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Verbesserung der Eizellqualitit durch Omega-3-Fettsauren

Verlangerung der weiblichen Fortpflanzungslebensdauer und Verbesse-
rung der Eizellqualitat durch Omega-3-Fettsauren in der Nahrung
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Zusammenfassung

Frauen, die sich dem fortgeschrittenen mitterlichen Alter nédhern, haben extrem schlechte Ergebnisse
sowohl bei der natiirlichen als auch bei der assistierten Fertilitat. Dartiber hinausnimmt die Inzidenz
von Chromosomenanomalien (Abnormalitaten, Abweichungen) und Geburtsfehlern mit dem Alter zu.
Bisher gibt es noch keine wirksame und praktische Strategie zur Verzégerung der Ovarialalterung oder
zur Verbesserung der Eizellqualitat. Wir zeigen, dass der lebenslange Verzehr einer Ernahrung, die
reich an Omega-3-Fettsduren ist, die Reproduktionsfunktion der Maus bis ins fortgeschrittene mutterli-
che Alter verlangert, wahrend eine Ernéhrung, die reich an Omega-6-Fettsduren ist, mit einem sehr
schlechten Reproduktionserfolg im fortgeschrittenen matterlichen Alter assoziiert ist. Daruiber hinaus
ist selbst eine kurzfristige diatetische Behandlung mit einer an Omega-3-Fettsauren reichen Erndhrung,
die zum Zeitpunkt des normalen altersbedingten raschen Riickgangs der Reproduktionsfunktion der
Maus eingeleitet wird, mit einer verbesserten Eizellqualitit verbunden, wéhrend eine kurzfristige dié-
tetische Behandlung mit Omega-6-Fettséduren zu einer sehr schlechten Eizellqualitat fihrt. Daher kon-
nen Omega-3-Fettsduren einen wirksamen und praktischen Weg zur Verzégerung der ovariellen Alte-
rung und zur Verbesserung der Eizellqualitat im fortgeschrittenen mutterlichen Alter darstellen.

Einflihrung

Es ist bekannt, dass die Fruchtbarkeit bei Frauen nach dem 35. Lebensjahr rapide abnimmt (Schwartz
& Mayaux, 1982), wobei die Fruchtbarkeit bis zum 45. Mit den Fortschritten in der medizinischen
Versorgung hat sich die Lebenserwartung einer Frau im letzten Jahrhundert um bis zu 30 Jahre verlan-
gert, wahrend sich das Alter der Wechseljahre im gleichen Zeitraum um magere 3-4 Jahre verandert
hat (Soules & Bremner, 1982). Damit ist eine Diskrepanz entstanden, bei der die reproduktive Lebens-
spanne von Frauen im Kontext der Gesamtlebensdauer auffallend kurz geworden ist, eine Diskrepanz,
die heute ausgepragter ist als je zuvor. Der moderne Trend, die Geburt von Kindern in dieser Ara er-
hohter Lebenserwartung aufzuschieben, der vor allem in westlichen Gesellschaften zu beobachten ist,
riickt den altersbedingten Riickgang der Fruchtbarkeit in den VVordergrund der wissenschaftlichen Her-
ausforderungen im Bereich der Reproduktionsmedizin (Martin et al., 2010).

Biologisch gesehen wird das Alter, in dem die Menopause eintritt, durch den fortschreitenden Riick-
gang und die endgltige Erschépfung der ovariellen eizellenhaltigen Follikelreserve bestimmt (Han-
sen, 1986; Faddy et al., 1992; Tilly, 2001), die mit der abnehmenden Qualitéat der Eizellen einhergeht,
was sich in einer Zunahme von Chromosomen- und Spindelanomalien und mitochondrialen Funktions-
stérungen dullert (Battaglia et al., 1996; Hunt & Hassold, 2008; Selesniemi et al., 2011). Diese Veran-
derungen tragen wesentlich zum extrem schlechten Erfolg der natiirlichen und assistierten Fertilitéts-
versuche bei Frauen im fortgeschrittenen Fortpflanzungsalter und zur erhéhten Inzidenz von Chromo-
somenanomalien bei erfolgreicher Empféangnis bei (Navot et al., 1991b; van Kooij et al., 1996). Ahn-
lich wie beim Menschen zeigen Labornager eine altersbedingte Abnahme der ovariellen Follikelre-
serve, die etwa in der Halfte ihrer chronologischen Lebensspanne zu einem Zustand nattirlicher Inferti-
litat fuhrt (Gosden et al., 1983; Perez et al., 1999; Wu et al., 2005). Alter werdende weibliche Méause
weisen viele der physiologischen Veranderungen auf, die bei postmenopausalen Frauen beobachtet
werden, einschliel3lich des Verlusts der zyklischen Ovarialfunktion, was diese Tiere zu einem idealen
in-vivo-Modell fur die Untersuchung der Ovarialinsuffizienz macht. Leider muss trotz einschlagiger
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Nagetier-Modellsysteme und vielversprechend vorgeschlagener Strategien zur Verlangerung der repro-
duktiven Lebensspanne der Frau (Perez et al., 1999, 2007; Selesniemi et al., 2008, 2009, 2011; Niikura
et al., 2010) noch eine wirksame und realistische Strategie zur signifikanten Verzogerung der Ovarial-
alterung oder zur Verbesserung der Eizellqualitat entwickelt werden.

