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1. Zusammenfassung

Klinische Studien konnten mdgliche positive Einflisse sowohl der mehrfach ungesattigten
langkettigen Fettsdure Docosahexaensaure (DHA)' als auch des Cholin und des Lutein %/
auf die Kognition in der Kindheit zeigen. Auf Zellebene ergab sich zudem Anhalt fir ein
gesteigertes Neuritenwachstum, eine verbesserte Synaptogenese?, eine Beférderung anti-
inflammatorischer Wirkung® sowie fiir positive Einflisse der einzelnen Substanzen auf die
Differenzierung von Vorlauferzellen, die Neurogenese und die Myelinisierung von Neuronen'®.
Aber auch synergistische Effekte der drei Substanzen wurden gefunden''™-'3, Ziel dieser
Studie war es, Auswirkungen einer Erndhrungsintervention mit Docosahexaensaure, Cholin
und/oder Lutein im frihen Leben auf die zellulare Zusammensetzung des Hippocampus
weiblicher Ratten im spateren Leben zu beleuchten.

Es wurden die Hippocampi weiblicher Ratten am postnatalen Tag (P) 143 untersucht, welche
ab dem Tag P14 bis zum Tag P56, d.h. nach Abschluss der Neurogenese, aber wahrend der
Wachstumsphase des Gehirns, Uber insgesamt 6 Wochen entweder eine Kontrollnahrung
erhalten hatten oder eine Interventionsnahrung mit entweder einzeln zugesetztem Cholin,
Lutein und DHA, oder einer Zwei- bzw. Dreifachkombination der Wirkstoffe (n=8 pro Gruppe).
Es wurden in Kryo-Medium eingebettete 8 um dicke Schnitte des Hippocampus angefertigt
und mit Hilfe von Hamatoxylin-Eosin-gefarbten Schnitten die Zielebene Bregma -3,24
ausfindig gemacht. AnschlieRend erfolgten Immunfluoreszenz-Farbungen der sich in der
Zielebene befindlichen Schnitte mit DAPI (Anfarbung der Zellkerne) sowie zusatzlich den
folgenden Antikdrper-Kombinationen: (1) anti-oligodendrocyte transcription factor 2 Antikorper
(Olig2; Anfarbung der Oligodendrozyten, d.h. Zellen, die die Myelinscheide der Axone bilden)
+ anti-Ki67 Antikorper (Anfarbung proliferierender Zellen), (2) anti-neuronal nuclei Antikérper
(NeuN; Anfarbung vor allem der Zellkerne von Neuronen) + anti-doublecortin Antikdrper (DCX;
Anfarbung unreifer Neurone), (3) anti-glial fibrillary acidic protein Antikérper (GFAP; Anfarbung
von Astrozyten, d.h. die Stlutz-, Grenz- und auch Versorgungszellen des ZNS) + anti-Ki67
Antikdrper sowie (4) anti-ionized-calcium-binding-adapter-molecule 1 Antikérper (lba1;
Anfarbung von Mikroglia, d.h. Zellen des monozytar-phagozytaren Systems im ZNS). Nach
Anfertigung von Scans mittels Olympus Mikroskop werteten wir die Farbungen mit dem
Programm ImagedJ aus, wobei Analysen im Bereich des Corpus callosum, der Regionen CA
1-3 sowie im Gyrus dentatus erfolgten.

In den Ergebnissen ergab sich jeweils im Vergleich mit der Kontrollgruppe eine signifikant
erhéhte Anzahl Olig2-positiver Zellen im Corpus callosum der DHA-Gruppe sowie der Cholin
+ Lutein-Gruppe. Die NeuN-positiven Zellen der Region CA1-3 fanden sich in der Gruppe
Cholin + Lutein + DHA vermehrt, im Bereich des Gyrus dentatus in den Gruppen Cholin +
Lutein und Lutein + DHA, wahrend sich bei Analyse von DCX keine signifikanten Unterschiede

zeigten. Auch die Analysen von GFAP und Iba1 erbrachten keine signifikanten Ergebnisse.



Zusammenfassend zeigten sich auch 12 Wochen nach Ende der frihen
Ernahrungsintervention noch vereinzelt nachweisbare Effekte, insbesondere auf die Anzahl
reifer Neuronen sowie teils auch der Oligodendrozyten. Signifikante Auswirkungen auf
neuronale Vorlauferzellen, Mikroglia oder Astroglia lieRen sich jedoch nicht verzeichnen.
Hinsichtlich der getesteten Substanzen zeigten sich hauptsachlich synergistische Effekte,
denn es fuhrten fast ausschliellich Kombinationen von Wirkstoffen zu signifikanten
Zellzahlveranderungen. Jede dieser Kombinationen enthielt Lutein sowie zusatzlich DHA
und/oder Cholin.

Die Ergebnisse unserer Arbeit im Tiermodell decken sich mit dem aktuellen Forschungsstand
rund um die Thematik und spiegeln sich auch in den aktuellen Richtlinien zur
Zusammensetzung von Babynahrung wider. Seit Februar 2021 enthalten diese aufgrund der
unabdingbaren Bedeutung von DHA als Baustein flr die Gehirnentwicklung''® einen mindest-
DHA-Gehalt, wahrend bereits seit 2007 standardmaRig Cholin enthalten ist'®. Zusatzlich
ergeben sich in unserer Arbeit interessante neue Aspekte hinsichtlich synergistischer Effekte
des Luteins mit DHA und/oder Cholin, welche aufgrund der Eigenschaft des Luteins als
Antioxidans plausibel sind. Unter erhéhter DHA-Aufnahme wurden in der Literatur nicht nur
,positive” Effekte, sondern auch die Mdglichkeit eines erhohten zellularen oxidativen Stresses
beschrieben. Eine Kombination koénnte also eine synergistisch anti-apoptotische,
gehirnentwicklungsférdernde Wirkung haben. Da Cholin die enterale DHA-Resorption steigert
und die Aufnahme Uber die Blut-Hirn-Schranke erleichtert, ware auch hier plausibel, dass eine
Kombination mit einem Antioxidans sinnvoll sein kann. Weitere Studien diesbezuglich waren
daher auch beim Menschen von groflem Interesse. Insbesondere Untersuchungen, die auch
die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen mit einem Fokus auf oxidativen Stress und
Apoptose erfassen, kdnnten interessant sein. Da wir eine Untersuchung bis ins junge
Erwachsenenalter durchgefuihrt haben, kdnnen wir aus unseren Daten bei Ratten zudem
schliefen, dass die Effekte einer Ernahrungsintervention im frihen Leben trotz ihrer zeitlichen
Begrenzung im Sinne einer entwicklungsabhangigen Programmierung bis ins spatere Leben
erhalten bleiben. Langfristig bleibt abzuwarten, ob die neuen, auf die postnatale Phase
bezogenen Handlungsempfehlungen auch beim Menschen die Plastizitdt des Organismus

beeinflussen werden.



2.  Einleitung

»Auswirkungen einer Ernahrungsintervention mit Docosahexaensaure, Cholin und/oder Lutein
im frihen Leben auf die zellulare Zusammensetzung des Hippocampus weiblicher Ratten im

spateren Leben”

21 Entwicklungsabhangige Programmierung und Neuroplastizitat

Die kindliche Entwicklung wird durch genetische, epigenetische und physiologische Faktoren
beeinflusst. Diese existieren jedoch nicht losgeldst von auleren Gegebenheiten, sondern
stehen vielmehr im standigen Wechselspiel zwischen sich selbst und der Umwelt, die vielerlei
Gestalt annehmen kann'’. So kommt die Umwelt beispielsweise in Form des intrauterinen
Milieus, welchem der Fotus ausgesetzt ist, bereits vor der Geburt vollstandig zum Tragen. Ist
das intrauterine Milieu verandert, kann es vor allem wahrend sensibler Entwicklungsphasen
zu strukturellen und funktionellen Veranderungen des Organismus kommen, die die
Entwicklung und Gesundheit nicht nur kurzfristig beeinflussen, sondern auch eine veranderte
Vulnerabilitat gegentiber Krankheiten im spateren Leben zur Folge haben konnen'. Dieses
Phanomen ist als ,entwicklungsabhangige Programmierung® bekannt™.

Solcherlei ,Umweltfaktoren®, die diese Programmierung und damit auch Anpassungsprozesse
bis ins Erwachsenenalter beeinflussen, sind beispielsweise maternale
Hormonkonzentrationen?, intrauterine Wachstumsrestriktion (IUGR) durch utero-plazentare
Insuffizienz?', oder aber die Erndhrung des Kindes, sowohl pra- als auch postnatal?®'. Der US-
amerikanische Erndhrungsausschuss beschreibt hierbei die ersten 1000 Tage, also die Phase
von der Konzeption bis zum abgeschlossenen zweiten Lebensjahr, als besonders bedeutsam
hinsichtlich einer Versorgung des Kindes mit entsprechenden Nahrstoffen??23, Neben den
Vitaminen A, B6, B12 und D sowie Spurenelementen finden auch langkettige, mehrfach
ungeséttigte Fettsauren eine Nennung?®. Als Grundlage dieser Empfehlung dienen zahlreiche
Studien, die einen Zusammenhang zwischen der Ernahrung wahrend der Pranatal- und
Neugeborenenperiode und einer Pradisposition fur Erkrankungen im Erwachsenen belegen.
Hierbei kann es sich um metabolische Stérungen handeln?'24-27  aber auch um Prozesse,
welche die kognitive Leistungsfahigkeit insbesondere hinsichtlich der Erinnerungsleistung
beeinflussen’, unter anderem auch in Bezug auf neurodegenerative Erkrankungen im
spateren Leben wie Morbus Alzheimer?2,

Grund fur die grofRe Beeinflussbarkeit der kognitiven Entwicklung in der frihen Lebensphase
ist die ausgepragte Vulnerabilitdt des Gehirns gegenuber duferen Einflissen wahrend des
Entstehungsprozesses. Hierbei kommt die groRe Plastizitdt des Gehirns zum Tragen sowie
seine deutlich protrahierte Entwicklungsphase'®. Diese schreitet von der dritten

Gestationswoche mit einer groRen Dynamik und Komplexitat bis ins Erwachsenenalter fort?°.
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Selbst kleine Veranderungen zu Beginn der Entwicklungsphase kdnnen gro3e Auswirkungen
auf die spatere neuronale und neurokognitive Entwicklung haben?®. Dies stellt einen wichtigen
Ansatzpunkt therapeutischen Eingreifens dar. Méglicherweise kann mittels einer Intervention
wahrend der vulnerablen Phase der Gehirnentwicklung nicht nur eine Pravention langfristig
schadlicher Programmierung erfolgen, sondern auch potenziell eine positive Beeinflussung
der Entwicklung an sich?®>*. Das Prinzip der entwicklungsabhangigen Programmierung ist also
Grundvoraussetzung fir die Mdglichkeit einer Beeinflussung der spateren Entwicklung durch

Interventionen wie beispielsweise einer Supplementation von Nahrstoffen im frihen Leben.

2.2 Der Einfluss von Ernahrung auf die neuronale und neurokognitive

Entwicklung

2.2.1. Die Bedeutung von Docosahexaensaure

Docosahexaensaure (DHA, C22:6 w-3) ist eine mehrfach ungesattigte, langkettige Fettsaure
(LC-PUFA) mit 22 Kohlenstoffatomen und sechs Doppelbindungen. Sie gehért zu den w-3-
Fettsauren und muss, auch wenn sie teilweise in der Leber aus der essenziellen a-
Linolensaure (ALA, C18:3) gebildet werden kann, hauptsachlich Uber die Nahrung
aufgenommen werden. Flr die Entwicklung des Gehirns und des visuellen Systems ist DHA
unabdingbar. Es ist Bestandteil der grauen Substanz des zentralen Nervensystems (ZNS)
sowie der Membranen der retinalen Fotorezeptoren' und akkumuliert dort in groRen Mengen.
Mit etwa 80 Prozent stellt es dort den GroRteil der mehrfach ungesattigten Fettsauren dar®2.
Neben dem Gehirn wird in utero eine noch gréRere absolute Menge an DHA in den fetalen
Fettspeichern angereichert. Dies findet Giberwiegend im dritten Trimester der Schwangerschaft
stat®®. Bereits in den ersten zwei postnatalen Monaten wird dieser Speicher fiir wichtige
Entwicklungsprozesse von Gehirn und Retina aufgebraucht. Falls nach der Geburt keine DHA-
Zufuhr erfolgt, kann es hier schnell zu einer Mangelsituation kommen34. Es besteht also eine
enge Verzahnung der pra- und postnatalen Nutrition.

Da DHA eine mehrfach ungesattigte Fettsaure ist, kann sie allerdings sehr leicht in der pro-
oxidativen Umgebung des Gehirns oxidiert werden und Lipotoxizitat bzw. oxidativen Stress
vermitteln, was letztendlich zum Zelltod durch Apoptose fiihren kann. Daher muss es
insbesondere im Gehirn, aber auch allgemein molekulare Mechanismen geben, die dem
begegnen. Dazu gehdrt, dass DHA selbst als ,indirektes Antioxidans® agiert, also die Gen- und
letztendlich auch Proteinexpression antioxidativer Systeme induziert®®. AuBerdem ist hier die
ausreichende Verfugbarkeit von Antioxidantien und Radikalfangern bedeutsam. Das Redox-
Gleichgewicht im Gehirn hat somit einen wichtigen Einfluss darauf, ob sich DHA voll positiv
oder doch neurotoxisch auswirkt, was letztendlich die Zellzahl beeinflusst®¢. Vor der Geburt

erfolgt die Aufnahme von DHA (ber die Plazenta, postnatal Gber die Muttermilch®’. Dass eine
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maternale DHA-Supplementation bereits wahrend der Schwangerschaft einen Einfluss auf die
DHA-Werte im fetalen Kreislauf hat, konnte in einer Studie nachgewiesen werden: Nétig waren
hierbei jedoch um das drei- bis funffach hdhere Konzentrationen der normalerweise
empfohlenen DHA-Aufnahme (500-1000mg/d)*®. Ein Versuch der maternalen Substitution von
ALA als Precursor des DHA zeigte hingegen kaum Einfluss auf die Menge von DHA im
Neugeborenen. Grund hierflr ist die zu geringe Umsetzung von ALA zu DHA, um wirksam zu
werden. Somit ist wahrscheinlich eine direkte DHA-Substitution vonnoten, um einen Effekt zu
erzielen®. Dabei besteht bezlglich der vorhandenen DHA-Menge eine grofke Variabilitat bei
schwangeren bzw. stillenden Frauen und damit auch bei den S&auglingen*®. Grund hierfir ist,
dass DHA nur in wenigen Nahrungsmitteln enthalten ist und fast ausschlielich Uber den
Verzehr von Fisch aufgenommen wird*'. Es ist also kritisch zu hinterfragen, inwiefern der
wahrend der fetalen und friihkindlichen Entwicklung erhdhte Bedarf an DHA wirklich abgedeckt
wird*?,

Dass DHA madglicherweise einen positiven Einfluss auf die Kognition in der frGhen Kindheit
hat, ergibt sich aus mehreren Beobachtungs- und Interventionsstudien®®. So konnte
Kohlboeck zeigen, dass im Nabelschnurblut gemessene DHA-Konzentrationen mit
Verhaltensauffalligkeiten derselben Kinder im Alter von 10 Jahren invers korrelierten*3. Andere
Studien konnten bei maternaler Substitution von 200 mg/d DHA wahrend der ersten 4 Monate
des Stillens neben hoéheren kindlichen DHA-Plasmaspiegeln auch eine gebesserte
psychomotorische Entwicklung im Alter von 30 Monaten nachweisen**. Dieselbe
Arbeitsgruppe fand zudem Hinweise fur eine bessere Aufmerksamkeitsspanne funfjahriger
Kinder nach DHA-Substitution tiber die Muttermilch.

Auch eine positive Korrelation zwischen den DHA-Werten in kindlichen Erythrozyten und der
Sehscharfe konnte festgestellt werden 45, sowie zwischen erhéhtem DHA-Status und klrzeren
P100 Latenzen der visuell evozierten Potentiale (VEPs) 47, was damit einen moglichen Einfluss
auf die Entwicklung des visuellen Systems zeigte. Andere Studien dieser Art erbrachten jedoch
keine eindeutige Wirksamkeit*®49.

