Tab. 7: EPA-Spiegel im miitterlichen Plasma’

Zeitpunkt Fischol (n=69)

Entbindung 59 (9,90 +2,13)

5-MTHF (n=65)

54 (8,11 +2,06)

beides (n=64)

51 (9,35 +2,30)

Placebo (n=72)

56 (8,74 + 2,02)

p-Wert < 0,001 bei Fischol-Supplementierung; p-Wert = 0,095 bei MTHF-Supplementierung; p-
Wert = 0,689 bei Beriicksichtigung der Interaktion zwischen Fisch6l und MTHF im Nabel-

schnurblut

Tab. 8: DHA-Spiegel im Nabelschnurblut®

2 Die DHA-Konzentrationen im Nabelschnurblutwurden mit Hilfe der 2-Faktoren-Varianzanalyse fiir die Faktoren
Fischol und MTHF ausgewertet. Die miitterliche Plasma-Basalkonzentration von DHA in der 20.
Schwangerschaftswoche wurde als Co-Faktor miteinbezogen. Die Nationalitdt dnderte als moglicher Confounder
die Ergebnisse nicht signifikant. Im folgenden die Signifikanzniveaus zwischen den unterschiedlichen Faktoren:

Fischol-Supplementation: p<0,001; MTHF-Supplementation: p=0,095; Fischol-Supplementation x MTHF-

Supplementation: p=0,689;
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3.5 Vergleich von Basis-DHA- und -EPA-Spiegeln mit Folgewerten innerhalb der

Interventionsgruppen

Die miitterlichen Basis-DHA-Werte unterschieden sich nicht signifikant innerhalb der Inter-
ventionsgruppen. Die Fischol-Supplementierung ging mit einem signifikant erhéhten prozentualen
Anteil der Plasma-DHA-Spiegel in der 30. Schwangerschaftswoche und zur Entbindung einher
— verglichen mit den Basis-DHA-Spiegeln.

Des weiteren waren die DHA-Spiegel in der 30. Schwangerschaftswoche und zur Entbindung
signifikant hoher in den Studiengruppen mit Fischol-Supplementierung — im Vergleich zur MTHF-
und der Placebo-Gruppe.

In der Placebo-, nicht jedoch in der MTHF-Gruppe fiel der miitterliche DHA-Spiegel nach der 20.
Schwangerschaftswoche ab.

In allen Interventionsgruppen war der DHA-Anteil im Nabelschnurblut verglichen zu den
miitterlichen Plasma-Basiswerten und denen zur Entbindung signifikant hoher.

Die Supplementierung mit Fischol, ob mit oder ohne MTHF, war assoziiert mit einer weiteren
Erhohung der Nabelschnurblut-DHA-Konzentrationen im Vergleich zu den beiden {ibrigen
Interventionsgruppen ohne Fischdl-Supplementierung.

Zur Ermittlung der Beziehung zwischen miitterlichem Basis-DHA-Spiegel und DHA-Anteil im
Nabelschnurblut wurde ausschlieBlich die Placebogruppe betrachtet. Dabei fand man heraus, daf3
die DHA im miitterlichen Blut in der 20. Schwangerschaftswoche hochsignifikant mit dem DHA-
Spiegel im Nabelschnurblut korrelierte.

Die miitterlichen EPA-Basis-Werte unterschieden sich nicht signifikant zwischen den vier
Studiengruppen.

Wiéhrend reine DHA an allen vier MeBzeitpunkten normal verteilt war, zeigte EPA eine
unterschiedliche Verteilung, was mit der Tatsache erkldrbar ist, dal eine grofe Zahl an EPA-

Proberdhrchen eine EPA-Konzentration unterhalb der Erkennungsgrenze aufwies.

31



Die Fischol-Supplementierung korrelierte mit einem signifikant erhdhten miitterlichen EPA-Spiegel
in der 30. Schwangerschaftswoche im Vergleich zum Basis-EPA-Spiegel in der 20. Schwanger-
schaftswoche.

Des weiteren waren die mittleren EPA-Werte in der 30. Schwangerschaftswoche signifikant hoher in
den Gruppen mit Fischol-Gabe als in den beiden iibrigen Gruppen.

Zur Entbindung war der miitterliche EPA-Spiegel deutlich erhoht in der Fischol-Interventions-
gruppe in Bezug auf die Ausgangs-Konzentrationen und die miitterlichen EPA-Werte zur
Entbindung und in den beiden Gruppen ohne Fischol-Supplementierung.