Veranderungen in den Ernahrungsmustern von Menschen im Laufe der Zeit kénnen Einblicke in neue
Wege zur Verzdgerung der ovariellen Alterung geben. Anthropologische und erndhrungswissenschaft-
liche Studien belegen eine bemerkenswerte Verdanderung der menschlichen Erndhrung in den letzten
100 Jahren, vor allem im Hinblick auf Art und Menge der aufgenommenen Fette (Eaton & Konner,
1985; Simopoulos, 1991, 2003, 2006, 2009, 2011). Diese Veranderungen manifestieren sich sowohl in
einer absoluten als auch in einer relativen Veranderung des Verzehrs von Omega-6- und Omega-3-
Fettsauren. Heute bietet die westliche Erndhrung ein Verhéltnis von Omega-6- zu Omega-3-Fettséuren
von bis zu 25:1, was in krassem Gegensatz zu dem 1:1-Verhaltnis steht, das in der Vergangenheit vom
Menschen konsumiert wurde (Simopoulos, 2006), wodurch ein Erndhrungsumfeld geschaffen wird,
das sich sehr von unseren Vorfahren unterscheidet und aus dem unsere genetische Konstitution ausge-
wahlt wurde. Diese Veranderung ist besonders relevant, wenn man bedenkt, dass die Veranderung der
Erndhrungsgewohnheiten in den letzten 100 Jahren mit einem gleichzeitigen Abwaértstrend der Frucht-
barkeitsraten bei Frauen tber 35 Jahren einhergeht (Baird et al., 2005).

Mit dieser Studie werden zwei Ziele verfolgt: (i) den Effekt einer Erndhrung, die reich an Omega-3-
Fettsduren ist, auf die Reproduktionsfunktion der Maus und die Eizellqualitat zu bewerten und (ii) fest-
zustellen, ob eine Erndhrung, die reich an Omega-3-Fettsduren ist, fir den langfristigen Verzehr sicher
ist. Wir fanden heraus, dass der lebenslange Verzehr einer Ernahrung, die reich an Omega-3-Fettsau-
ren ist, die Reproduktionsfunktion der Maus im fortgeschrittenen mutterlichen Alter aufrechterhalt und
dass die Einflihrung dieser Erndhrung zum Zeitpunkt des normalen schnellen Riickgangs der Repro-
duktionsfunktion der Maus zu einer signifikanten VVerbesserung der Eizellqualitéat fuhrt. Dartber hin-
aus wurde festgestellt, dass diese Omega-3-reiche Diat fir den langfristigen Verzehr Giber mehrere Ge-
nerationen hinweg sicher ist, ohne dass ein Mangel an essentiellen Fettsduren nachgewiesen werden
konnte. Diese Befunde haben tiefgreifende Auswirkungen sowohl auf die erfolgreiche natiirliche als
auch auf die assistierte Reproduktion im fortgeschrittenen mditterlichen Alter.

Ergebnisse

Reproduktions- und Fruchtbarkeitsergebnisse in Langzeit-Ernahrungsstudien

Eine dritte Diat, bei der das gesamte Fett als hydriertes Kokosnussdl (HCO: High-Corn-Oil [Hoch-
Maiskeim-Ol]) verabreicht wurde, das einen Mangel an essentiellen Fettsauren aufweist, wurde als
Kontrolle fur den Mangel an essentiellen Fettsauren verwendet. Weitere Einzelheiten zu diesen drei
isokalorischen (gleiche Anzahl Kalorien) Diéten sind in Tabelle 1 dargestellt.



Tabelle 1

Zusammensetzung von experimentellen Diaten

Kasein

L-Cystin

Saccharose

Maisstarke

Dyetrose
Mineralien-Mischung #210050
Vitamin-Mix #310025
Hydriertes Kokosnussol
Sojadl

Docosahexaensaure (DHA)
Arachidonsdure (AA)

Gesamt

HCO: High-Corn-0il (Hoch-Maiskeim-Ol)

HCO

501.2

7.2

400

1676.5

589

29.4

38.7

360

3602.0

Alle Werte wurden als kcal kg-1-Diat angegeben.