Auf zellularer Ebene konnten in experimentellen Versuchsreihen ebenfalls Effekte einer
Supplementation von Docosahexaensdure nachgewiesen werden. Im Hippocampus von
Mausen kam es hierunter zu verbessertem Neuritenwachstum mit gesteigerter Lange und
Anzahl der Aste®. Da eine direkte Korrelation zwischen Astlange bzw. -anzahl und der Zahl
synaptischer Verbindungen besteht®, kann davon ausgegangen werden, dass auch diese
durch die DHA-Gabe erhoéht wurde. Weiterhin zeigte sich eine verbesserte synaptische
Aktivitat, die wiederum Uber eine Stabilisierung der dendritischen Struktur und einen Ausbau
der Verastelung die synaptische Plastizitat beférdert®’. Laut Studienlage kann die durch DHA

verbesserte Synaptogenese, insbesondere bezogen auf Glutamat-Rezeptoren wie die NMDA-
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Rezeptoren im Hippocampus, mdglicherweise einen positiven Einfluss auf Lern- und
Erinnerungsprozesse haben?.

Im Umkehrschluss konnte gezeigt werden, dass bei Vorhandensein von Omega-3-Fettsaure-
Defiziten im frihen Leben die Gedachtnisleistung sowohl bereits bei Neugeborenen
unmittelbar nach dem Abstillen®? als auch im Erwachsenen beeintrachtigt war. Eine gezielte
DHA-Deprivation wahrend der Embryonalperiode flhrte in einer Interventionsstudie im
Tiermodell ebenfalls zu nachteiligen Effekten. Dass diese durch eine anschlieRende DHA-
Supplementation nach Geburt der Jungtiere wieder riickgangig gemacht werden konnten,
untermalt die Bedeutung der Postnatalperiode fiir die Entwicklung des Nervensystems?.

Die alleinige Gabe von Docosahexaensaure kann also laut aktueller Studienlage
gegebenenfalls bereits positive Effekte erzielen. Zusatzlich scheint jedoch sogar eine
Augmentation der Wirksamkeit durch eine Kombination aus Wirkstoffen mdglich zu sein, wobei

sich diese Arbeit im Folgenden mit Synergismen rund um DHA, Cholin und Lutein beschattigt.

2.2.2. Cholin, Lutein und mogliche synergistische Effekte

Bei Lutein handelt es sich um ein Carotinoid mit anti-oxidativer Wirkung, welches mit etwa
59 Prozent den groften Anteil der zerebralen Carotinoide ausmacht’. Es kann Uber die
Nahrung aufgenommen werden und ist unter anderem fir die Farbe von Lebensmitteln wie
Mais, Spinat oder Méhren verantwortlich. Lutein spielt eine wichtige Rolle bei der Gesundheit
des Auges®, unter anderem bei der Pravention degenerativer Erkrankungen wie der
altersbedingten Makuladegeneration®. AulRerdem hat es mdglicherweise einen positiven
Einfluss auf die Gedachtnisleistung bei Menschen mittleren bis hohen Alters, wie eine Studie
zeigte, in deren Rahmen eine Supplementation von Carotenoiden stattfand®. So reicherte sich
Lutein bei diatetischer Supplementation in zahlreichen Regionen des Gehirns an, unter
anderem auch im Hippocampus, welcher flr Gedachtnis und Kognition von gro3er Bedeutung
ist'. Im Allgemeinen fanden sich bei Probanden bessere kognitive Leistungen bei Vorliegen
eines hohen zerebralen Lutein-Gehalts sowie bei hohem Lutein-Anteil im Serum im Vergleich
zu geringeren Serumkonzentrationen®®*,

Bei Neugeborenen scheinen diese Serumkonzentrationen stark in Abhangigkeit zur Aufnahme
Uber die Muttermilch zu stehen. Bei gestillten Sauglingen zeigten sich deutlich hohere
Konzentrationen als bei Sauglingen, die regulare Babynahrung ohne Lutein-Anreicherung
erhielten. Grund hierfur ist moglicherweise der aktive Transport von Lutein in die Muttermilch,
um diese mit dem Carotinoid anzureichern und somit die suffiziente Versorgung des
Neugeborenen zu gewahrleisten®%%. Bei dem Versuch einer Substitution war aufgrund einer
geringeren Bioverfugbarkeit das Vierfache an Lutein nétig, um mit dem Stillen vergleichbare

Werte zu erzielen®®.
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Synergistische Effekte mit anderen Substanzen zeigen sich in Studien insbesondere bezogen
auf die inharente anti-oxidativen Wirkung des Luteins. So wird eine mogliche protektive
Wirkung auf die Oxidation von DHA beschrieben, was ebenfalls ein wichtiger Aspekt flir unsere
Studie ist"".

Bei Cholin handelt es sich um 2-hydroxyethyl-trimethyl-Ammoniumsalz. Es ist Bestandteil des
in Lipidmembranen enthaltenen Lecithin sowie des Neurotransmitters Acetylcholin. Cholin wird
vom menschlichen Kérper nur in geringem Malde de novo synthetisiert und muss daher tber
Nahrungsmittel wie Nusse, Ei, Fisch, Rind- und Schweinefleisch zugeflihrt werden. Die
empfohlene Menge des Uber die Nahrung zugefihrten Cholin pro Tag liegt laut Institute of
Medicine (1998) flr Frauen bei einem Adequate Intake (Al) von 425 mg/d, fir Manner sowie
Schwangere und Stillende bei bis zu 550 mg/d®’.

Im Zeitraum von 2009 bis 2012 wurden die empfohlenen Werte in den USA von Uber 90
Prozent der Bevdlkerung nicht erreicht. Zudem war bei etwa einem Drittel der zwei- bis
dreijahrigen Kinder keine suffiziente Aufnahme gewahrleistet®®. Insbesondere in der friihen
kindlichen Entwicklung ist dies jedoch von groRRer Wichtigkeit. Schon vor der Geburt ist ein
Mangel an Cholin beispielsweise mit Neuralrohrdefekten des Embryos assoziiert®. Zudem
scheint es eine Assoziation zwischen der Entwicklung einer regelrechten Leberfunktion und
einer suffizienten Cholinaufnahme zu geben®. Weiterhin ist die Synthese von
Lipidmembranen bei der Entwicklung von Plazenta und Fetus cholinabhangig sowie Uber
Histon-Methylierung auch die epigenetische Programmierung, welche moglicherweise das
Risiko fiir gewisse Krankheiten wie Brustkrebs®! oder Morbus Wilson®? senken kann.

Um eine ausreichende Versorgung des Kindes mit Cholin schon im Mutterleib zu
gewahrleisten, existieren spezifische Cholin-Transporter in der Plazenta®®. Nach der Geburt
findet eine Konzentrierung des Cholins in der Muttermilch statt®.

Bei adulten Ratten, denen in einer Studie pra- und postnatal zusatzlich Cholin zugefiihrt wurde,
fand sich eine Verbesserung des Arbeitsgedachtnisses sowie der raumlichen Orientierung®®.
Auf zellularer Ebene konnte ein mdglicher Einfluss auf die Differenzierung von Vorlauferzellen,
auf die Neurogenese, die Myelinisierung von Neuronen' und auf Apoptose-Prozesse im
Hippocampus nachgewiesen werden®*® sowie ein erhOhter Schwellenwert fir
Langzeitpotentierung im Falle eines Cholin-Defizits®®. In einer Beobachtungsstudie mit
menschlichen Sauglingen waren hohe Cholin-Plasmakonzentrationen wahrend der ersten
Halfte der Schwangerschaft mit besseren Leistungen der Neugeborenen in kognitiven
Testungen assoziiert®®. Mehrere randomisierte kontrollierte Studien konnten ebenfalls positive
Effekte bezlglich Gedachtnis und Informationsverarbeitung nachweisen, insbhesondere bei

hohen substituierten Cholin-Mengen von 930 mg/d wahrend der Schwangerschaft’®"",
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Neben den Vorteilen eines suffizienten Cholin-Gehalts konnten auf’erdem synergistische
Effekte durch additive DHA- oder Lutein-Gabe festgestellt werden. So zeigte eine
Beobachtungsstudie aus dem Jahr 2015 eine gebesserte Erinnerungsleistung sechs Monate
alter Neugeborener bei Vorliegen eines hohen Cholin- und DHA- sowie eines hohen Cholin-
und Lutein-Gehalts in der Muttermilch’. Auch im Tiermodell konnte bei Kombination einer
Supplementation aus Cholin und DHA eine gebesserte Gedachtnisleistung von Mausen
nachgewiesen werden’?.

Als méglicher zugrundeliegende Mechanismus wird zum Beispiel die Gber DHA gesteigerte
Expression der Cholinacetyltransferase diskutiert, welche die Bildung von Acetylcholin
katalysiert’3. Dieses spielt als Neurotransmitter cholinerger Neurone bei der
Neurotransmission eine wichtige Rolle”. Auch die wechselseitige Beeinflussung der jeweiligen
Substrataufnahme spielt wahrscheinlich eine Rolle in der Wirkaugmentation. So konnte DHA
zum Beispiel die Cholinaufnahme in menschlichen Retinazellen erhéhen™. Andererseits
unterstitzt die gleichzeitige Supplementation von Cholin und DHA die Methylierung des
letzteren zu DHA-Phosphatidylcholin (DHA-PC)”® und DHA-Lysophosphatidylcholin (DHA-
LPC)’®, wodurch der plasmatische Transport beférdert’® sowie die Uberwindung der
Darmbarriere und der Blut-Hirn-Schranke ermdglicht wird””-"°. In einer Studie fiihrte eine
vermehrte Aufnahme von DHA-LPC so zu einem vermehrten DHA-Gehalt im Gehirn, wahrend
die Aufnahme von DHA nicht denselben Effekt hatte. Als mdgliche Ursache wurde hierbei unter
anderem auch die Anfalligkeit von DHA beztiglich einer Oxidierung diskutiert”.

Bei der Entwicklung des Hippocampus konnte bezlglich der Neuronenzahl in der CA1-Region
ebenfalls eine bessere Wirksamkeit der Kombination von Cholin und DHA im Vergleich zur
alleinigen Gabe nachgewiesen werden'. In Zellkulturen ergab sich eine Verbesserung der
Reifung der postsynaptischen Membran sowie des Uberlebens von Neuronen infolge der
Substitution einer Kombination besagter Substanzen'®. Weitere Studien erbrachten Hinweise
auf eine verbesserte Synaptogenese bei Kombination von DHA, Cholin und Uridin, welches

ebenfalls in der Muttermilch vorhanden ist.

2.3 Die Bedeutung des Hippocampus

2.3.1. Morphologie und Funktion

Der Hippocampus ist im Lobus temporalis des Gehirns lokalisiert und erfullt als Teil des
limbischen Systems wichtige Aufgaben im Bereich Lernen und Gedachtnis®'. Er wird in drei
verschiedene Zonen, Cornu Ammonis 1-3 (CA1-3), unterteilt und ist Teil der sogenannten
Hippocampusformation, welche auRerdem aus dem Gyrus dentatus, dem entorhinalen Cortex,
dem Subiculum, Presubiculum und Parasubiculum zusammengesetzt ist®2. Der Hippocampus
besteht aus mehreren Schichten (siehe Abbildung 1). Direkt an den Seitenventrikel

angrenzend liegt der in die Fimbrie Gbergehende Alveus. Adjazent befindet sich das Stratum
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oriens, welches die aus der darunter liegenden Pyramidenzellschicht stammenden Axone
enthalt. Das an das Stratum pyramidale angrenzende Stratum radiatum und das darunter
liegende Stratum lacunosum moleculare enthalten die Apikaldendriten der Pyramidenzellen.
Das Stratum radiatum Iasst sich in CA3 nochmal in das Stratum lucidum unterteilen. Dieses
enthalt die Moosfasern, deren Zellkérper in dem Stratum granulosum der Fascia dentata liegen

und ihre Dendriten an das Stratum moleculare abgeben?® 84,

Abb. 1: Histologisches Schnittbild Hippocampus im koronaren Schnitt. DG — Gyrus dentatus, MoDG -
molekulare Schicht des DG, PoDG - polymorphe Schicht des DG (Hilus), GrDG - Stratum granulosum des DG,
LMol - Stratum lacunosum moleculare, Rad - Stratum radiatum, Py - Stratum pyramidale, Or - Stratum oriens, Al -

Alveus, Lu - Stratum lucidum, CA1-3 - Cornu Ammonis 1-3, CC - Corpus callosum

Der Hippocampus empfangt Signale von Teilen des limbischen Systems und der
Hippocampusformation. Die verschiedenen Regionen sind verbunden durch einen
trisynaptischen Schaltkreis, beginnend mit dem entorhinalen Cortex. Etwas simplifiziert
projiziert dieser exzitatorisch Uber den Tractus perforans zu den Koérnerzellen des Gyrus
dentatus. Von dort Gbermitteln die Axone der Kdrnerzellen, die Moosfasern, Informationen an
die Pyramidenzellen von CA3% und anschlielend die Schaffer Kollateralen an CA1. CA1
projiziert dann zurtick zum entorhinalen Cortex und an die kortikalen Regionen, von welchen
die Informationen urspriinglich stammten®, wodurch der Kreislauf geschlossen wird®?.
Zwischen den Synapsen der Axone in CA3 besteht zudem eine Interkonnektivitat, weshalb
CA3 als Ort autoassoziativer Prozesse des Gedachtnisses diskutiert wird®.

Grundvoraussetzung fur den Erwerb neuer Gedachtnisinhalte und deren Konsolidierung ist die
synaptische Plastizitat. Diese ist grof3tenteils aktivitatsabhangig. Im Jahr 1973 konnten Studien
erstmals eine gesteigerte Effizienz der synaptischen Ubertragung sowie eine hoéhere
Erregbarkeit der Kornerzellen des Hippocampus nach repetitiver Stimulation des Tractus
perforans zeigen®. Resultiert eine solche hochfrequente, lediglich (ber Millisekunden

andauernde Induktion in einer mehrstiindigen Expression, also einer (ber molekulare
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Mechanismen vermittelten Verstarkung, und sogar teils in einer mehrtdgigen Erhaltung, wird
von Langzeitpotenzierung (LTP) gesprochen®. Diese kann grundsatzlich als synaptisches
Korrelat der Speicherung von Informationen gesehen werden. Damit stellen zeitliche und
oOrtliche Muster neuronaler Aktivitat eine Reprasentation externaler Ereignisse und unserer
Reaktion auf diese dar®.

Im Hippocampus findet NMDAR-abhangige Langzeitpotenzierung vor allem zwischen den
Pyramidenzellen der CA3 und CA1 Regionen entlang der Schaffer Kollateralen statt®. CA3 ist
bekannt fir seine Bedeutung in der schnellen Verarbeitung von erstmaligen Erfahrungen und
Eindriicken sowie deren Speicherung als Erinnerung®'. Weiterhin scheint dieses Areal eine
Rolle fir das assoziative Gedachtnis zu spielen, also die Fahigkeit, von bestimmten
Erinnerungen auf verkniipfte Gedachtnisinhalte zurlickgreifen zu kénnen®2. Entsprechend der
sogenannten Hebb-Lernregel wird die unter anderem in CA1 und CAS3 stattfindende
Langzeitpotenzierung durch die hiermit einhergehende Starkung der synaptischen Verbindung
zweier Neuronen als physiologische Grundlage assoziativer Lernprozesse gesehen, welche
beispielsweise in der klassischen Konditionierung eine Rolle spielen®®, aber auch bei
Lernprozessen im Allgemeinen. Dass unter anderem auch DHA-abhangige Prozesse bei der
Langzeitpotenzierung eine Rolle spielen, konnte eine an Mausen durchgeflhrte Studie zeigen.
In dieser fand sich eine Korrelation zwischen einer DHA-Deprivation wahrend der Entwicklung
und einer reduzierten Induktion von Langzeitpotenzierung sowie einer geringeren NMDAR-

Expression insbesondere in der CA3-Region?.

2.3.2. Das zellulare Stiutzgeriist des Hippocampus
Die synaptozentrische Sicht verschiebt sich zunehmend in Richtung einer
neuronenzentrischen®. Nicht allein den Synapsen, sondern Charakteristika der gesamten
Zelle wird Wichtigkeit bei Lernprozessen zugemessen. Somit werden auch Zellen
eingeschlossen, welche modulatorische Funktionen im zentralen Nervensystem besitzen, wie
Mikroglia und Astrozyten®.
Mikroglia (Marker: Iba1) sind die Makrophagen des zentralen Nervensystems und damit meist
fur ihre Funktion als Immunzellen bei Infektion, Ischamie oder Degeneration des Gehirns
bekannt®. Studien zeigten jedoch, dass Mikroglia Giber Signalstoffe wie Chemokine, z.B.
Fractalkine (CX3CL1), auch die Funktionalitdt von Neuronen und neuronalen Schaltkreisen
modulieren®”. Gleichzeitig beeinflusst die Aktivitat von Neuronen die der Mikroglia, wodurch
ein wechselseitiges Verhaltnis entsteht®®. Unter anderem Uber die Expression von
Thrombospondinen® kénnen Mikroglia die Synaptogenese induzieren'® sowie lber weitere
Mechanismen die synaptische Aktivitdt erhohen'. So konnen sie die Entstehung von
Langzeitpotenzierung bewirken und Lernprozesse beférdern’®?'% Eine weitere wichtige
Funktion der Mikroglia ist die Induktion entwicklungsabhangiger Apoptose Uuber eine
17



Phagozytose von Neuronen einerseits und die Verlangerung des Uberlebens sowie die
Proliferation und Differenzierung von Neuronen andererseits. Die Apoptose-Induktion erfolgt
hierbei via Sekretion verschiedener Signalmolekiile wie Glutamat'® oder Cathepsin B'%, die
Vermittlung der Proliferation Uber eine Sekretion anti-inflammatorischer oder trophischer
Faktoren'06.107,

Hierdurch wird die Homdostase der Neurogenese in der Subgranuldren Zone (SGZ) des
adulten Hippocampus erhalten'®. Mikroglia stellen somit einen wichtigen Bestandteil der
neurogenen Nische in der SGZ dar'® und spielen eine Rolle in dem Erhalt und der
Unterstitzung der Neurogenese sowie des raumlichen Gedachtnisses'.