MTHF-Gabe alleine fiihrte zu einem signifikanten Anstieg der EPA-Konzentrationen in der 30.

Schwangerschaftswoche und zur Entbindung im Vergleich zu den Ausgangskonzentrationen.
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4 Diskussion

Diese aktuelle europdische Studie konnte belegen, da3 die Supplementation mit Fischol-Priparaten,
die 0,5 g DHA und 0,15 g EPA pro Kapsel enthalten, bei Schwangeren ab der 22. Schwanger-
schaftswoche zu signifikant erhdhten Plasmaspiegeln von DHA in der 30. Schwangerschaftswoche,
zum Zeitpunkt der Entbindung und im Nabelschnurblut fiihrt im Vergleich zur Placebogruppe und
der Gruppe, die MTHF erhielt.

Des weiteren zeigten Analysen einen abhéngigen zusétzlichen Effekt von MTHF auf den Anstieg
der Plasmakonzentrationen von DHA in der 30. Schwangerschaftswoche und zum Zeitpunkt der
Entbindung, sowie — nachdem man Anpassungen fiir die jeweilige Nationalitit vorgenommen
hatte — auf die DHA-Konzentration im Nabelschnurblut. MTHF verhinderte — wie im Ergebnisteil
beschrieben — einen Abfall der miitterlichen DHA-Konzentrationen zum Ende der Schwangerschaft.
Diese Tatsachen lassen sich als Ausdruck einer Beziehung zwischen Fischol- und MTHF-
Substitution werten, wie sie ja auch schon in der Einleitung erdrtert wurde.

Ungeachtet dessen wurde bei einer statistischen Testung beziiglich der Interaktion von Fischol- und
MTHF-Gabe jedoch keine signifikante gegenseitige Beeinflussung festgestellt. Es ist nicht
auszuschlieBen, daB hohere Fallzahlen eine signifikante Interaktion zwischen beiden Parametern
gezeigt hétten.

Vorausgegangene randomisierte klinische Studien, die die Effekte von ergénzend zugefiihrten n-3-
ungesdttigten Fettsduren auf den Organismus gesunder schwangerer Frauen untersucht haben,
forderten widerspriichliche Ergebnisse zutage. Dies mag mit grundlegenden Unterschieden
zusammenhédngen bezliglich der Studienpopulationen, des Studienbeginns, der Dauer und der Dosis
der eingenommenen Préparate (17; 18; 30-33).

Dunstan et al. verabreichten 40 schwangeren Frauen mit allergischen Erkrankungen Fischol-
Priparate mit einem Anteil von 2 g DHA von der 20. Schwangerschaftswoche an und beobachteten

signifikant hohere DHA-Anteile innerhalb der Phospholipide von Erythrozytenmembranen sowie
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signifikant erhohte DHA-Spiegel im miitterlichen Blutplasma in der 30. und 37.
Schwangerschaftswoche und im Nabelschnurblut (30).

Ahnliche Untersuchungen wurden an 175 gesunden schwangeren Frauen in Norwegen von einer
Studiengruppe um Helland durchgefiihrt, bei denen die Gabe hoher Mengen n-3-ungesittigter
Fettsduren (1,2 g DHA und 0,8 g EPA pro Tag) zwischen 18. Schwangerschaftswoche und
Entbindung zu hoheren DHA-Spiegeln im Nabelschnurblut fithrte als in der Kontrollgruppe
(n=166), in der Weizendl verabreicht wurde. Auch wenn miitterliche DHA-Plasmaspiegel in dieser
Studie nicht untersucht wurden, so bot der erhohte DHA-Anteil in der Muttermilch doch einen
Hinweis darauf, daf} miitterliche DHA-Speicher aufgefiillt werden konnten (17).

Niedrigere Mengen an DHA (0,2 g), die 50 gesunden Frauen in Grofbritannien von der 15.
Schwangerschaftswoche bis zur Entbindung gegeben wurden, erhéhten die miitterlichen DHA-
Spiegel im Plasma und in den Erythrozyten-Membranen, blieben aber ohne Effekt auf das Nabel-
schnurblut.