SOY

501.2

1.2

400

1676.5

589

29.4

38.7

360

3602.0

DHA

501.2

7.2

400

1676.3

589

29.4

38.7

284.4

72

3.6

3601.8

Vor der Bewertung des Reproduktionspotenzials im fortgeschrittenen mutterlichen Alter wurden
Zuchtversuche durchgefuhrt, um das Reproduktionspotenzial der Tiere mit diesen Futtermitteln wah-
rend der normalen reproduktiven Lebensspanne der Mause zu charakterisieren. Zu diesem Zweck wur-
den adulte weibliche M&use nach dem Zufallsprinzip einer der drei verschiedenen isokalorischen Dia-
ten (HCO, SOY, DHA) zugeteilt. Nach einer vierwdchigen Futterbehandlung wurden Zuchtversuche
mit dieser FO-Generation begonnen, wobei die nachfolgenden Tiergenerationen das gleiche Futter er-
hielten und die Zuchtversuche mit jeder nachfolgenden Generation fortgesetzt wurden, wenn die
Weibchen die Fortpflanzungsreife erreichten. Die Wurfgrélie und Lebensfahigkeit der Tiere der F1-
Generation (geboren von FO-Mittern) in jeder der experimentellen Futtergruppen unterschied sich
nicht. Tiere mit der SOY-Didt wurden auf die F3-Generation und Tiere mit der DHA-Diét auf die F6-



Generation gezlchtet, woraufhin weitere Zuchtversuche abgebrochen wurden. Bemerkenswert ist, dass
Tiere mit HCO-Diat trotz fortgesetzter Zuchtversuche nicht in der Lage waren, sich tber die F1-Gene-
ration hinaus erfolgreich fortzupflanzen, was wahrscheinlich auf einen schweren Mangel an essentiel-
len Fettsduren zurtickzufihren ist, definiert als ein Trien/Tetraen (T:T)-Verhaltnis von > 0,2 im Serum-
fettsaureprofil (Tabelle S1). Aufeinanderfolgende Generationen von Tieren mit DHA-Diét hatten wei-
terhin WurfgroéRen innerhalb des erwarteten Bereichs mit einer bemerkenswerten Verbesserung der
Uberlebensrate der Nachkommen in spiteren Generationen, von 75% in der F1-Generation auf 95% in
der F5-Generation und 100% in der F6-Generation.

Nachdem die Fahigkeit der Tiere mit Omega-3- und Omega-6-reichen Futtermitteln, sich innerhalb der
normalen weiblichen Fortpflanzungslebensdauer erfolgreich fortzupflanzen, bestétigt worden war,
wurden die Tiere mit diesen Futtermitteln anschlieBend auf ihre F&higkeit getestet, sich im fortge-
schrittenen mitterlichen Alter (> 10 Monate) fortzupflanzen. Alle Tiere mit omega-3-reichem Futter
(N =7) konnten sich mit durchschnittlich 3,3 + 0,3 Wirfen/Tier im Alter von 10 bis 15 Monaten er-
folgreich fortpflanzen.

Obwohl der durchschnittliche Wurf bei Muttern im fortgeschrittenen mitterlichen Alter (> 10 Monate)
kleiner war (4,4 £ 1,9 Nachkommen/Wurf) im Vergleich zu jingeren Kohorten von Tieren (6,0 + 2,7
Nachkommen/Wurf), die das gleiche Futter erhielten (P = 0,10), war das Gesamtuberleben der Nach-
kommen von Muttern im fortgeschrittenen matterlichen Alter mit 89% bemerkenswert hoch. Im kras-
sen Gegensatz dazu hatte keines der 10 alten Tiere, die mit der Omega-6-reichen Nahrung ernéhrt wur-
den, lebensfahige Wiirfe. Als weiterer Vergleichspunkt wurden auch Zuchtversuche im Alter von 10
Monaten mit Tieren initiiert, die mit einem Standard-Nagetierfutter im Labor gefittert wurden (N = 7).
Der Fortpflanzungserfolg dieser Tiere stand ebenfalls in krassem Gegensatz zu den Tieren mit Omega-
3-reicher Nahrung, wobei nur zwei Tiere jeweils einen lebensfahigen Wurf hatten. Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass der bemerkenswerte Anstieg der Omega-6-Fettsauren in der menschlichen
Nahrung in den letzten 100 Jahren den Reproduktionserfolg von Frauen im fortgeschrittenen mutterli-
chen Alter tatsachlich beeintrachtigen konnte (Eaton & Konner, 1985; Simopoulos, 2003, 2006, 2009, 2011).