Auch bei maternalem n-3-PUFA-Mangel spielen Mikroglia-vermittelte Prozesse rund um die
Phagozytose von hippocampalen synaptischen Bestandteilen eine Rolle®?. Sind diese
Prozesse fehlerhaft, kdnnen kognitive Defizite die Folge sein®2'%3. Andererseits kann die anti-
inflammatorische Wirkung von Mikroglia unter anderem tber DHA induziert werden'°. Dies
geschieht, indem DHA bei einer Exposition gegentber entziindungsférdernden Faktoren eine
Mikroglia-Uberaktivierung verhindert®. In einer Studie konnten so neuronale Schaden der
Pyramidenzellen der CA1-Region des Hippocampus verhindert werden® und nach
experimentellem ischamischem Schlaganfall eine vermehrte Proliferation Doublecortin (DCX)-
und NeuN-positiver Zellen sowie eine verbesserte Neurogenese und Angiogenese erzielt
werden'"",

Auch Astrozyten (Marker: GFAP) sind bedeutend fur die neuronale Plastizitat. Sie unterstitzen
kalziumvermittelt die Verarbeitung von Informationen''2'® und enthalten als fast einzige Zellen
des ZNS Glykogen, welches die Energie fur Umbauprozesse der Synapse sowie fur die
Noradrenalin-vermittelte Bildung des Neurotransmitters Glutamat liefert. Somit machen sie
synaptische Plastizitat erst moglich'™. Weiterhin besteht lber gliale Rezeptoren und
Signalmolekile eine bidirektionale Kommunikation zwischen Astroglia und Neuronen.
Hierdurch ist eine direkte Partizipation von Astrozyten an neuronalen Schaltkreisen und deren
Modulation moglich5:116,

In der CA1-Region des Hippocampus konnte gezeigt werden, dass Astroglia Glutamat-
vermittelt eine synchrone Exzitation von benachbarten Pyramidenzellen bewirken und somit
zur Entstehung von Langzeitpotentierung beitragen''’. Sie beenden andererseits aber auch
die Transmitteraktivitdt und damit die Lernprozesse, indem sie das freigesetzte Glutamat
wieder aufnehmen und es zurick in den Glutamat-Glutamin-Kreislauf der Neuronen
Uberflihren''8, Auch der Astrozyten-Kontakt zu neuronalen Synapsen allein kann Uber noch
unbekannte Mechanismen eine Wachstumshemmung der Synapsen wahrend der
Konsolidierung von Gedachtnisinhalten bewirken bzw. einen Wegfall dieser Hemmung durch

den Rickzug der Astrozyten-Fortsatze ermdglichen. Damit 1asst sich in der ausgepragten
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Plastizitat der Astroglia eine regulatorische Funktion vermuten, die zum Beispiel bei kognitiven
Prozessen von Bedeutung ist'®.

Einen weiteren zentralen Bestandteil des ZNS stellen Oligodendrozyten (Marker: Olig2) dar.
Unter anderem produzieren sie das Myelin, welches ein wichtiger Grundbestandteil der weilten
Substanz ist'?°. Myelin umgibt die Axone von Neuronen in Form einer Markscheide, unterstiitzt
diese bei metabolischen Prozessen und stellt eine elektrische Isolation dar'?''?2, Dies ist
Voraussetzung fir die saltatorische Erregungsweiterleitung, welche wiederum Grundlage flr

hohere kognitive Funktionen darstellt'?2123,

2.3.3. Der Gyrus dentatus als Ort kindlicher und adulter Neurogenese

Der Hippocampus ist aus zahlreichen Grinden ein Gehirnareal von groflem Interesse.
Insbesondere der Gyrus dentatus bietet in seiner Funktion als Gatekeeper einen guten
Angriffspunkt flr Interventionen. Er leitet die konvergierenden kortikalen Inputs zunachst
unverzweigt weiter, bevor sie nach der Passage wieder divergieren, und stellt damit eine
Moglichkeit dar, den Informationsfluss vom Cortex zum limbischen System zu regulieren'.
Aulerdem ist er bekannt fir seine besondere Bedeutung als Region der adulten Neurogenese,
welcher ein Einfluss auf Lernprozesse zugeschrieben wird. Bereits in den 60er Jahren wurde
sie im Hippocampus erwachsener Nagetiere in vivo nachgewiesen'?, in den 90ern dann auch
beim Menschen'?. Mdglich ist die adulte Neurogenese durch das Vorhandensein neuronaler
Stammzellen (NSCs), welche sich in der subgranularen Zone an der Grenze zwischen Hilus
und Kornerzellschicht des Gyrus dentatus befinden. Sie sind durch ihre Fahigkeit zur
multipotenten Differenzierung in verschiedene Zelllinien, zur Selbsterneuerung und zur
unbegrenzten Proliferation definiert'?”. Der Gyrus dentatus generiert also neben dem Bulbus
olfactorius'® als eine von nur zwei Regionen des Nervensystems auch im Erwachsenen noch
kontinuierlich neue Neuronen®'2%126 ynd ist daher als zerebrale Struktur von besonderer
Bedeutung. Insbesondere die Nische der subgranuldren Zone hat hierbei durch ihre Funktion

als Ort der adulten Neurogenese Einfluss auf Prozesse bis ins Erwachsenenalter hinein'?’.

2.3.4. Die Entwicklung des Hippocampus bei Ratte und Mensch

Bezogen auf den Zeitpunkt und die Zeitspanne der Entwicklung des Hippocampus, aber auch
des gesamten Gehirns, zeigen sich zwischen Ratte und Mensch grof3e Unterschiede. So liegt
zum Zeitpunkt der Geburt das Gewicht des Gehirns der Ratte bei 12 Prozent des adulten
Gehirngewichts, beim Menschen bereits bei 27 Prozent.””® Die Reife des Rattenhirns
entspricht in dieser Instanz zudem erst der eines 18 Wochen alten menschlichen Fétus. ™0

Andererseits entwickelt es sich aber auch in einer deutlich kiirzeren Zeitspanne.
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Abgesehen von der zeitlichen Komponente sind die grundlegenden Entwicklungsschritte
jedoch weitestgehend vergleichbar. Bei beiden Spezies werden die Neuronen der jeweiligen
Regionen des Hippocampus aus drei verschiedenen Ursprungsepithelien generiert, dem
fimbrischen Glioepithel, dem primaren dentatischen Neuroepithel und dem ammonischen
Neuroepithel.

Beim Menschen findet die neuronale Proliferation in der 12.-18. Schwangerschaftswoche
(SSW) statt, also gegen Ende des 1. Trimesters. Dies ist eine geschitzte Periode, die zwar
beispielsweise durch Chromosomenanomalien, Rételninfektion oder Strahlenbelastung
negativ beeinflusst werden kann, nicht aber durch Faktoren wie die intrauterine
Wachstumsrestriktion (IUGR) durch Malnutrition oder plazentare Insuffizienz. Diese kommen
erst spater zum Tragen, beeinflussen also weniger die neuronale Zellzahl als spater
ablaufende Entwicklungsprozesse.'°

Die verschiedenen Regionen des menschlichen Hippocampus kdénnen ab der 15.-19.
Schwangerschaftswoche unterschieden werden. Ab etwa der 32. SSW reifen die Neuronen in
CA2 und CA3 heran. Die Entwicklung von CA1 erfolgt etwas verzdgert und zuletzt hat nach
etwa 34 Wochen auch der Gyrus dentatus sein Reifestadium erreicht. Die Zytoarchitektur ist
zum Zeitpunkt der Geburt vollstandig etabliert™’.

Die sogenannte ,Phase des schnellen Hirnwachstums® beginnt beim Menschen etwa zur Mitte
des zweiten Trimesters und dauert etwa bis zum zweiten Lebensjahr an. Diese Phase ist
deutlich vulnerabler dufReren Einflissen gegentiber als die Phase, in welcher die menschliche
Neurogenese stattfindet. Im Falle eines schadlichen Einflusses wahrend dieser kritischen
Zeitperiode konnen beispielsweise intellektuelle Defizite entstehen', da eine erhohte
Vulnerabilitdt duBeren Faktoren gegenlber besteht'?®. Durch den protrahierten Zeitraum bis

zum 2. Lebensjahr bietet sich andererseits jedoch auch mehr Potential fir Interventionen. '

Die Neurogenese der Ratte beginnt in der Embryonalperiode (E10) und ist auf das gesamte
Gehirn gesehen am postnatalen Tag 15 (P15) groBtenteils beendet'32.

Im Gyrus dentatus erfolgt hierbei ein betrachtlicher Teil der Neurogenese bereits pranatal mit
Entstehung der pyramidalen Neurone an E16-E21%2'3 jedoch proliferieren Teile der
Zellsubpopulationen, wie beispielsweise die Kdrnerzellen, vorwiegend auch erst nach der
Geburt™*. So werden zwischen dem 5. und 8. postnatalen Tag (P5-P8) im Gyrus dentatus
taglich noch mindestens 50.000 Neuronen neu gebildet®®, wobei dieser Zeitraum auch auf das
gesamte Gehirn gesehen bis zum Abschluss der Neurogenese an P15 die Phase mit der
groften Zunahme der Neuronenzahl darstellt'. Bis ins Erwachsenenalter erfolgt lediglich im
Bulbus olfactorius und dem Gyrus dentatus ein geringes Maf} an Neurogenese.

Parallel dazu findet bei der Ratte etwa von P2-P25 die "Phase des schnellen Hirnwachstums"

statt mit etwa 80% des postnatalen Wachstums bezogen auf die Hirnmasse'**'35. Die Phase
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ist ausgezeichnet durch die Proliferation von Gliazellen, die Myelinisierung von Nervenzellen
einschlief3lich der Oligodendrozytogenese und den Ausbau dendritischer Komplexitat und
synaptischer Verbindungen im Rahmen der Synaptogenese'®*'%. Eine wichtige Bedeutung
kommt jedoch auch der Apoptose bzw. dem programmierten Zelltod zu, in dessen Rahmen
die Neuronenzahl zwischen P7 und P15 zwischenzeitig um ca. 60-70% reduziert wird'.
Hierbei wird Platz geschaffen fir das Stltzgerist im Rahmen der Astrozytenproliferation,
welche ihr Maximum um P11-P16 erreicht'33,

Im Zeitraum der durch uns gewahlten Intervention (P14 — P56) ist somit die Neurogenese im
Hippocampus bereits groRtenteils abgeschlossen. Die Phase des schnellen Hirnwachstums
dauert jedoch noch bis zu P25 an, mit Fortschreiten in geringerem Ausmal} bis P60, sodass
die dort beschriebenen Prozesse (Zellwachstum, Synaptogenese, Modulation durch
Apoptose, Oligodendrozytogenese) mdglicherweise durch unsere Intervention beeinflusst

werden konnen.

24 Fragestellungen und Ziel der Arbeit

In dieser Arbeit werden die Auswirkungen einer Erndhrungsintervention mit
Docosahexaensaure, Cholin und/oder Lutein im frihen Leben auf die zellulare
Zusammensetzung des Hippocampus weiblicher Ratten im spateren Leben untersucht. In der
Untersuchung des Hippocampus hinsichtlich seiner Funktion rund um Lernen und Gedachtnis
werden in dieser Arbeit nicht nur Neuronen (Marker: NeuN) und deren Vorlauferzellen (Marker:
DCX) untersucht, sondern auch unterstutzende Zellen wie Mikroglia (Marker: Iba1), Astrozyten
(Marker: GFAP) und Oligodendrozyten (Marker: Olig2), in dem Verstandnis, dass fur
Lernprozesse und kognitive Leistungsfahigkeit das gesamte komplexe zellulare Netzwerk des
Hippocampus notwendig ist.

Die folgenden Fragen werden hierbei im Einzelnen erortert:

1. Unterscheidet sich die zelluldare Zusammensetzung des Hippocampus weiblicher
Versuchstiere zwischen den acht Versuchsgruppen?

2. Gibt es bestimmte Zelllinien, die mehr oder weniger durch die Ernahrungsintervention
beeinflusst wurden?

3. Gibt es synergistische Effekte durch bestimmte Kombination der supplementierten

Substanzen?
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3. Material und Methoden

3.1 Studiendesign

Bei den Versuchstieren handelt es sich um sechzehn weibliche Wistar-Ratten des Zichters
Janvier (Janvier Labs, Rte du Genest, 53940 Le Genest-Saint-Isle, Frankreich) und 128 ihrer
Nachkommen. Von diesen sind fir diese Arbeit nur 64 weibliche Nachkommen relevant.
Beim Zichter erfolgte bereits ab dem Trachtigkeitstag EO eine Kontrolldiat der Muttertiere mit
Altromin C1000 mit der folgenden Zusammensetzung: 500 kcal/kg, 17% Protein, 5% Fett, 11%
Disaccharide, 47% Starke. Die trachtigen Muttertiere wurden am Tag E14 geliefert und von
dem Zeitpunkt in insgesamt 5 Haltungsraumen in einer experimentellen S1-Tierhaltung mit
Hygienestatus SPF (specific pathogen free) im Gebaude 51, Robert-Koch-Str. 10, 50931 Koin
untergebracht, wo auch die Versuchsdurchflihrung stattfand (die Nahrungsintervention in den
Tierhaltungsraumen 052, 052a, 053 und 053a, die Organentnahmen in Raum 15). Die Ratten
wurden in Kafigen mit einem Tag-Nacht-Rhythmus von je 12 Stunden gehalten, in denen eine
individuelle Temperatur- und Luftfeuchtigkeitskontrolle gewahrleistet war. Die Luftwechselrate
betrug hierbei 6-8-mal pro Stunde, die Temperatur lag zwischen 20-24°C und die
Luftfeuchtigkeit zwischen 45-65 rH. Kafigwechsel fanden einmal wochentlich statt.

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurden die Tiere wahrend der Tragezeit einzeln
untergebracht. Nach der Geburt der Jungtiere am Tag E23 (entsprechend dem postnatalen
Tag P1) erfolgte die Unterbringung jeweils eines Muttertiers mit acht Nachkommen. Hierbei
wurden die Wirfe am postnatalen Tag P2 durch so genanntes Cross-fostering auf je acht Tiere

pro Ammenmutter vereinheitlicht (4m, 4w, siehe Abbildung 2).
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Abb. 2: Cross-fostering. Aufteilung der Jungtiere (w1-4; m1-4) von 4 Muttertieren (M1-4) auf

eine Ammenmutter (A1). Ein Ammenwurf besteht also aus 4w+4m.

Innerhalb des Zeitraums zwischen Tag P14 und Tag P56 wurden je zwei Ammen-Wdrfe, also
insgesamt sechzehn Tiere (acht Weibchen und acht Mannchen), in acht Gruppen eingeteilt,
welche durch die jeweilige Erndhrung begrindet waren. Ab Tag P21 erfolgte die Haltung in
gleichgeschlechtlichen Gruppen, deren Anzahl gewichtsabhangig war (n=2-4). Zu jedem
Zeitpunkt waren hierbei Nagematerial sowie Rickzugsmadglichkeiten vorhanden, wahrend der
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Schwangerschaft auch Nistmaterial. Ein grundlegendes Hygienemonitoring erfolgte
quartalsweise entsprechend den Empfehlungen der FELASA (Federation of European
Laboratory Animal Science Associations), um die Gesundheit der Versuchstiere bestmoglich
zu gewabhrleisten.