Als dieselbe Dosis DHA zusammen mit 40 mg EPA in einer spanischen Studie von Sanjurjo et al.
acht Frauen zwischen der 24. und 28. Schwangerschaftswoche bis zur Entbindung verabreicht
wurde, d.h. im letzten Schwangerschaftstrimenon, war der miitterliche Plasma-DHA-Spiegel
ebenfalls signifikant erhoht. Trotzdem blieb dies in dieser kleinen Versuchsanordnung mit
insgesamt 16 Frauen auch ohne Effekt auf die DHA-Spiegel des Nabelschnurblutes (33). Allerdings
mull man in diesem Zusammenhang die sehr geringe Anzahl an Probandinnen beachten, die u.U.
dazu fiihrt, da3 das Ergebnis statistisch nicht aussagekriftig genug ist.

Man muf} vor dem Hintergrund dieser Studienergebnisse in Betracht ziehen, daB3 u.U. zur Erhhung
des DHA-Anteils im fetalen Blut eine gewisse Schwellenkonzentration im miitterlichen Blutplasma
notig ist.

In einer Studie an 142 schwangeren afro-amerikanischen Frauen im Zeitraum zwischen 24. und 28.
Schwangerschaftswoche und der Entbindung wurde ungefédhr 0,133 g DHA aus Eiern pro Tag

verabreicht. Die 149 Teilnehmerinnen der Kontrollgruppe erhielten 0,033 g DHA pro Tag. Die
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Frauen hatten einen niedrigen Grundverbrauch an n-3-ungesittigten langkettigen Fettsduren.
Erstaunlicherweise stiegen nur die DHA-Spiegel im Nabelschnurblutplasma und in den Erythro-
zytenmembranen an, wohingegen die miitterlichen DHA-Spiegel bei der Geburt nur zu einem
geringen Anteil erhoht waren (18). Eine mogliche Erklarung fiir diese offensichtlich wider-
spriichlichen Ergebnisse liegt in dem unterschiedlichen sozio6konomischen Hintergrund, der
moglicherweise zu der basalen miitterlichen Speicherung der n-3-ungesittigten langkettigen
Fettsduren beitragt.

Wenn die DHA-Speicher von Frauen mit ungiinstigerem Erndhrungsstatus sehr niedrig sind,
beeinfluflt die Gabe niedriger Dosen DHA vermutlich primédr den DHA-Status des Fotus, da DHA
vorwiegend zum Fotus transportiert wird (19;13). Eine Studie am Dr.-von-Haunerschen
Kinderspital konnte bei vier schwangeren Frauen, die sich einer Kaiserschnittentbindung
unterzogen, diesen Zusammenhang nachweisen. Sie erhielten vier Stunden vor der Geburt Zufuhren
C-13-markierter ungesittigter Fettsduren, darunter DHA. Mehrere Blutproben vor, sowie zur und
nach der Entbindung und die Untersuchung von Plazentagewebe und Nabelschnurblut auf die
markierten Fettsduren ergaben, dal die Konzentrationen nicht-veresterter Fettsduren im
Nabelschnurblut signifikant hoher als im plazentaren Gewebe waren — mit Bevorzugung der DHA
und der Olsdure. Der Quotient aus Fettsdurekonzentrationen zwischen miitterlichem Plasma und
Plazentagewebe war hierbei fiir DHA am hochsten. Dies zeigt den bevorzugten Transport der DHA

zum Fotus (13).

Trotzdem ist davon auszugehen, dal die DHA-Supplementierung nicht ausreicht, um die
miitterliche DHA-Speicherung zu verbessern. Wenn die miitterlichen Grundspeicher hoch sind, d.h.
in Bevolkerungen mit hohem Fischkonsum, besteht kein Bedarf an einer weiteren Vergroferung der
fetalen Speicher. Nichtsdestoweniger kann durch eine Supplementierung mit niedrigeren Dosen
DHA eine Entleerung der miitterlichen Speicher zur Entbindung verhindert werden.

Im Vergleich zu diesen Studien verwendete unsere eigene Versuchsanordnung mittlere Mengen von
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0,5 g DHA, welche sowohl miitterliche als auch fetale DHA-, sowie miitterliche EPA-Spiegel
erhohten. Das war der Fall trotz der Tatsache, da3 die Studienpopulation Unterschiede zwischen den
Probandinnen der drei Lander zeigte, was den Fischkonsum und eine Reihe sozio6konomischer und
schwangerschaftsbedingter Faktoren anbetraf.