Der Beginn der Supplementation wurde entsprechend dem Beginn der Aufnahme der Beikost
am Tag P14 gewahlt. Die Kontrollgruppe erhielt weiterhin die Altromin C1000 Diat, eine
Gruppe Cholin-angereicherte Nahrung (CH), eine andere DHA-angereicherte (DHA), eine
weitere Lutein-angereicherte (L), die flinfte Cholin- + DHA-angereicherte, die sechste DHA- +
Lutein-angereicherte, die siebte Cholin- + Lutein-angereicherte und die letzte Cholin- + DHA-
+ Lutein-angereicherte (siehe Abbildung 3). Hierbei wurde die Dosis der Nahrungszusatze
nach Literaturrecherche so gewahlt, dass sicher keine Toxizitat bestand und die
Nahrungsaufnahme in normaler Menge erfolgte’=%°, Im Verlauf wurden weitere
Untersuchungen (laborchemische Kontrollen retroorbital entnommenen Bluts, metabolische
Kafige mit Bestimmung der Nahrungsaufnahme und Trinkmenge sowie Untersuchungen von
Stuhl und Urin, kranielle MRT-Bildgebungen, Verhaltenstests) durchgefuhrt, die nicht Teil
dieser Arbeit sind und daher an dieser Stelle nicht genauer erldutert werden. An den

postnatalen Tagen P141-143 wurden die Tiere schlieBlich getdtet, prapariert und die Organe

entnommen.
Lieferung der Cross-fostering an P2, Absetzen an Endpunkt P143,
trachtigen Wurfanpassung auf n=8 P21 Organentnahme
Tiere (4m, 4w) P141-143
v v A\ \4
\ Trachtigkeit >| Laktation, 1 Wurf pro Kafig >| 2-4 Nachkommen pro Kéfig >
1 \ €1000 Diat | Kontrollen: Altromin C1000 Digt (2 Ammenwirfe mit je 4m, 4w) >\ Altromin C1000
2 ‘ €1000 Diat | Altromin C1000 | Intervention: 1000 + Cholin >| Altromin C1000
3 | c1000 Diat | Altromin C1000 | Intervention: C1000 + DHA | Altromin C1000
4 ‘ C1000 Diat | Altromin C1000 ‘ Intervention: C1000 + Lutein Altromin C1000
5 | C1000Didt > I Altromin C1000 >| Intervention: C1000 + Cholin + DHA Altromin C1000 >
6 | C1000 Diat > | Altromin C1000 >| Intervention: C1000 + DHA + Lutein > Altromin C1000 >
7 l Altromin C1000 | Intervention: C1000 + Cholin + Lutein Altromin C1000 >

8 | C1000 Diat | Altromin 1000 | Intervention: C1000 + Cholin + DHA + Lutein | Altromin C1000

E14 E22/P1 P14 P21 P56 pP143

Abb. 3: Versuchsaufbau.

3.2 Herstellung des Interventionsfutters
Das Interventionsfutter wurde je nach Gruppe in individueller Zusammensetzung vorbereitet
(siehe Tabelle 1). Als Grundlage dienten in allen Gruppen ohne Cholin 690 72g des Futters

C1000 sowie 280ml MilliQ-Wasser.
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In der DHA-Gruppe (DHA) wurden dem Basisfutter 8,75g DHA und 0,525g Sonnenblumendl
beigefligt. In der Lutein-Gruppe (L) erfolgte eine Hinzunahme von 0,525g Lutein sowie 8,759
Sonnenblumendél. Die Gruppe DHA + L enthielt von Ersterem 8,759, von Letzterem 0,525g.

In den Cholin (CH) Gruppen wurde Cholin-angereichertes Spezialfutter (C1000 modifiziert mit
5g Cholinclorid/kg) verwendet. Diesem wurden in der Cholin-Gruppe (CH) noch 9,28g
Sonnenblumendl hinzugefligt. In der Gruppe CH + L wurden 0,525g Lutein sowie 8,759
Sonnenblumendl zugesetzt. In der Gruppe CH + DHA wurde das Cholin-angereicherte
Spezialfutter mit 8,75g DHA sowie 0,525g Sonnenblumendl gemischt und in der Gruppe mit
der Dreifachkombination CH + L + DHA 8,75g des DHA und 0,525g des Luteins. Das
entstandene Futter wurde zu handtellergro3en Kugeln geformt und bis zur Verwendung bei -

4°C gelagert.

Tab. 1: Zusammensetzung des Futters

Gruppe Futter Cholin DHA Lutein Sonnenblumendl
(9) (C1000 (9) (9) (9)
modifizier
t #100230)
C 1000 690,72 - - - 9,28
C1000 + Cholin 690,72 ja - - 9,28
C1000 + Lutein 690,72 - - 0,525 8,75
C1000 + DHA 690,72 - 8,75 - 0,525
C1000 + Ch + L 690,72 ja - 0,525 8,75
C1000 + Ch + DHA 690,72 ja 8,75 - 0,525
C1000 + L + DHA 690,72 - 8,75 0,525 -
C1000 + Ch + L +DHA 690,72 ja 8,75 0,525 -

+ je 280ml MilliQ Wasser

3.3 Praparation und Gehirnentnahme

Die Praparation der Tiere erfolgte an den postnatalen Tagen P141-143. Die Tiere wurden
zunachst durch Inhalation von Isofluran 5% in eine tiefe Narkose versetzt. Anschliel3end
injizierten wir Pentobarbitalarbitat i.p. (Narcoren 16g/100mL) und perfundierten mit
phosphatgepufferter, physiologischer Kochsalzlésung (PBS) Uber eine Punktion des rechten
Vorhofs in den Kreislauf des Tieres. In der Folge trat dessen Tod ein. Mit Hilfe einer Guillotine

erfolgten nun die Dekapitation und die Entnahme des Gehirnes.
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Zunachst wurde die verbleibende Nackenmuskulatur mit Hilfe einer spitzen Schere vom
Ansatz am okzipitalen Schadel getrennt. Von dort wurde mittig mit derselbigen die Haut bis zu
den Augen inzidiert, sodass darunter der Knochen frei gelegt wurde. Im Falle eines
Bestehenbleibens des ersten Halswirbels nach der Dekapitation wurde dieser nun durch eine
Drehbewegung mit der Zange abgetrennt. Die Freipraparation des Gehirns erfolgte durch
sukzessives Entfernen kleiner Knochenfragmente. Mit Hilfe einer Sonde konnten die
Hirnnerven und schlieRlich mit der spitzen Schere das Chiasma opticum moglichst weit frontal
durchtrennt werden. Nun wurde das Gehirn in eine in gekihltem kulnstlichen Liquor
cerebrospinalis (ACSF) befindliche Acryl-Matrix fir Rattenhirne platziert. Mit Rasierklingen
erfolgten drei Schnitte: Der erste auf H6he der Auftrennung des Chiasma opticum in die Nervi
optici, der zweite bei Bregma +2 und der dritte bei Bregma -7. Hierdurch entstanden letztlich
vier Gehirnscheiben: Die Scheiben 0 bis +2, das frontale Stlick und das okzipitale Stlick
wurden zur molekularen Untersuchung bei -80 Grad Celsius asserviert. Die Scheibe 0 bis -7,

welche den Hippocampus enthielt, wurde zur histologischen Weiterverarbeitung eingebettet.

3.4 Einbettung des Gehirns und Anfertigung der Schnitte

Zur Vorbereitung der Einbettung des Gehirns wurde die Scheibe Bregma 0 bis -7 24h bei +4°C
in 4%-igem Paraformaldehyd (PFA) mit einem pH von 7,4 fixiert. AnschlieRend erfolgte eine
ca. 48-stindige Inkubation in 30% Sucrose, bis das Gewebe vollstandig aufgesattigt auf den
Boden des Gefales sank. Nun konnte das Gehirn mit der weiter okzipital gelegenen Seite
nach oben in das Kryo gegeben werden, welches anschlieRend mit Tissue Tec geflllt wurde.
Das Férmchen wurde abschlieRend in auf ca. -40°C bis -60°C heruntergekuihltes Isobutanol
gehalten, bis das Tissue Tec komplett durchgefroren war. Die eingebetteten Gehirnscheiben
wurden bei -80°C gelagert.

Die Schnittanfertigung erfolgte mit dem Leica Cryotom im Zentrum fir molekulare Medizin
(ZMMK, Gebaude 66, Robert-Koch-Str. 21, 50931 KolIn). Bei einer Temperatur von -25°C
wurden von Beginn des Hippocampus bis zur Zielebene (Ebene 60, Bregma -3,24) 8um dicke
Schnitte angefertigt und auf Superfrost® Objekttrager aufgezogen. Diese wurden bei -80°C
gelagert.

3.5 Histologie

3.5.1. Hamatoxylin-Eosin Farbung (HE)
Um eine Schablone fir die Immunfluoreszenz-gefarbten Schnitte herzustellen, wurde pro

Gehirn jeweils ein Schnitt in der Zielebene, Bregma -3,24, mit Hdmatoxylin-Eosin (HE) gefarbt.
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Das fiur die Farbung verwendete Hamalaun entsteht aus dem Naturfarbstoff Hamatoxylin,
indem es im ersten Schritt oxidiert und anschlieRend mit einem Alaun gebeizt wird™°. Es farbt
basophile Strukturen, wie die Zellkerne mitsamt der darin befindlichen DNA, den Kalk in
Knochen, grampositive Bakterien sowie die Knorpelgrundsubstanz blau'', wahrend Eosin
andere Gewebestrukturen, das Cytoplasma, Kollagenfasern und Erythrozyten rétlich-gelb
anfarbt''. Eosin dient hierbei im Anschluss an die Verwendung der Hamalaunlésung zur
Gegenfarbung und sorgt mittels Ansduerung durch Zusatz von Eisessig zur Beendigung des
Blauens. Es wurde nach laborinternem Standard vorgegangen, basierend auf Bancroft und
Gamble™0142143  Zyr Vorbereitung wurden die beiden Farbstoffe filtriert und dem wassrigen
Eosin je 1-2 Tropfen Eisessig pro 100 ml zugesetzt. Zunachst wurden die Cryo-Schnitte zwei
bis drei Stunden oder Uber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet und anschlieiend zweimalig
Uber 5 Minuten mit MilliQ-Wasser gewaschen. Im Anschluss wurden sie flr 4-7 Minuten in
Hamalaunlésung gegeben, und dann nach erneutem Waschen mit MilliQ-Wasser zum Blauen
der Zellkerne fir 5 Minuten in kaltes Leitungswasser gehalten. Dieses wurde nun durch MilliQ-
Wasser abgewaschen. Anschlielend erfolgte die Farbung mit Eosin Gber 3-5 Minuten und
schlieBlich nach zweimaligem kurzem Waschen mit MilliQ-Wasser die Gabe der Schnitte in
Ethanol aufsteigender Konzentration. Es wurde 70%-iges, 80%-iges, 96%-iges und 100%-iges
Ethanol verwendet, in welchem die Schnitte je eine Minute verweilten, um das Gewebe zu
entwassern. Zuletzt wurden diese schlielich in zwei Schritten von je 5 Minuten Dauer in Neo-

Clear inkubiert und mit dem Eindeckmedium Neo-Mount eingedeckelt.

3.5.2. Immunfluoreszenz-Farbung (IF)

Die der Uber insgesamt drei Tage durchgeflhrten Immunfluoreszenz-Farbung zugrunde
liegenden Prinzipien'#4'45 wurden nach laborinternen Standards entsprechend den folgenden
Ablaufen angepasst:

Am ersten Tag wurden die Schnitte zunéchst 3-4 Stunden bei Raumtemperatur getrocknet und
dann zweimalig Uber drei Minuten in MilliQ-Wasser gewaschen. Anschlieend erfolgte die
Blockierung mittels Sea Block Solution Uber zwei Stunden sowie die Liegend-Inkubation mit
Primarantikorper Uber insgesamt 24 Stunden bei 4°C. Die jeweiligen Antikdrperkombinationen

pro Schnitt kbnnen Tabelle 2 entnommen werden.

Tab. 2: Antikérperkombinationen

Antikorper-Kombinationen Angefarbte Struktur
anti-oligodendrocyte transcription factor 2 Antikérper (Olig2) Oligodendrozyten
anti-Ki67 Antikorper Proliferationsmarker
anti-neuronal nuclei Antikorper (NeuN) RNA-bindendes Protein
anti-doublecortin Antikérper (DCX) neuronale Vorlauferzellen
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anti-glial fibrillary acidic protein Antikdrper (GFAP) Gliazellen, v.a. Astrozyten
anti-Ki67 Antikorper Proliferationsmarker

anti-ionized-calcium-binding-adapter-molecule 1 Mikroglia
Antikorper (Iba1)

Am zweiten Tag wurden die Schnitte zunachst dreimalig Uber 5 Minuten in
Phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) mit zugesetztem 0,3% Tween® 20 gewaschen.
AnschlieBRend wurde der jeweilige mit einem Fluoreszenzfarbstoff gelabelte
Sekundarantikorper (siehe Tabelle 3) mittels Pipette aufgebracht und dieser fiir eine Stunde
belassen, wobei sowohl fiir die goat anti-mouse Antikérper als auch fiir die goat anti-rabbit
Antikérper eine Verdiinnung von 1:200 gewahlt wurde. Nachdem die Schnitte erneut dreimalig
in PBS + Tween® 20 gewaschen wurden, dieses Mal je 10 Minuten, erfolgte die DAPI (4',6-
Diamidino-2-phenylindol) Gegenfarbung tber 15 Minuten, durch welche die Zellkerne blau
gefarbt wurden. Es wurde hierbei 1:1000 in PBS verdiinntes DAPI verwendet. Im Anschluss
folgte wieder eine dreimal zehnminitige Waschung mit PBS + Tween® 20, ein kurzes
Abwaschen der Schnitte mit MilliQ-Wasser und zuletzt das Eindeckeln mit Fluoromount. Am
darauffolgenden Tag wurden noch bestehende Fluoromount-Reste entfernt und die Schnitte

abschlieRend lichtgeschutzt bei 4°C gelagert.

Tab. 3: Verwendete Primar- und Sekundar-Antikdrper (AK)
Artikel Verdiinnung Hersteller
1. AK: Olig2, Maus 1:1000 Millipore, #MABN50
2. AK: goat anti-mouse Alexa 546, rot 1:200

1. AK: NeuN, Maus 1:1000 Abcam, #ab104224
2. AK: goat anti-mouse Alexa 546, rot 1:200

1. AK: Doublecortin (DCX), Hase 1:300 Cell Signaling, #4604S
2. AK: goat anti-rabbit GFP, griin 1:200
1. AK: GFAP, Maus 1:1000 Covance, #SMI-22

2. AK: goat anti-mouse Alexa 546, rot 1:200

1. AK: Ki67, Hase 1:1000 ThermoFisher, #PA5-19462
2. AK: goat anti-rabbit GFP, grin 1:200
1. AK: Iba1, Maus 1:500 Wako, #016-20001

2. AK: goat anti-mouse Alexa 546, rot 1:200

Verdiinnung mit Antibody Diluent
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3.6 Analyse der Immunfluoreszenzfarbungen mittels ImageJ

Die Schnitte wurden zunachst mit dem Olympus Mikroskop BX43 eingescannt und dann mit
dem Bildbearbeitungsprogramm ImagedJ (Version 1.54b) analysiert.

Die als .vsi Dateien abgespeicherten Scans der Hippocampus-Schnitte wurden zunachst via
Plugins > Olympus viewer in dem Programm ge6ffnet und anschliefiend farbungsspezifisch

ausgewertet.

3.6.1. Olig2

Nach Offnen der Datei wurden initial die auf verschiedenen Kanalen parallel aufgenommenen
Farbungen (Olig2/Ki67/DAPI, entsprechend den Kanélen Cy1/Cy2/Cy3) getrennt und sowohl
die Kanale mit Ki67 als auch mit DAPI geschlossen.

Anschlieend wurde die region of interest (ROI) mittels der Funktion Edit > Selection > Specify
in ihrer Hohe und Breite definiert und so ausgewanhlt, dass sie fiir alle Schnitte in das gewahlte
Hippocampus-Areal passte. Aufgrund der hohen Zelldichte entlang des Corpus Callosum
wurde die ROI mittig in diese Region gelegt. Uber die Befehle Image > Adjust > Threshold
wurde dann der Schwellenwert festgelegt, ab welchem die Zellen als solche vom Programm
registriert werden sollten. Hierfur fand der Particle Count Verwendung, welcher unter
Ausschluss der Rander der ROI und ab einer Partikelgréfie von 5ufgm und mit einer Circularity
von 0-1 die Zellen automatisiert zahlte. Somit erhielten wir die absolute Zellzahl in dem
vordefinierten Bereich und deren absolute Flache sowie den Anteil der Flache der Zellen
bezogen auf die Flache der ROI.

Da die Ki67-Farbung kein messbares Signal erbrachte, wird diese im Folgenden keine

Erwahnung mehr finden.

Abb. 4: Region of interest der Olig2-Farbung im Corpus callosum. Bestimmung der Zellzahl mittels Particle
Count
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3.6.2. NeuN und DCX

Auch bei dieser Auswertung wurden die auf verschiedenen Kandlen aufgenommenen
Farbungen (NeuN/DCX/DAPI, entsprechend den Kanalen Cy1/Cy2/Cy3) zu Beginn getrennt,
um daraufhin unter Ausschluss der DAPI Farbung NeuN und DCX wieder Ubereinander zu
legen. Mittels Polygon Funktion wurde nun das Zellband des Gyrus dentatus so umfahren,
dass auch das positive Signal von Double Cortin inkludiert war. Diese Region wurde in einem
ROI (Region of interest) Manager abgespeichert und dann nach erneuter Trennung der Kanale
einmal Uber die NeuN Farbung und einmal tber die DCX-Farbung gelegt. Wie auch bei der
Olig2 Analyse wurde der Threshold genutzt, um Hintergrund von positivem Signal zu
differenzieren. Mittels Messung der von NeuN bzw. DCX eingenommenen Flache Uber die
Funktion measure konnte bezogen auf die Gesamtflache des Gyrus dentatus das positive
Signal quantifiziert werden.

Neben der flachenbezogenen Analyse des positiven Signals von NeuN und DCX im Bereich
des Gyrus dentatus wurde aulerdem das Zellband des Stratum Pyramidale der Regionen
CA1, CA2 und CA3 unter den Schnitten verglichen. Hierzu wurde in einem Hamatoxylin-Eosin
gefarbten Schnitt derselben Ebene (Ebene 60, Bregma -3,24) das Zellband mit der Polygon
Funktion umfahren und die so entstandene Flache gemessen.

In der Immunfluoreszenzfarbung wurden nun die mit dem NeuN Antikdrper positiv angefarbten
Zellen unter Benutzung des Cell Counter manuell ausgezahlt und das Verhaltnis zu der Flache

des Zellbandes berechnet.

— Abb. 5: Region of interest fiir die NeuN-Farbung im
Stratum pyramidale von CA1-3. Auszdhlen der
™~ NeuN-positiven Zellen in der Immunfluoreszenz-
\/CC Farbung mittels Cell Counter
—
\DG W
\‘ g

enz ca1

Abb. 6: Region of interest fiir die NeuN-Farbung
und die DCX-Farbung im Stratum granulosum des
Gyrus dentatus. Bestimmung von RawlIntDen und

CcC .
Area fraction.

N
O,
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3.6.3. GFAP

Fir die Auswertung der Farbung mit GFAP und Ki67 wurden die auf verschiedenen Kanalen
aufgenommenen Farbungen (GFAP/Ki67/DAPI, entsprechend den Kanalen Cy1/Cy2/Cy3) zu
Beginn wieder getrennt und nur auf dem GFAP-Kanal ausgewertet. Mit den Befehlen Analyze
> Set measurements wurde eine region of interest entsprechend der Gré3e der ROl der Olig2-
Auswertung festgelegt und ebenso in den Bereich des Corpus callosum gelegt. Der Anteil der
Flache der ROI, der von GFAP-positive Zellen eingenommen wurde (Area fraction), sowie
deren RawintDen wurden bestimmt. RawintDen steht hierbei fur raw integrated density und
entspricht der Summe der Werte der Pixel innerhalb des Bildes.

Da die Ki67-Farbung kein messbares Signal erbrachte, wird diese im Folgenden keine

Erwahnung mehr finden.

Abb. 7: Region of interest der GFAP-Farbung im Corpus callosum. Bestimmung der Area fraction sowie der
RawlIntDen.

3.6.4. Iba1

Fir die Auswertung der Farbung mit Iba1 wurden die beiden auf verschiedenen Kanalen
aufgenommenen Farbungen (Iba1/DAPI, entsprechend den Kanédlen Cy1/Cy2) getrennt und
zunachst die regions of interest auf Basis der DAPI-Farbung festgelegt. Hierbei wurde eine
Achse entlang der beiden Enden des Stratum granulosum des Gyrus dentatus gelegt, eine
weitere entlang des Verlaufs des oberen Bogens des DG. Nun konnten entlang der Achsen je
drei ROIls in das Stratum radiatum der CA1- und CA3-Regionen gelegt werden sowie eine
weitere im Bereich des Corpus Callosum. Die GrofRe einer einzelnen kreisférmigen ROls
entsprach hierbei der GroRe der ROI der Olig2- und der GFAP-Farbung. Es wurde
entsprechend der Auswertung der GFAP-Farbung erneut der Anteil der Flache von Iba1

innerhalb der ROI (Area fraction) sowie deren RawintDen bestimmt.
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Abb. 8: Regions of interest fiir die Iba1-Farbung. ROI 1-3: Stratum radiatum der CA1-Region, ROI 4-6: Stratum
radiatum der CA3-Region, ROI CC: Corpus Callosum. Bestimmung des Anteils der Flache von Iba1 innerhalb der

ROls sowie deren RawlIntDen.

3.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe von GraphPad Prism (Version 9.5.1).
Da insgesamt 8 Gruppen untereinander zu vergleichen waren, erfolgte initial ein
nichtparametrischer Kruskal-Wallis Test (One-Way ANOVA) mit anschlieRendem Dunn’s
Posttest. Im Falle eines signifikanten Ergebnisses wurde der Bonferroni-adjustierte Mann-
Whitney U-Test herangezogen. Als Konfidenzintervall wurden 95% gewahit.

Alle Datensatze mit einem Grubbs-Test (p<0,05) auf Outlier Gberprift. Lediglich in 4
Datensatzen wurde so ein einziger Outlier identifiziert. Die weit Uberwiegende Anzahl an
Datensatzen enthielt keine Outlier.

Bei den in dieser Arbeit dargestellten Datensatzen handelt es sich um normalisierte Daten, um

eine bessere Vergleichbarkeit zu erzielen.
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4. Ergebnisse

Um den Effekt der Ernahrungsintervention auf die fruhe neuronale Entwicklung zu
untersuchen, wurden die abhangigen Variablen, z.B. die Zellzahlen der Oligodendrozyten
(Marker: Olig2), der neuronalen Vorlauferzellen (Marker: DCX), der reifen Neuronen (Marker:
NeuN), der Gliazellen (vor allem der Astrozyten, Marker: GFAP) und der Mikroglia (Marker:
Iba1) in den acht verschiedenen Gruppen (C, CH, L, DHA, CH + L, L + DHA, CH + L + DHA)
quantifiziert. Eine Auswertung der Ki67-Farbung als Proliferationsmarker konnte bei
fehlendem messbaren Signal nicht erfolgen.

Mit dem Kruskal-Wallis-Test (One-Way ANOVA) soll hierbei zunachst der Einfluss der
Ernahrungsintervention auf die jeweilige abhangige Variable der verschiedenen Gruppen
untereinander gepruft werden. Hierbei wird die Nullhypothese getestet, die besagt, dass alle
Daten von Gruppen mit sich untereinander nicht relevant unterscheidenden Rangsummen
stammen'®, also die erhobenen Daten der Gruppen sich untereinander nicht relevant
unterscheiden. Im Anschluss wurde der Dunn's Posttest flir Mehrfachvergleiche verwendet,
um zwei Gruppen (die Kontrollgruppe mit der jeweiligen Interventionsgruppe) nochmals
miteinander zu vergleichen. Aufgrund der gezielteren Ausrichtung des Posttests im Vergleich
zur One-Way-ANOVA weist dieser eine hohere Teststarke zur Identifizierung von
Unterschieden zwischen zwei Gruppen auf. Es wurden hierbei die Unterschiede der
Rangsummen der Kontrollgruppe und der jeweiligen Interventionsgruppe mit den anhand der
Gruppenzahl und -groRBe zu erwartenden Unterschieden der Rangsummen verglichen™’.
Hierflr fand ein an die Anzahl der angestellten Vergleiche angepasster p-Wert Verwendung
(multiplicity adjusted p-value). Gemessen wird dieser an einem family-wise a-Grenzwert von
0,05'8. Die 5%ige Wahrscheinlichkeit, dass ein Posttest falschlicherweise trotz bestétigter
Nullhypothese einen p-Wert von <0,05 ergibt (Fehler 1. Art) wird hierbei auf die gesamte
Familie der Vergleiche und nicht auf die einzelnen Vergleiche bezogen und damit bereits
hinsichtlich der zu erwartenden Zunahme der Wahrscheinlichkeit eines Fehlers 1. Art beim
multiplen Testen korrigiert. Im Folgenden wird in dem Zusammenhang von einem ,adjustierten
p-Wert“ gesprochen werden.

Zur Uberpriifung des Dunn’s Test wurde im Falle einer Signifikanz der nichtparametrische
Bonferroni-adjustierte Mann-Whitney U-Test erganzt, also ebenfalls die Rangsummen der

jeweiligen Interventionsgruppe und der Kontrollgruppe verglichen.

41 Olig2

Abbildung 9(a) zeigt reprasentative Bilder der Olig2-Farbungen aller Gruppen im Corpus
Callosum. In der Abbildung 9(b) sind die mittels Cell Counter quantifizierten, normalisierten
Zellzahlen Olig2-positiver Zellen (y-Achse) der jeweiligen Gruppen in Form von

Saulendiagrammen einschlieRlich der berechneten Standardabweichungen dargestellt (x-
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Achse). Es fallt auf, dass die Standardabweichung aller Gruppen recht gering ist und damit

eine geringe Varianz innerhalb der Gruppen besteht.
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Ch+DHA L + DHA Ch'+ L+ DHA

b p = 0.0214
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Abb. 9: Auswertung der Olig2-Farbung. (a) Reprasentative Abbildungen der Olig2-positiven Zellen im Corpus
Callosum aus der Kontroll-, Cholin-, Lutein-, DHA-, Cholin + Lutein-, Lutein + DHA- und Cholin + Lutein + DHA-
Gruppe. (b) Normalisierte Zellzahlen der Olig2-positiven Zellen im Bereich des Corpus Callosum in den
verschiedenen Gruppen (P < 0.05, Kruskal-Wallis-Test, Re-Test mit Mann-Whitney-Test bei signifikanten Werten,
hier in den Gruppen DHA und Cholin + Lutein).
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Der Kruskal-Wallis-Test ergibt in diesem Fall knapp keinen signifikanten Unterschied in Bezug
auf die abhangige Variable der Zellzahl Olig2-positiver Zellen in den verschiedenen Gruppen
und bestatigt daher bei einem adjustierten p-Wert von 0,080 die Nullhypothese. Der Dunn’s
Test flr Mehrfachvergleiche erbringt jedoch bei Vergleich von C vs. DHA einen adjustierten p-
Wert von 0,013 und bei C vs. CH + L einen adjustierten p-Wert von 0,021 und damit eine
Zuruckweisung der Nullhypothese. Die Vergleiche zwischen der Kontrollgruppe und den
anderen Interventionsgruppen erbringen keine signifikanten Unterschiede (p>0,05, siehe
Tabelle 4).

Tab. 4: Dunn’s Test fir die Auswertung der Olig2-Farbung

Verglichene Mittlerer Mittlerer Mittlere Angepasster Signifikanz
Gruppen Rang 1 Rang 2 Rang- p-Wert

Differenz
Cvs.CH 5,375 22,88 -17,50 0,182 Nein
Cvs. L 5,375 22,25 -16,88 0,292 Nein
C vs. DHA 5,375 32,10 -26,73 0,013 Ja
Cvs.CH+L 5,375 29,92 -24,54 0,021 Ja
Cvs.CH + DHA 5,375 24,63 -19,25 0,238 Nein
Cvs.L + DHA 5,375 19,50 -14,13 0,618 Nein
Cvs.CH+L+DHA 5,375 19,30 -13,93 0,741 Nein

Der Mann-Whitney U-Test bestatigt die im Dunn’s Test erhobene Signifikanz bei einem
adjustierten p-Wert von 0,016 fir C vs. DHA und einem adjustierten p-Wert von 0,009 fir C
vs. CH + L. FUr die Gruppe DHA ergibt sich hierbei eine Rangsumme von 35 und ein Median
von 1,564, fur CH + L eine Rangsumme von 45 und ein Median von 1,500, die der Rangsumme
der Kontrollgruppe von 10 und dem Median von 0,982 entgegengesetzt wird.

Bezogen auf die via Cell Counter erhobene Zellzahl Olig2-positiver Zellen im Bereich der
gesetzten ROI im Corpus Callosum ergeben sich somit signifikante Werte im Vergleich der

Kontrollgruppe mit der DHA-Gruppe sowie mit der Cholin- + Lutein-Gruppe.
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4.2 NeuN und DCX

4.2.1. Auswertungen im Bereich der Regionen CA1-3

Abbildung 10(a) zeigt reprasentative Bilder von NeuN-Farbungen aller Gruppen im Stratum
pyramidale der Regionen CA1, CA2 und CA3. Die Abbildung 10(b) stellt auf der y-Achse die
via Cell Counter erhobenen NeuN positiven Zellen bezogen auf die jeweilige Flache des
Stratum pyramidale der CA1-3 Region dar und auf der y-Achse die acht zu vergleichenden
Gruppen in  Form von Saulendiagrammen einschlieBlich der berechneten
Standardabweichungen. Diese zeigt sich in allen Gruppen recht gering als Zeichen einer

geringen Varianz innerhalb einer Gruppe.

Ch+DHA L + DHA ch +'L ¥DHA
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p=0.0318

(CA1-
n
]

Particles/Area NeuN

O X VvV &5 N 4 8 X
O Q\?*Gg\ *Z‘QQ‘

X X X
O A X

O
Abb. 10: Auswertung der NeuN-Farbung in der Region CA1-3. (a) Exemplarische NeuN-Farbungen des Stratum
pyramidale der Regionen CA1, CA2 und CA3 aus Kontroll-, Cholin-, Lutein-, DHA-, Cholin + Lutein-, Lutein + DHA-
und Cholin + Lutein + DHA-Gruppe. (b) Normalisierte Zellzahlen der NeuN-positiven Zellen bezogen auf die Flache

des jeweiligen Stratum pyramidale der o0.g. Regionen in den verschiedenen Gruppen (P < 0.05, Kruskal-Wallis-
Test, Re-Test mit Mann-Whitney-Test bei signifikanten Werten, hier in der Gruppe Cholin + Lutein + DHA).
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Bei Auswertung der Daten mittels Kruskal-Wallis-Test One-Way ANOVA ergibt sich mit einem
adjustierten p-Wert von 0,041 ein signifikanter Unterschied zwischen dem den Medianen
einzelner Gruppen.

Mit dem Dunn’s Posttest mit paarweiser Gegeniberstellung der Kontroll- und
Interventionsgruppen kann die Signifikanz bei Vergleich der Kontrollgruppe mit der Gruppe CH
+ L + DHA im Speziellen festgestellt werden, es imponiert ein adjustierter p-Wert von 0,032
(siehe Tabelle 5). Die Vergleiche mit den anderen Gruppen kénnen keine signifikanten

Unterschiede festmachen (p>0,05).

Tab. 5: Dunn’s Test fir die Auswertung der NeuN-Farbung in der Region CA1-3

Verglichene Mittlerer Mittlerer Mittlere Angepasster Signifikanz
Gruppen Rang 1 Rang 2 Rang- p-Wert

Differenz
Cvs.CH 8,750 19,75 -11,00 >0,999 Nein
Cvs. L 8,750 28,17 -19,42 0,134 Nein
C vs. DHA 8,750 25,40 -16,65 0,373 Nein
Cvs.CH+L 8,750 29,33 -20,58 0,091 Nein
Cvs.CH + DHA 8,750 12,50 -3,75 >0,999 Nein
Cvs.L+ DHA 8,750 18,17 -9,42 >0,999 Nein
Cvs.CH+L +DHA 8,750 33,20 -24,45 0,032 Ja

Der Mann-Whitney U-Test bestéatigt die im Dunn’s Test erhobene Signifikanz bei einem
adjustierten p-Wert von 0,016 fir C vs. CH + L + DHA, wobei sich eine Rangsumme von 35
und ein Median von 1,252 der Interventionsgruppe einer Rangsumme von 10 und einem
Median von 1,011 der Kontrollgruppe entgegenstellit.

Es ergibt sich somit ein signifikanter Unterschied zwischen der via Cell Counter erhobenen
Zellzahl im Bereich der gesetzten ROl im Stratum pyramidale der Regionen CA1-3 der
Kontrollgruppe und der Zellzahl NeuN-positiver Zellen in der Cholin + Lutein + DHA-Gruppe.
Aufgrund des Fehlens eines Nachweises von DCX-positiven Zellen in den Regionen CA1-3

entfallen in diesem Areal die diesbezlglichen Auswertungen.