Die Einnahme von bis zu 2,7 g n-3-ungesittigter Fettsduren pro Tag wurde in kontrollierten
klinischen Studien praktiziert, ohne dal3 ein nachteiliger Effekt zu beobachten war (34; 35). Dies
deckt sich mit unseren Beobachtungen, daf3 die Parameter, die die Sicherheit beschreiben, sich nicht
innerhalb der Studiengruppen unterschieden. Aulerdem zeigte unsere Studie keine offensichtlichen
Differenzen, was Geburtsgewicht, -linge oder Kopfumfang des Kindes anging, was in Einklang
steht mit einigen (17; 33; 15), jedoch nicht allen klinischen Studien (18; 34; 36). In einer Meta-
Analyse von Szajewska et al. wurden die Studien, in denen einen VergroBerung des kindlichen
Kopfumfangs festgestellt wurde, einer Sensitivitdtsanalyse unterzogen. Statistisch konnte hier keine
Korrelation zwischen Kopfumfang und Fischol-Supplementierung bestétigt werden.

In einer Studie von Helland et al. zeigte sich, daB bei 4-jéhrigen Kindern, deren Miitter wihrend der
Schwangerschaft mit DHA substituiert wurden, die verbesserten Ergebnisse beziiglich des
Intelligenzquotienten mit dem Kopfumfang korreliert waren (17). Daher miissen die Langzeit-
auswirkungen erhohter Plasma-DHA-Spiegel auf diese Parameter und die weitere kindliche Ent-

wicklung beobachtet werden (36).

MTHEF ist signifikant verbunden mit erhohten DHA-Spiegeln in der 30. Schwangerschaftswoche
und mit erhohten EPA-Spiegeln bei der Entbindung. Diese Beobachtung deckt sich mit
Tierversuchen, in denen ein Mangel an Folsdure mit verminderten n-3-Fettsduren einhergeht (28;
37), was durch Folsdure-Gabe reversibel war (27).

Eine kiirzlich ver6ffentlichte retrospektive Studie zeigte, daB Plasma-DHA-Konzentrationen und
der Folséure-Gehalt in roten Blutkorperchen bei Erwachsenen in enger Beziehung zueinander

stehen (23).
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Eine Interventionsstudie an Menschen konnte zudem belegen, da3 eine Zufuhr hoher Dosen von
Folsdure (5000 pg/d) die Spiegel an Di-Homo-y-Linolenséure und Arachidonsdure bei Patienten mit
kontinuierlicher ambulanter Peritonealdialyse (CAPD) und Hyperhomozystinimie erhohten im
Vergleich zu Peritoneal-Dialyse-Patienten ohne Hyperhomozystindmie (38). Fiihrt man sich den
Regelkreis (s. Abb.5) zwischen Folsdure, Homozystin und DHA vor Augen, 148t sich sich dieses
Phanomen gut erklaren: Homozystin fungiert hier indirekt als Substrat der DHA-Synthese.

Eine Beobachtungsstudie konnte nachweisen, dal3 das miitterliche Plasmahomozystin nicht nur
negativ mit dem Plazentagewicht und positiv mit der Plazenta-Kalzifikation korrelierte, sondern
auch negativ mit den DHA-Plasmakonzentrationen der roten Blutkdrperchen des Neugeborenen
(25).

Nachdem in-vitro-Studien gezeigt haben, dal die durch Homozystin induzierte Trophoblasten-
Apoptose durch Folsdure reversibel ist (26), konnte vermutet werden, dal Folsdure den Aufbau der
Plazenta verbessert und dadurch den diaplazentaren DHA-Transport.

Trotzdem erklirt dieses Konzept nicht ausreichend, warum die miitterliche DHA in unserer Studie
durch MTHF erhoht wurde. Eventuell sind auch in diesem Zusammenhang weitere soziodkono-
mische Faktoren als Einflu8gr6B3e in Betracht zu ziehen.

Bei den spanischen Teilnehmerinnen fanden sich erhohte fetale DHA- und miitterliche EPA-Spiegel,
was durch den hoheren Fischkonsum erkliart werden konnte — im Vergleich zu den Probandinnen
aus Deutschland und Ungarn. Dennoch waren bei den Ungarinnen zur Entbindung die DHA-Werte
hoher. Entsprechend mufl es auBerhalb des Fischkonsums noch andere nationalititentypische
Faktoren fiir die Hohe des DHA-Spiegel geben.