36



422, Auswertung im Bereich des Gyrus dentatus

In der Abbildung 11(a) werden reprasentative Farbungen von NeuN, DCX sowie deren
Ubereinandergelegte Bilder (,Merge®) gezeigt. Die darunter folgenden Balkendiagramme der
Abbildung 11 zeigen auf der y-Achse die Raw Integrated Density (RawIntDen) als Mal} der
Quantifizierung NeuN-positiven Signals (b) bzw. DCX-positiven Signals (c) im Bereich des
Gyrus dentatus bezogen auf die acht untersuchten Gruppen, welche auf der x-Achse
aufgefihrt sind. Es finden sich hier Saulendiagramme mit Darstellung der
Standardabweichungen. Fir NeuN zeigt sich bei Betrachtung des Graphen in Bezug auf die
Standardabweichung in der Gruppe Cholin eine breite Streuung innerhalb der Gruppe,
wahrend diese z.B. in der Gruppe CH + L oder CH + DHA verhaltnismalig gering ausfallt. Bei
Betrachtung von DCX zeigt sich insbesondere in der Gruppe CH + L + DHA eine erhebliche
Standardabweichung und damit eine grof3e Varianz innerhalb der Gruppe.

Die Ergebnisse des Kruskal-Wallis-Tests, durchgefiihrt als One-Way-ANOVA, weisen bei
einem adjustierten p-Wert von 0,003 auf eine signifikante Differenz zwischen den Gruppen
hinsichtlich der Menge positiven Signals hin.

Der Dunn’s Posttest bestatigt diese in den Gruppen CH + L sowie L + DHA. Erstere zeigt bei
Vergleich mit der Kontrollgruppe einen adjustierten p-Wert von 0,007 bei auch ausgepragter
mittlerer Rangdifferenz von -27,25, letztere einen adjustierten p-Wert von 0,045 und eine
mittlere Rangdifferenz von -22,58 (siehe Tabelle 6).

Der Mann-Whitney U-Test bestatigt die Signifikanz bei einem p-Wert von 0,010 und einer
Rangsumme von 11 vs. 45 beim Vergleich C vs. CH + L und einem p-Wert von 0,019 sowie
einer Rangsumme von 11 vs. 44 bei C vs. L + DHA.

Das NeuN-positive Signal ist somit im Bereich des Gyrus dentatus der Gruppe Cholin + Lutein
sowie der Gruppe Lutein + DHA signifikant mehr vorhanden als in der Kontrollgruppe.

In Bezug auf die Doublecortin-Farbung ergibt sich im Kruskal-Wallis-Test One-Way ANOVA
bei einem adjustierten p-Wert von 0,010 Anhalt fir signifikante Unterschiede zwischen den
verschiedenen Gruppen. Dies bestatigt sich jedoch nicht im Dunn’s Posttest bei adjustierten
p-Werten >0,05 in allen Gruppen. In der Gruppe CH + L + DHA zeigt sich ein mit 0,058 knapp
Uber dem Cutoff liegender adjustierter p-Wert mit einer mittleren Rangdifferenz von -22,25
(siehe Tabelle 7).
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Abb. 11: Auswertung der NeuN-Farbung im Gyrus dentatus. (a) Exemplarische NeuN und DCX-Farbungen des
Gyrus dentatus aus Kontroll-, Cholin-, Lutein-, DHA-, Cholin + Lutein-, Lutein + DHA- und Cholin + Lutein + DHA-
Gruppe. (b) Normalisierte RawIntDen der NeuN-Farbungen in den verschiedenen Gruppen (P < 0.05, Kruskal-
Wallis-Test, Re-Test mit Mann-Whitney-Test bei signifikanten Werten, hier in den Gruppen Cholin + Lutein und
Lutein + DHA). (c) Normalisierte RawIntDen der DCX-Farbungen in den verschiedenen Gruppen (P < 0.05, Kruskal-
Wallis-Test).
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Tab. 6: Dunn’s Test fir die Auswertung der NeuN-Farbung im Gyrus dentatus

Verglichene Mittlerer Mittlerer Mittlere Angepasster Signifikanz
Gruppen Rang 1 Rang 2 Rang- p-Wert

Differenz
Cvs.CH 7,75 14,00 -6,25 >0,999 Nein
Cvs. L 7,75 13,17 -5,42 >0,999 Nein
C vs. DHA 7,75 27,20 -19,45 0,168 Nein
Cvs.CH+L 7,75 35,00 -27,25 0,007 Ja
Cvs. CH + DHA 7,75 23,25 -15,50 0,615 Nein
Cvs.L +DHA 7,75 30,33 -22,58 0,045 Ja
Cvs.CH+L+DHA 7,75 29,40 -21,65 0,084 Nein

Tab. 7: Dunn’s Test fir die Auswertung der DCX-Farbung im Gyrus dentatus

Verglichene Mittlerer Mittlerer Mittlere Angepasster Signifikanz
Gruppen Rang 1 Rang 2 Rang- p-Wert
Differenz
Cvs.CH 12,75 29,38 -16,36 0,214 Nein
Cvs. L 12,75 21,83 -9,08 >0,999 Nein
C vs. DHA 12,75 29,00 -16,25 0,376 Nein
Cvs.CH+L 12,75 16,80 -4,05 >0,999 Nein
C vs. CH + DHA 12,75 11,50 1,25 >0,999 Nein
Cvs. L+ DHA 12,75 13,17 -0,417 >0,999 Nein
Cvs.CH+L+DHA 12,75 35,00 -22,25 0,058 Nein
4.3 GFAP

Die Abbildung 12(a) zeigt reprasentative Bilder der GFAP-Farbung aller Gruppen im Corpus
Callosum. Die Abbildung 12(b) stellt auf der y-Achse das in Form der Raw Integrated Density
(RawlIntDen) quantifizierte GFAP-positive Signal im Bereich der ROl im Corpus Callosum dar,
auf der x-Achse die Saulendiagramme der acht Gruppen einschliellich der berechneten

Standardabweichungen.
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Abb. 12: Auswertung der GFAP-Farbung. (a) Reprasentative Abbildungen der GFAP-positiven Zellen im Corpus
Callosum aus der Kontroll-, Cholin-, Lutein-, DHA-, Cholin + Lutein-, Lutein + DHA- und Cholin + Lutein + DHA-
Gruppe. (b) Normalisierte Raw Integrated Density der GFAP-positiven Zellen im Bereich des Corpus Callosum in
den verschiedenen Gruppen (P < 0.05, Kruskal-Wallis-Test).

Der Kruskal-Wallis-Test One-Way ANOVA ergibt in diesem Fall keinen signifikanten
Unterschied in Bezug auf die abhangige Variable der RawintDen in den verschiedenen
Gruppen und bestatigt daher bei einem adjustierten p-Wert von 0,819 die Nullhypothese.

Auch der Dunn’s Posttest zeigt im paarweisen Vergleich der Kontroll- und

Interventionsgruppen keine signifikanten Unterschiede (p>0,05), sodass kein erganzender
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Mann-Whitney Test erfolgt. Bezogen auf das GFAP-positive Signal ergibt sich somit kein

signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen.

Tab. 8: Dunn’s Test fir die Auswertung der GFAP-Farbung

Verglichene Mittlerer Mittlerer Mittlere Angepasster Signifikanz
Gruppen Rang 1 Rang 2 Rang- p-Wert
Differenz
Cvs. CH 17,25 17,50 -0,25 >0,999 Nein
Cvs.L 17,25 21,83 -4,58 >0,999 Nein
C vs. DHA 17,25 27,40 -10,15 >0,999 Nein
Cvs.CH+L 17,25 21,67 -4,42 >0,999 Nein
Cvs. CH + DHA 17,25 27,75 -10,50 >0,999 Nein
Cvs.L +DHA 17,25 24,67 -7,42 >0,999 Nein
Cvs.CH+L+DHA 17,25 24,80 -7,55 >0,999 Nein
44 Ibal

Die Abbildung 13(a) zeigt reprasentative Abbildungen der Iba1-positiven Zellen aller Gruppen
in der CA1-Region, 13(b) der CA3-Region und 13(c) im Corpus Callosum.

In der Abbildung 13(d-f) wird auf der y-Achse das in Form der Raw Integrated Density
(RawlIntDen) quantifizierte Iba1-positive Signal im Bereich der jeweiligen ROI ersichtlich, auf
der x-Achse die Saulendiagramme der acht Gruppen einschliellich der berechneten
Standardabweichungen. Hierbei stellt 13(d) die ROI im Bereich des Stratum radiatum der
CA1-Region dar, 13(e) die ROl im Bereich des Stratum radiatum der CA3-Region und 13(f)

die ROl im Bereich des Corpus callosum.
|
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Abb. 13: Auswertung der Iba1-Farbung. (a) Reprasentative Abbildungen der Iba1-positiven Zellen in der CA1-
Region der Kontroll-, Cholin-, Lutein-, DHA-, Cholin + Lutein-, Lutein + DHA- und Cholin + Lutein + DHA-Gruppe.
(b) Repréasentative Abbildungen der Iba1-positiven Zellen in der CA3-Region der Kontroll-, Cholin-, Lutein-, DHA-,
Cholin + Lutein-, Lutein + DHA- und Cholin + Lutein + DHA-Gruppe. (c) Reprasentative Abbildungen der Iba1-
positiven Zellen in der Corpus Callosum-Region der Kontroll-, Cholin-, Lutein-, DHA-, Cholin + Lutein-, Lutein +
DHA- und Cholin + Lutein + DHA-Gruppe. (d) Normalisierter RawIntDen der Iba1-positiven Zellen im Bereich der
CA1-Region in den verschiedenen Gruppen (P < 0.05, Kruskal-Wallis-Test). (e) Normalisierter RawIntDen der Iba1-
positiven Zellen im Bereich der CA3-Region in den verschiedenen Gruppen (P < 0.05, Kruskal-Wallis-Test). (f)
Normalisierter RawIntDen der Iba1-positiven Zellen im Bereich der Corpus Callosum-Region in den verschiedenen
Gruppen (P < 0.05, Kruskal-Wallis-Test).
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Der Kruskal-Wallis-Test One-Way ANOVA ergibt beim Vergleich der Gruppen in allen drei

ROls keinen signifikanten Unterschied der RawIntDen in Bezug auf Iba1-positives Signal.

Der Dunn’s Posttest bestatigt dies im paarweisen Vergleich der Kontroll- und
Interventionsgruppen ohne Nachweis signifikanter Unterschiede (p>0,05).
Tab. 9: Dunn’s Test fur die Auswertung der Iba1-Farbung in der CA1-Region
Verglichene Mittlerer Mittlerer Mittlere Angepasster Signifikanz
Gruppen Rang 1 Rang 2 Rang- p-Wert
Differenz
Cvs.CH 9,75 18,38 -8,63 >0,999 Nein
Cvs.L 9,75 28,08 -18,33 0,166 Nein
C vs. DHA 9,75 27,38 -17,63 0,330 Nein
Cvs.CH+L 9,75 23,50 -13,75 0,629 Nein
C vs. CH + DHA 9,75 20,50 -10,75 >0,999 Nein
Cvs.L+ DHA 9,75 18,17 -8,42 >0,999 Nein
Cvs.CH+L+DHA 9,75 30,00 -20,25 0,114 Nein
Tab. 10: Dunn’s Test fur die Auswertung der Iba1-Farbung in der CA3-Region
Verglichene Mittlerer Mittlerer Mittlere Angepasster Signifikanz
Gruppen Rang 1 Rang 2 Rang- p-Wert
Differenz
Cvs.CH 17,00 16,75 0,25 >0,999 Nein
Cvs. L 17,00 26,75 -9,75 >0,999 Nein
C vs. DHA 17,00 28,70 -11,70 >0,999 Nein
Cvs.CH+L 17,00 17,00 0,00 >0,999 Nein
Cvs.CH + DHA 17,00 24,50 -7,50 >0,999 Nein
Cvs.L + DHA 17,00 18,00 -1,00 >0,999 Nein
Cvs.CH+L+DHA 17,00 35,20 -18,20 0,243 Nein
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Tab. 11: Dunn’s Test fir die Auswertung der Iba1-Farbung im Bereich des Corpus callosum

Verglichene Mittlerer Mittlerer Mittlere Angepasster Signifikanz
Gruppen Rang 1 Rang 2 Rang- p-Wert
Differenz

Cvs.CH 23,75 17,88 5,88 >0,999 Nein

Cvs.L 23,75 24,92 -1,17 >0,999 Nein

C vs. DHA 23,75 19,90 3,85 >0,999 Nein
Cvs.CH+L 23,75 22,83 0,92 >0,999 Nein

Cvs. CH + DHA 23,75 27,50 -3,75 >0,999 Nein

Cvs.L +DHA 23,75 17,00 6,75 >0,999 Nein
Cvs.CH+L+DHA 23,75 30,80 -7,05 >0,999 Nein

Bezogen auf das Iba1-positive Signal ergibt sich somit weder im Bereich der CA1-Region
(siehe Abbildung 13(d)), noch in der CA3-Region (siehe Abbildung 13(e)) oder im Bereich des
Corpus callosum (siehe Abbildung 13(f)) ein signifikanter Unterschied zwischen Kontroll- und

Interventionsgruppen.
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5. Diskussion

Studien ergaben Hinweise dafur, dass DHA positive Einflusse auf die Gehirnentwicklung sowie
auf die Kognition haben kdnnte. Es wurden zudem Hinweise fur eine mogliche Synergie von
DHA mit Cholin und/oder Lutein erbracht, durch welche die positiven Effekte potenziell
verstarkt werden konnten. Im Folgenden werden die Ergebnisse dieser Arbeit im Kontext der

aktuellen Studienlage interpretiert, Limitierungen diskutiert und ein Ausblick gegeben.

5.1 Effekte der Intervention auf die einzelnen Zelllinien

5.1.1. Vereinzelte Auswirkungen auf die Zahl der Oligodendrozyten

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind vereinbar mit einem méglichen positiven Effekt von DHA
sowie Cholin + Lutein in Bezug auf die Oligodendrozytenzahl im Bereich des Corpus callosum.
Dass DHA moglicherweise positive Auswirkungen auf das Wachstum von Oligodendrozyten
hat, konnte zum Beispiel auch Xie et al. zeigen. Hierbei trieb DHA die Differenzierung von
Vorlauferzellen in reife Oligodendrozyten voran und beférderte auch deren Proliferation'?, was
durch weitere Studien bestatigt werden konnte %151,

In einem Oligodendrozyten-Modell konnte zudem eine protektive Komponente von DHA
gegeniber zytotoxischen Effekten’? sowie eine Protektion hinsichtlich einer nach IUGR
reduzierten Oligodendrozytenzahl nachgewiesen werden'3. Eine positive Wirkung von DHA
auf die Oligodendrozyten in Form einer verbesserten Myelinisierung konnte Deoni et al.
feststellen. Diese war in der Studie zudem auch mit einem erhéhtem Cholin-Gehalt
assoziiert.'?® Da Cholin mit 10% einen wichtigen Bestandteil des Lipid-Anteils des Myelin

darstellt'®*, liegt dieser Zusammenhang nahe.

Der Einfluss von Lutein auf Oligodendrozyten im Besonderen findet in der aktuellen
Studienlage soweit ersichtlich bislang keine Erwahnung. Ein mdglicher Aspekt fir die positive
Beeinflussung der Zellzahlen im Allgemeinen kann jedoch durch einen verringerten Zellverlust
durch die Modulation von Apoptose diskutiert werden. Da der programmierte Zelltod u.a. durch
oxidativen Stress beeinflusst wird, welcher, wie bereits etabliert, durch Lutein als Antioxidans
mit protektiver Wirkung auf die Oxidation von DHA'! sowie durch die Funktion von DHA selbst
als ,indirektes Antioxidans“® reduziert wird, ist in dem Rahmen ein moglicherweise

verringerter Zellverlust durch Substitution von DHA und Lutein zu diskutieren.

5.1.2. Vereinzelte Auswirkungen auf die Zahl reifer Neurone
In dieser Arbeit ergeben sich Hinweise flr den positiven Effekt einer Supplementation von

Cholin + Lutein + DHA auf die Zahl reifer Neuronen im Bereich der hippocampalen CA1-3
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Region, ohne dass die Substitution einzelner Bestandteile einen relevanten Effekt erzielte.
Zweifachkombinationen von Cholin + Lutein sowie Lutein + DHA konnten dafur im Bereich des
Gyrus dentatus einen positiven Effekt auf die Menge reifer Neuronen nachweisen.
Rajarethnem et al. konnte in einer vorherigen Studie bereits eine synergistische Wirkung von
Cholin + DHA in Bezug auf die Zahl der Neuronen in der hippocampalen CA1-Region zeigen
2. wobei Lutein in dieser Studie keine Anwendung fand. Auch andere Studien mit gezielten
Untersuchungen der CA1-Region, der CA3-Region und des Gyrus dentatus bestatigten die
Wirksamkeit von Cholin + DHA in Form einer erhéhten Neuronenzahl. Als méglicher Grund
hierfir wird ein gemeinsamer Pathway von Cholin und DHA angeflihrt, welcher die
Membranbildung als Voraussetzung der Neurogenese befordert'?. Diskutiert wird auch eine
durch Cholin vermittelte Steigerung der Verfligbarkeit von DHA '° sowie eine Hochregulation
plazentarer DHA-Transportproteine durch Cholin .

Die Dreifachkombination von Cholin, Lutein und DHA findet in wenigen anderen Studien
Verwendung, oftmals werden nur synergistische Effekte von vor allem Cholin + DHA oder
Lutein + DHA untersucht. Da die drei Substanzen jedoch unter anderem in Eiern enthalten
sind, prifte zum Beispiel Christifano et al. Gber Fragebdgen den Konsum von Eiern wahrend
der Schwangerschaft und fand Anhalt daflr, dass die Kombination von Cholin, Lutein und DHA
sowie Zeaxanthin die fetale neuronale Entwicklung positiv beeinflussen konnte'’. Als Mafl
hierfur wurden Scores Uber das funktionelle Reifealter der fetalen Gehirne verwendet. Da die
Aufnahme der Menge an Cholin, Lutein und DHA lediglich indirekt Gber den Konsum von Eiern
geschatzt wurde, kann jedoch a.e. nur von hinweisenden Ergebnissen gesprochen werden,
die sich aber in der Summe mit den Ergebnissen dieser Arbeit decken.

Cheatham et al. fand in Beobachtungsstudien Hinweise fur positive Effekte einer Kombination
aus Cholin + Lutein auf das Wiedererkennungsgedachtnis von Kindern', welche in dieser
Arbeit einen positiven Effekt auf die Neuronenzahl im Gyrus dentatus erzielte. Auch der
Synergismus aus Lutein + DHA schlug sich in dieser Arbeit in Form einer gesteigerten
Neuronenzahl im Gyrus dentatus nieder.

Laut Studienlage ist dieser Effekt moglicherweise in der antioxidativen Wirkung von Lutein und
der Anfalligkeit von DHA fiir oxidativen Stress zu begriinden'. Die Minderung von oxidativem
Stress beeinflusst u.a. Apoptose-Prozesse positiv mit hierdurch vermindertem Zellverlust.
Zudem entstehen bei der Oxidation von DHA sogenannte Neuroprostane, welche sich in
neuronalen Membranen anreichern und deren Funktion beeintrachtigen'®. Hierliber werden
mdglicherweise degenerative Prozesse im Gehirn sowie eine Beeintrachtigung der Kognition
beglinstigt®®. Eine Studie mit einer diatetischen Supplementation von Lutein erbrachte eine
inverse Korrelation zwischen der Anzahl besagter Neuroprostane und den Lutein-Leveln in
den Membranen von Mitochondrien, was auf die Mdglichkeit einer protektiven Wirkung des

Lutein beziglich der Oxidation von DHA schlieRen lasst''. Als Erklarungsansatz fiir die in
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dieser Studie gesteigerte Anzahl von Neuronen nach Substitution von Lutein + DHA ist also
denkbar, dass durch den Wegfall der Beeintrachtigung neuronaler Membranen tber besagte
Neuroprostane indirekt die Bildung von Neuronen beférdert werden kénnte. Andererseits ist
DHA auch grundsatzlich als Baustein der Phospholipid-Membranen fiir die Stabilitdt der
zellularen Strukturen sowie fur deren Wachstum von Bedeutung, sodass eine positive
Beeinflussbarkeit der Neurogenese auch in dem Rahmen diskutiert werden kann.

Zur Prufung dieser Thesen ware jedoch weitere Forschung vonndten, zumal in
vorausgegangenen Studien vor allem von einer Bedeutung des Synergismus flr degenerative
Prozesse die Rede ist® und der direkte Einfluss dieser Wirkkombination auf Neuronen soweit

ersichtlich bislang noch nicht gezielt untersucht wurde.

5.1.1. Unveranderte Zahl neuronaler Vorlauferzellen im Bereich des Gyrus
dentatus
Relevante Unterschiede bezlglich der Menge neuronaler Vorlauferzellen (Marker DCX) im
Bereich des Gyrus dentatus konnten in dieser Arbeit zwischen den Gruppen nicht
nachgewiesen werden. Die Studienlage zeigt jedoch, dass sich in der Vergangenheit
beispielsweise bei héheren DHA-Mengen in Zellkulturen durchaus Anhalt flir einen positiven
Effekt auf die Zahl unreifer Neurone'® und die Neurogenese an sich als Grundlage
behavioristischer Endpunkte ergab'®. Bei in der Gruppe Cholin + Lutein + DHA mit 0,058
knapp Uber dem Cutoff liegendem adjustierten p-Wert kann diskutiert werden, ob ggf. bei
héheren Fallzahlen auch in dieser Arbeit eine Signifikanz hatte erzielt werden kdnnen. Mdglich
ist jedoch auch, dass das Alter der Tiere zum Zeitpunkt der Gehirnenthahme bereits zu hoch

war, um eine groliere Menge neuronaler Vorlauferzellen darzustellen.

5.1.2. Kein Einfluss der Intervention auf die Zahl der Astrozyten

In dieser Arbeit lie® sich kein relevanter Effekt der Intervention auf die Anzahl der Astrozyten
(Marker: GFAP) feststellen, was vereinbar mit der derzeitigen Studienlage ist. So konnte van
Deijk et al. in Zellkulturen ebenfalls keinen Effekt auf Astrozyten-Zahlen nach Aufbringung
unter anderem von Cholin und DHA nachweisen, wohingegen sich in Bezug auf Neuronen-
Zahlen ein positiver Effekt zeigte'®. Auch ein Effekt von Cholin auf das Neuritenwachstum von
Astrozyten zeigte sich in-vitro nicht. Es ergab sich lediglich eine mogliche protektive Wirkung
von Cholin bei gleichzeitiger Aufbringung von Alkohol''. Grundsatzlich konnten bislang
lediglich Effekte von Omega-3-Fettsauren auf die Regulation von Astroglia im Hippocampus
gezeigt werden, zum Beispiel im Rahmen einer Mangelsituation'®2. Der Einfluss von Cholin,
Lutein und DHA auf die Anzahl der Astrozyten im Speziellen erfordert jedoch weitere

Nachforschungen.
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5.1.3. Kein Einfluss der Intervention auf die Zahl der Mikroglia

Nach Intervention lie sich weder im Bereich der CA1-Region noch in der CA3-Region oder
im Bereich des Corpus callosum eine zur Kontrollgruppe veranderte Zahl der Mikroglia
(Marker: Iba1) feststellen.

Die aktuelle Studienlage suggeriert jedoch, dass mogliche Effekte von z.B. DHA auf die
Funktion von Mikroglia existieren. So kann zum Beispiel Neuroinflammation Uber eine durch
DHA induzierte Normalisierung der Aktivitat von Mikroglia verhindert werden®'"°. Auch Lutein
kann moglicherweise zur Hemmung inflammatorischer Aktivitat von Mikroglia beitragen und
besitzt zudem die bereits erorterte antioxidative Wirkung'.

Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass, auch wenn sich durch diese Arbeit keine
Hinweise fur eine Beeinflussung der Mikroglia-Anzahl durch Cholin, Lutein und/oder DHA
ergeben, die in anderen Studien gefundene Beeinflussung der Wirkweise damit nicht
ausgeschlossen ist. Um diesbezlglich synergistische Effekte feststellen zu kénnen, waren

jedoch weitere Studien notig.

5.1.4. Zusammenfassung der Resultate

In Summe fanden sich vereinzelt positive Auswirkungen der Ernahrungsintervention mit
Docosahexaensaure, Cholin und/oder Lutein im frihen Leben auf die zellulare
Zusammensetzung des Hippocampus weiblicher Ratten im spateren Leben. Insbesondere die
Anzahl der Neuronen lie sich hierbei positiv beeinflussen, aber auch vereinzelt die der
Oligodendrozyten. Auswirkungen auf die Mikroglia oder Astroglia lieRen sich jedoch nicht
verzeichnen.

Synergistische Effekte zeigten sich insofern, als vermehrt Wirkstoffkombinationen zu positiven
Effekten flhrten. Eine besondere Wirkstoffkombination stach jedoch nicht heraus, da in
verschiedenen Untersuchungen auch unterschiedliche Kombinationen positive Auswirkungen
zeigten. Mogliche zugrunde liegende Mechanismen flur die synergistischen Effekte konnten
zusammenfassend in einer vermehrten Bereitstellung von DHA durch Cholin Gber Vermittlung
von Transportprozessen der Darmbarriere und Blut-Hirn-Schranke”-7°, Hochregulation
plazentarer DHA-Transportproteine durch Cholin ¢, in den anti-oxidativen Effekten des Lutein
auf Apoptose-Prozesse, sowie in der Protektion des DHA vor oxidativem Stress'' liegen.
Hierbei kommt der Funktion von Antioxidantien eine besondere Bedeutung zu, da auch das
DHA selbst als ,indirektes Antioxidans® agiert, also die Gen- und letztendlich auch
Proteinexpression antioxidativer Systeme induziert®. Eine Ubersichtsarbeit benannte eine
Vielzahl weiterer mdglicher Effekte von Antioxidantien u.a. auf entzindliche und

neurodegenerative Prozesse, programmierten Zelltod, Schadigung von DNA sowie
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epigenetische Modifizierungen'®, die moglicherweise ebenfalls durch die Substitution von
Antioxidantien wie z.B. Lutein beeinflusst werden kdonnten.

In der Literatur wurden Studien auf Zellebene meist in Form von in-vitro-Untersuchungen von
Zellkulturen durchgefiihrt und beschrankten sich oftmals auf die Zelllinie der Neuronen. In
diesem Rahmen wurde mehrfach ein Effekt auf Anzahl und Konfiguration der Neuronen
nachgewiesen, was sich mit den Ergebnissen dieser Arbeit deckt. Positive Einflisse von DHA,
Cholin und Lutein auf neuroinflammatorische Prozesse mit Beteiligung von Mikroglia und
Astroglia wurden in der Literatur zwar festgestellt, jedoch bezogen diese sich stets auf die
Wirkmechanismen und nicht auf eine mogliche Veranderung der Zellzahl, sodass auch diese
Ergebnisse prinzipiell vereinbar mit denen dieser Arbeit sind.

Die Ergebnisse dieser Arbeit spiegeln die aktuelle Studienlage also insgesamt gut wider.
Grundsatzlich gibt es eine Grolizahl an Studien, die positive Effekte von DHA, Cholin und
Lutein auf die Kognition im Einzelnen oder teils in Kombination proklamieren'®®, jedoch
ebenso viele, die keine Auswirkungen auf die neurokognitive Entwicklung nachweisen
konnten.

Ubersichtsarbeiten kamen zu dem Schluss, dass ein Einfluss auf die Entwicklung des
kindlichen Nervensystems grundsatzlich nicht sicher festgemacht werden kann'®. Auch ein
systematischer Review der Cochrane Datenbank, in dem der Nutzen einer LC-PUFA-
Supplementation in Babynahrung untersucht wurde, ergab ein gemischtes Bild. Positive
Effekte auf die kognitive Entwicklung zeigten sich lediglich in 4 von 11 untersuchten Studien,
auf die psychomotorische Entwicklung lediglich bei 2 von 9 Studien, sodass letztlich keine

Empfehlung fiir eine Supplementation ausgesprochen wurde'®’.

5.2 Methodische Limitationen der Arbeit

Bezulglich der in dieser Arbeit erfolgten Analysen muss der zentrale Aspekt der Fallzahlen als
klare Limitation herausgestellt werden. Angelegt war die Studie mit insgesamt acht Tieren pro
Gruppe, welche auch notwendig gewesen waren, um die Ublicherweise geforderte statistische
Teststarke von 80% (d.h. Fehlerwahrscheinlichkeit 2. Art von 20%) zu erreichen. Aufgrund von
methodischen Problemen fielen jedoch einige Versuchstiere im Laufe der Analysen weg,
sodass die Analysen letztlich nur noch 44 von den urspringlichen 64 Versuchstieren
beinhalteten (n(C)=4, n(Ch)=8, n(L)=6, n(DHA)=5, n(Ch+L)=6, n(Ch+DHA)=4, n(L+DHA)=6,
n(Ch+L+DHA)=5 mit n(gesamt)=44). Mdglich ist also durchaus, dass hierdurch signifikante
Ergebnisse tbersehen wurden.

Bei Erstellung der mittels Olympus Mikroskop eingescannten Schnitte fuhrte ein technischer
Fehler zudem zu einer sichtbaren Felderung durch unregelmaRige Belichtung der einzelnen
Abschnitte. Eine Messung der Fluoreszenz-Intensitat wurde damit unmoglich. Wir entschieden
uns daher fur die Verwendung eines standardisierten Threshold, um positives von nicht-

positivem Signal zu unterscheiden und damit flachenassoziierte Auswertungen und
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Zellzahlungen zu ermdglichen. Mdglich ist, dass trotz des standardisierten Threshold teils
positives Signal verloren ging. Um hinsichtlich Gberbelichteter Artefakte zu korrigieren, musste
der Threshold zudem vereinzelt manuell angepasst werden, was wiederum die
Vergleichbarkeit der Auswertungen untereinander etwas reduziert.

Die Fehlerquellen sind somit im Falle eines zukunftigen Projekts dieser Art prinzipiell einfach
zu korrigieren und wurden die Qualitat und Aussagekraft der Ergebnisse nochmals deutlich

verbessern.

5.3 Keine Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf eine Grundgesamtheit aus
mannlichen und weiblichen Individuen
Zahlreiche Studien fanden Hinweise darauf, dass bezuglich der Gehirnentwicklung von
Mensch und Ratte geschlechtsspezifische Unterschiede bestehen. Einerseits ist dies durch
die Ausschittung von Geschlechtshormonen wie dem Testosteron gegeben'®®, aber auch
durch die Geschlechtschromosomen selbst'®®. So erbrachten Studien an Ratten bei
Untersuchungen von Zellkulturen den Nachweis einer geschlechtsabhangig unterschiedlichen
Anzahl dopaminerger Neurone bereits am 14. Gestationstag (E14)'%'7°, d. h. noch vor der ab
E18 nachgewiesenen, exponentiellen Testosteron-Ausschittung méannlicher Ratten'®. In der
ersten Woche nach Geburt zeigte sich in einer anderen Studie eine doppelt so hohe Anzahl
neu generierter Neurone im Gyrus dentatus mannlicher Tiere im Vergleich zu weiblichen
Tieren, wobei a.e. epigenetische Einfliisse als ursachlich vermutet wurden'"".
Auch die weitere zellulare Zusammensetzung des Gehirns zeigt sich laut Schwarz et al. je
nach Entwicklungsstand bei mannlichen und weiblichen Ratten unterschiedlich'’2. So variieren
wahrend der Entwicklung die Konfiguration und Anzahl der Mikroglia bei mannlichen und
weiblichen Tieren in den unterschiedlichen Regionen des Hippocampus'? sowie die
Astrozytenzahl in weiteren Hirnregionen adulter Tiere'”3.
Bilbo et al. etablierte des Weiteren eine erhdhte Vulnerabilitdt mannlicher Ratten beziglich
kognitiver Defizite nach einer Infektion am postnatalen Tag 4 (P4) im Vergleich zu weiblichen
Tieren'’. Eine derartige erhohte Vulnerabilitat mannlicher Abkémmlinge nach frihkindlicher
Schadigung des Gehirnes wurde dartiber hinaus auch in anderen Studien proklamiert'>177,
Auch beim Menschen lassen sich laut Studienlage deutliche geschlechtsspezifische
Unterschiede feststellen. So zeigte sich beispielsweise in einer Studie ein deutlich geringerer
Anteil von DHA an der Gesamtheit von (Phospho-)Lipiden bei Mannern im Vergleich zu
Frauen'®. Auch bei Versuch einer Intervention im Sinne einer maternalen LC-PUFA-
Supplementation wahrend der ersten vier Monate der Stillzeit zeigten sich unterschiedliche
Auswirkungen auf Jungen und Madchen. Wahrend sich bei den Madchen positive Effekte auf

die Problemldsekompetenzen feststellen lieRen, ergab sich bei den Jungen kein relevanter
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Unterschied. Die Jungen wiesen zudem ein geringeres Vokabelverstandnis auf als die
Madchen'”.

Die Ergebnisse dieser Arbeit mit isolierter Betrachtung weiblicher Versuchstiere sind somit
nicht Ubertragbar auf eine Grundgesamtheit, die mannliche Tiere einschlie3t, was bei der
Interpretation der Ergebnisse bericksichtigt werden sollte. Eine Auswertung der Ergebnisse
der mannlichen Tiere zwecks Herausarbeitung geschlechtsspezifischer Unterschiede ist noch

ausstehend.