Wir beobachteten eine signifikante Korrelation zwischen dem miitterlichen Basal-Status und dem
DHA-Status des Neugeborenen innerhalb der Placebo-Gruppe, was mit fritheren Studien
iibereinstimmt (18; 39; 40).

Zusammenfassend zeigt diese Studie, dafl Fischol-Supplementierung schwangerer Frauen ab der 22.

Schwangerschaftswoche bis zur Entbindung sowohl die miitterliche und fetale DHA-Konzentration
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als auch den miitterlichen EPA-Spiegel erhoht. Die kombinierte Gabe von Fischol und MTHF
erhoht des weiteren die miitterliche und fetale DHA und EPA. Dementsprechend ist die kombinierte
Gabe moglicherweise vorteilhaft gegeniiber der Einzelgabe von Fisch6l oder MTHF.

Die Interventionsstrategie war effektiv, was die Anreicherung von miitterlichem und fetalem DHA
in schwangeren Frauen aus drei europdischen Lindern mit sehr unterschiedlichem Fischkonsum und
Basal-DHA-Speichern anbelangt.

Wir beobachteten keinerlei Effekte der Nahrungsergédnzungsmittelgabe auf den Schwanger-
schaftsverlauf und die geburtsabhidngigen Ergebnisse und keinerlei Anzeichen fiir nachteilige
Effekte. Die Folgeuntersuchung von Neugeborenen, die an dieser Studie teilnahmen, wird zeigen,

ob erhohte DHA-Spiegel im Nabelschnurblut-Plasma die Entwicklungsergebnisse beeinflussen.
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Zusammenfassung

Mehrfach ungesittigte Fettsduren haben eine Vielzahl physiologischer Funktionen im Organismus
von Sidugetieren. Sie dienen als Strukturelemente von Retina und Nervenzellen oder als
Ausgangssubstrate fiir immunmodulatorisch bedeutende Zytokine wie der Leukotriene und
Prostaglandine. Je nach Stellung der Doppelbindung unterscheidet man zwischen n-3- und n-6-
ungesittigten Fettsduren.

Fiir eine problemlose neurologische Embryonalentwicklung sind die n-3-ungeséttigten Fettsduren
Docosahexaensdure (DHA) und FEicosapentaensdure (EPA) sowie biologisch aktive Folsdure
(5-MTHF) essentiell. DHA und EPA finden sich in erhohter Konzentration in Fischol.

Auf Grundlage einer europaweiten doppelblinden, randomisierten und placebokontrollierten Studie
mit 315 Teilnehmerinnen wird im Rahmen dieser Arbeit dargelegt, inwieweit sich eine exogene
Zufuhr von DHA und EPA zwischen 22. Schwangerschaftswoche und Entbindung auf die
entsprechenden Plasmakonzentrationen von Miittern und Neugeborenen auswirken. Es wird ferner
beschrieben, ob die Gabe von 5-MTHF diese Konzentrationen zusitzlich erhoht und ob die
Substitution mit EPA und DHA Schwangerschaftsrisiken wie Proteinurie und postpartale
Depression minimiert und fetale klinische Parameter wie Geburtsgewicht, -grole und APGAR-
Score giinstig beeinfluft.

Durch die Fischol-Supplementierung waren die DHA- und EPA-Plasmaspiegel in der 30.
Schwangerschaftswoche und zur Entbindung signifikant erhoht. Eine signifikante gegenseitige
Beeinflussung mit MTHF wurde nicht nachgewiesen. Des weiteren lie8 sich eine signifikante
Korrelation miitterlicher und kindlicher DHA-Plasmakonzentrationen feststellen. Die alleinige Gabe
von MTHEF beeinflufite signifikant eine Erh6hung miitterlicher DHA- und EPA- sowie fetale DHA-
Plasmakonzentrationen und verhinderte einen Abfall miitterlicher DHA-Spiegel zum Ende der
Schwangerschaft. Ein Einflu der Supplementierung von Fettsduren und 5-MTHF auf klinische
Parameter des Neugeborenen und auf Schwangerschaftsrisiken zeigte sich nicht. Der Einflu3 auf die

langfristige kognitive Entwicklung der Neugeborenen wird erst ein einigen Jahren beurteilbar sein.
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