5.4 Eingeschrinkte Ubertragbarkeit des Studiendesigns auf den Menschen

In der vorliegenden Arbeit fand die durchgefuihrte Nahrungsintervention postnatal statt (P14-
P56). Die Muttertiere erhielten zu keinem Zeitpunkt Interventionsnahrung, sodass die Phase
der Embryonalentwicklung sowie der Laktation in dieser Arbeit keine Berucksichtigung findet.
Es sollte aber durchaus diskutiert werden, welcher Zeitpunkt am erfolgversprechendsten fur
eine derartige Substitution ist und inwiefern sich dieser gewahlte Zeitpunkt vom Tiermodell auf
den Menschen ubertragen lasst, da die Hirnentwicklung in unterschiedlichen Zeitraumen
erfolgt.

Die Ubertragung auf das Tiermodell setzt voraus, dass eine Vergleichbarkeit der
Gehirnentwicklung von Ratte und Mensch nur unter Berlcksichtigung der bereits in der
Einleitung beschriebenen unterschiedlichen Entwicklungsspannen erreicht werden kann.

Die "Phase des schnellen Hirnwachstums" mit der Gliazell-Proliferation, der Myelinisierung
von Nervenzellen, dem Zellwachstum, programmiertem Zelltod und dem Ausbau synaptischer
Verbindungen findet beim Menschen wie bei der Ratte zu einem grof3en Teil nach der Geburt
statt. Da die Phase beim Menschen bis zum zweiten Lebensjahr andauert, also der Zeit, in der
Sauglinge zunachst Muttermilch und dann Breikost zu sich nehmen, hat sie also auch beim
Menschen eine groBe Bedeutung beziglich der Nutrition'?, insbesondere, da zu diesem
Zeitpunkt eine Supplementation gut praktikabel ist und somit méglicherweise gezielt Einfluss
auf die Hirnentwicklung genommen werden kann.

In Bezug auf die zentrale Gemeinsamkeit der Gehirnentwicklung lasst sich daher eine
begrenzte Ubertragbarkeit des in dieser Arbeit verwendeten Tiermodells auf den Menschen

ableiten, wobei die genannten Limitationen zu berticksichtigen sind.

5.5 Mogliche Handlungsempfehlungen und Ausblick
Die in dieser Arbeit untersuchten maoglichen positiven Effekte einer Substitution von DHA,
Cholin und Lutein sowie synergistischer Effekte finden in der aktuellen Studienlage bereits viel
Beachtung mit mehr als 18000 wissenschaftlichen Artikeln auf PubMed'. Hierbei wurden viele
verschiedene Ansatze gewahlt, mit unterschiedlichen Dosierungen, Applikationszeitpunkten
und Endpunkten. Im Folgenden wird diskutiert, inwiefern sich aus der Studienlage bereits
konkrete Handlungsempfehlungen ergeben.
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Grundsatzliche Empfehlungen der European Food Safety Authority (EFSA) zur DHA-
Substitution flr Erwachsene enthalten Dosierungen zwischen 250 und 500 mg/d, wobei DHA-
Mengen bis zu 1 g/d als ungefahrlich gelten. Die Empfehlungen beziehen sich jedoch
vorwiegend auf das kardiovaskulare Risiko Erwachsener und nicht auf Schwangere oder
Stillende®. Um Uber eine maternale Substitution eine Anhebung der DHA-Werte im fetalen
Kreislauf zu erreichen, waren in einer Studie von Velzing-Aarts et al. zum Beispiel deutlich
hoéhere Dosen notwendig (500-1000 mg/d)3®. Kauflich erwerbbare Omega-3-Kapseln enthalten
jedoch lediglich etwa 150 mg DHA, was damit um ein Vielfaches unter der in der Studie
verwendeten Dosis liegt'®'. In den Empfehlungen der Deutschen Gesellschaft fir Ernahrung
(DGE) aus dem Jahr 2020 fur Schwangere findet weiterhin lediglich die Supplementation von
Jod und Folsaure Erwahnung, die Empfehlung einer Supplementation z.B. von DHA, Cholin
und/oder Lutein wird nicht ausgesprochen®2,

In den Empfehlungen der American Medical Association (AMA) aus dem Jahr 2017 und der
American Academy of Pediatrics aus dem Jahr 2018 wird jedoch unter anderem auf die
Wichtigkeit einer adaquaten Cholin-Supplementation hingewiesen. Die European Food Safety
Authority (EFSA) empfiehlt grundsatzlich bereits seit 2016 fur Schwangere eine Cholin-
Aufnahme von 480 mg/d und fur stillende Frauen eine von 520 mg/d, wobei durch das US-
Institute of Medicine die Obergrenze der Cholin-Aufnahme bei 3,5 g/d angesetzt wurde®®83,
Fir Sauglinge im Alter von 0-6 Monaten wird durch die EFSA eine tagliche Aufnahme von 120
mg Cholin nahegelegt, im Alter zwischen 7 und 12 Monaten 160 mg/d. Anschlief3end erfolgt
eine schrittweise Steigerung bis zu den aktuell empfohlenen 400 mg/d fir Erwachsene'8.
Nicht nur die absoluten Werte, sondern auch das Verhaltnis der Aufnahme von Omega-6- zu
den Omega-3-Fettsduren scheint jedoch bedeutsam zu sein. Studien ergaben im Falle einer
Imbalance zugunsten der Omega-6-Fettsauren Anhalt fir eine Pradisposition psychischer
Erkrankungen, u.a. durch eine Uberproduktion proinflammatorischer Zytokine 818, Auch das
Risiko immunvermittelter entziindlicher Erkrankungen stieg in dem Rahmen'®’. Ein moglicher
Erklarungsansatz ist eine wechselseitige Regulation der Fettsduren untereinander. Zudem
stehen diese miteinander in Konkurrenz um Enzyme, die im Metabolismus der Fettsauren eine
wichtige Rolle spielen®.

Im Gehirn besteht ein nahezu ausgeglichenes Verhaltnis von Omega-6- zu Omega-3-
Fettsauren (1:1 bis 2:1), sodass laut Simopoulos et al. auch bei der Nahrungsaufnahme
grundsatzlich ein solches Verhaltnis anzustreben ist. In westlichen Landern belauft sich das
Verhaltnis jedoch im Durchschnitt auf 10:1 bis 20:1'®, was damit deutlich zu Ungunsten der
Omega-3-Fettsauren liegt.

Auch andere Gewebe im menschlichen Koérper wie Darm, Leber und Herz reagieren

empfindlich auf die Verhaltnisse der Fettsduren''%° Studien konnten zeigen, dass bei
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alleiniger Supplementation von Omega-3-Fettsauren wie DHA rasch auch ein Mangel an
Omega-6-Fettsduren entstand'®®,

Als Méglichkeit, beispielsweise in Babynahrung einen Ausgleich zu schaffen, wird eine Co-
Supplementation von DHA mit der Omega-6-Fettsdure Arachidonsaure (AA) genannt*®'°1 Im
Tiermodell konnte hierdurch eine maximale DHA-Aufnahme im Gehirn ohne Veranderung der
Zusammensetzung anderer Gewebe erzielt werden'®.

Bezlglich der Zusammensetzung von Babynahrung gibt es hierbei klare Richtlinien. Die darin
vorgeschriebenen Inhaltsstoffe wie z.B. Vitamine, Spurenelemente, Antioxidantien etc. sind
streng reglementiert. Im Codex Alimentarius, einem Regelwerk zur Sicherheit von
Lebensmitteln, welcher in Zusammenarbeit mit der Weltgesundheitsorganisation (WHO)
erstellt wird, ist bereits 2007 u.a. ein vorgesehener mindest-Cholingehalt von 7 mg/100 kcal
(1,7 mg/100 kJ) enthalten. DHA ist zu dem Zeitpunkt jedoch noch nicht als zwangslaufiger
Bestandteil aufgefiihrt™.

In einer Stellungnahme der EFSA aus dem Jahr 2010 wurde zunéchst lediglich die Empfehlung
der Einnahme von 100 mg DHA/d fiir Kinder zwischen 7 und 24 Monaten ausgesprochen'®?,
in einer zweiten aus dem Jahr 2013 dann auch fiir Kinder von 0 bis 6 Monaten'® und in einer
dritten die grundsatzliche Empfehlung der Integration von DHA in Babynahrung'®.

Erstmals seit Februar 2021 schreibt die Europaische Union nun fur Babynahrung einen
mindest-DHA-Gehalt vor, welcher sich auf mindestens 20 mg/100 kcal (4,8 mg/100 kJ) bis
maxial 50 mg/100 kcal (128 mg/100 kJ) belauft' 5.

Warum sich 2021 trotz der stark durchwachsenen Studienlage, die sich auch mit den
Ergebnissen dieser Arbeit deckt, fir diese Regelung entschieden wurde, kann kritisch
hinterfragt werden. Grundsatzlich ist jedoch allen Studien gemein, dass die DHA-, Cholin- oder
Lutein-Supplementation in Summe bislang keine nachgewiesene schadliche Komponente mit
sich brachte und sich somit im Zweifel fir die Nutzung maéglicher positiver Effekte entschieden
wurde. Mit der neuen Richtlinie einer standardisierten DHA-Supplementation Uber die
Babynahrung werden sich langfristig gegebenenfalls neue Mdoglichkeiten grofflachiger
Studien ergeben. Das Lutein findet bislang jedoch kaum Erwahnung und auch synergistische
Effekte mit diesem, fiur welche sich in dieser Arbeit an vielen Stellen Hinweise ergeben, sind
bislang nur in geringem Ausmal} untersucht. Weitere Studien diesbezlglich waren daher von
groRem Interesse, insbesondere auch mit einem Fokus auf oxidativen Stress und Apoptose.
Weiterhin ist der Forschungsbereich rund um Gliazellen als zelluldres Stutzgerust und
Mediatoren der Neuroinflammation deutlich weniger erschlossen als die Forschung um
neuronale Zelllinien. Insbesondere hinsichtlich einer mdglichen Einflussnahme durch

Ernahrungsinterventionen besteht also noch viel Potenzial fiir weitere Forschung.
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Langfristig bleibt abzuwarten, ob die neuen, auf die postnatale Phase bezogenen
Handlungsempfehlungen auch auf lange Sicht die Plastizitat des Organismus im Sinne einer

entwicklungsabhangigen Programmierung sichtbar beeinflussen werden.
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6. Anhang

Tab. 12: Chemikalien

Artikel Hersteller Methode
Tissue-Tek® Sakura Finetek Europe Einbettung und
Einbettmedium, B.V., Niederlande Schnittanfertigung

O.C.T. Compund, Ref 4583

Isobutanol
2-Methyl-1-propanol 299%

Paraformaldehyd 4%(PFA)
ROTI®Histofix

Essigsaure
ROTIPURAN® 100%, p.a

Hamalaunlésung
Sauer nach Mayer

Eosin G-Ldsung
0,5% wassrig

Neo-Mount®
Wasserfreies Eindeckmittel

Neo-Clear®
Xylol-Ersatz

Ethanol vergallt
299,8%, mit ca. 1% MEK

Tween® 20
Polysorbat 20

Antibody Diluent

Sea Block Solution
Blocking Reagenz

DAPI
Diamidin-2-phenylindol-
Farbstoff

Fluoromount
Wasserbasiertes
Aufbringmedium

Carl Roth GmbH + Co.KG,
Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co.KG,
Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co.KG,
Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co.KG,
Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co.KG,
Karlsruhe, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co.KG,
Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Dako North America,
Kalifornien, USA

Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Diagnostic BioSystems,
Kalifornien, USA

Einbettung und
Schnittanfertigung

Einbettung und
Schnittanfertigung

HE-Farbung

HE-Farbung

HE-Farbung

HE-Farbung

HE-Farbung

HE-Farbung

IF-Farbung

IF-Farbung

IF-Farbung

IF-Farbung

IF-Farbung
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Tab. 13: Gerate

Artikel Hersteller Methode
Feather Microtome Blade FEATHER® Safety Razor Einbettung und
C35, Carbon Steel Co. Ltd., Osaka, Japan Schnittanfertigung

Cryostat
Leica CM3050 S

Mikroskop
BX43

Fluoreszenz Lampe
U-HGLGPS

TANGO Desktop
Schrittmotorsteuerung

Pipetten

Vortexer
z.B. IKA Vortex 3 Schiittler

Leica Biosystems Inc.,
lllinois, USA

Olympus GmbH,
Hamburg, Deutschland

Olympus GmbH, Hamburg,
Deutschland

Marzhauser Wetzlar, GmbH
\& Co. KG, Wetzlar,
Deutschland

Eppendorf SE, Hamburg,
Deutschland

Fisher Scientific GmbH,
Schwerte, Deutschland

Einbettung und
Schnittanfertigung
Einscannen der Schnitte

Einscannen der Schnitte

Einscannen der Schnitte

IF-Farbungen

IF-Farbungen

Tab. 14: Puffer

Artikel Hersteller Zusammensetzung

2L Ca?*-freies ACSF

Artificial cerebrospinal fluid
(ACSF)

Sucrose 30%

Phosphatgepufferte
Salzlésung (PBS)

Eigene Herstellung

Carl Roth GmbH +
Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

AppliChem GmbH,
Darmstadt, Deutschland

-124 mM NaCL (14,59)
-2 mM KCI (0,309)
- 10 mM Dextrose (3,609)
- 26 mM NaHCOs3 (4,379)
-2 mM MgS04*H20 (0,5539)
-1.25 mM KH2PO4 (0,349)
+ 2L MilliQ
Ziel-pH-Wert 7,4

30g Sucrose in 100ml MillliQ

Wasser gelost

9,65g PBS-Pulver in 1L MilliQ

Wasser gelost
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Tab. 15: Verbrauchsmaterialien

Artikel Hersteller Methode
Objekttrager Thermo Scientific, Gerhard  Schnittanfertigung
. Menzel B.V. \& Co.KG, HE-Farbung
I\P/Ilﬁgzel-Glaser, Superfrost® Braunschweig, Deutschland |IF-Farbung
Deckglaser VWR International GmbH, HE-Farbung
Darmstadt, Deutschland IF-Farbung

24mm x 50mm

Rasierklingen

Acryl-Matrix flr Rattenhirn

Apollo-Herkenrath,
Solingen, Deutschland

Science Services
Beratungs- und
Vertriebsgesellschaft fur
wissenschaftliche
Laboreinrichtungen mbH,
Munchen, Deutschland

Gehirnentnahme,
Schnittanfertigung

Gehirnentnahme

Mikroreaktionsgefaf} Eppendorf SE, Hamburg, IF-Farbung

1,5ml und 2ml Deutschland

Stabpipetten SARSTEDT AG & Co. KG, IF-Farbung
Numbrecht, Deutschland

Glasware Carl Roth GmbH + Co.KG, IF-Farbung
Karlsruhe, Deutschland

Tab. 16: Software
Artikel Version Hersteller
ImageJ Version 1.54b

GraphPad Prism

Version 9.5.1
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6.1  Abbildungsverzeichnis

Abb. 1 Histologisches Schnittbild Hippocampus im koronaren Schnitt.

Abb. 2 Cross-fostering.

Abb. 3 Versuchsaufbau.

Abb. 4 Region of interest der Olig2-Farbung im Corpus callosum.

Abb. 5 Region of interest flir die NeuN-Farbung im Stratum pyramidale von CA1-3.
Abb. 6 Region of interest fiur die NeuN-Farbung und die DCX-Farbung im Stratum

granulosum des Gyrus dentatus.
Abb. 7 Region of interest der GFAP-Farbung im Corpus callosum.
Abb. 8 Regions of interest fur die Iba1-Farbung.
Abb. 9 Auswertung der Olig2-Farbung.
Abb. 10  Auswertung der NeuN-Farbung in der Region CA1-3.
Abb. 11 Auswertung der NeuN-Farbung im Gyrus dentatus.
Abb.12  Auswertung der GFAP-Farbung.
Abb. 13  Auswertung der Iba1-Farbung.

6.2 Tabellenverzeichnis

Tab. 1 Zusammensetzung des Futters

Tab. 2 Antikérperkombinationen

Tab. 3 Verwendete Primar- und Sekundar-Antikérper (AK)

Tab. 4 Dunn’s Test fir die Auswertung der Olig2-Farbung

Tab. 5 Dunn’s Test flr die Auswertung der NeuN-Farbung in der Region CA1-3
Tab. 6 Dunn’s Test flr die Auswertung der NeuN-Farbung im Gyrus dentatus
Tab. 7 Dunn’s Test fir die Auswertung der DCX-Farbung im Gyrus dentatus
Tab. 8 Dunn’s Test flr die Auswertung der GFAP-Farbung

Tab. 9 Dunn’s Test fur die Auswertung der Iba1-Farbung in der CA1-Region
Tab. 10  Dunn’s Test fur die Auswertung der Iba1-Farbung in der CA3-Region
Tab. 11 Dunn’s Test fir die Auswertung der Iba1-Farbung im Bereich des Corpus

callosum
Tab.12 Chemikalien
Tab. 13  Gerate
Tab. 14  Puffer
Tab. 15  Verbrauchsmaterialien
Tab. 16  Software
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