Eizellenqualitat in Studien zur akuten diatetischen Behandlung

Da wir verstanden haben, dass der lebenslange Verzehr einer Diat mit einem hohen Verhaltnis von
Omega-3- zu Omega-6-Fettsduren keine sehr praktische Strategie zur Verlangerung der natiirlichen
reproduktiven Lebensspanne ist, konzentrierten wir uns als néchstes auf ein Modell der Akutdiétbe-
handlung. Da die Eizellqualitét als wichtigster Faktor flir den Schwangerschaftserfolg von Frauen im
fortgeschrittenen Fortpflanzungsalter anerkannt ist (Navot et al., 1991a,b), zielten wir darauf ab, den
Effekt einer akuten diatetischen Behandlung auf die Eizellqualitat im fortgeschrittenen matterlichen
Alter zu bestimmen.

Sechsunddreif3ig 10 Monate alte jungfréuliche weibliche Méause, die bis zum Alter von 10 Monaten
mit einem Standard-Labor-Nagetierfutter (CHOW) gefuttert wurden, wurden nach dem Zufallsprinzip
jeder der drei verschiedenen Futtergruppen zugeordnet (N = 12 CHOW, N =12 SOY, N = 12 DHA).
(Der Begriff ,,Standard Chow* bezeichnet im Allgemeinen eine Vielzahl von Futtermitteln auf Ge-
treide- oder Getreidebasis, oder kurz ,,Chows®, die aus Zutaten wie Sojabohnenmehl, gemahlenem
Mais, Fischmehl und tierischen Nebenprodukten hergestellt werden.) Ein Tier, das das SOY -Futter er-
hielt, musste in Woche 10 der diatetischen Behandlung wegen einer schweren Dermatitis eingeschla-
fert werden. Die brigen 35 Tiere (iberlebten, um die 12-wdchige Didtbehandlung abzuschlieRRen, und
wurden im Alter von 13 Monaten eingeschléfert. Es gab keine Unterschiede zwischen den Gruppen
hinsichtlich der durchschnittlich aufgenommenen Kalorien oder des durchschnittlichen wdchentlichen
Kdorpergewichts der Tiere. Die akute diatetische Behandlung fiihrte in keiner Diétgruppe zur Entwick-
lung eines biochemischen Mangels an essentiellen Fettséuren.

Doch selbst nach dieser relativ kurzen Zeit der diatetischen Behandlung war das Omega-6/omega-3-
Fettsaure-Serumverhaltnis in der DHA-Diatgruppe signifikant hoher als in den CHOW- und SOY-Di-
atgruppen.



Die Eizellenausbeute nach hormoneller Stimulation sowie der Reifungsstatus und die Qualitat der Ei-
zellen wurden bei den 35 weiblichen Mé&usen, die bis zum Alter von 13 Monaten uberlebten, unter-
sucht. Insgesamt wurden 53 Eizellen von CHOW-geflitterten Tieren entnommen, verglichen mit 23
bzw. 25 fur die SOY- und DHA-Diatgruppen. Bei der Bewertung des Reifungsstatus der Eizellen
wurde festgestellt, dass ein groRRerer Prozentsatz der Eizellen, die von Tieren mit DHA-Didt entnom-
men wurden (44%), voll ausgereift waren (MII-Stadium) und den befruchtungskompetenten Eizellen-
pool darstellten, im Vergleich zu Eizellen von Tieren mit CHOW- (13%) und SOY-Diat (35%) (P =
0,01). Zudem waren nur 12% der Eizellen von Tieren mit DHA-Diat atretisch, verglichen mit 39%
bzw. 35% der Eizellen von Tieren mit SOY- und CHOW-Diat (P = 0,09). Ebenso zeigte die Follikel-
zdhlung in den Eierstocken, dass die Anzahl der primordialen und der gesamten nicht atretischen Folli-
kel in den Eierstdcken von Tieren mit SOY-Diét im Vergleich zu Tieren mit DHA-Diat signifikant
niedriger war.

Die Qualitat der voll ausgereiften Eizellen (MI1-Stadium), die von Tieren in jeder der drei Didtgruppen
entnommen wurden, wurde bewertet. VVollreife Eizellen wurden fiir diese Analyse ausgewahlt, weil in
diesem Reifestadium altersbedingte Defekte in den Eizellen deutlich erkennbar sind und weil diese Ei-
zellen den befruchtungskompetenten Eizellenpool darstellen. Die Qualitét der Eizellen wurde durch
Beurteilung des mitochondrialen Farbemusters und der Spindelintegritat bewertet, wobei die einzelnen
Eizellen nach dem Zufallsprinzip jedem dieser Endpunkte zugeordnet wurden. Die mitochondriale Ag-
gregation wurde mit der Abnahme der Oozytequalitat mit fortgeschrittenem muditterlichen Alter in Ver-
bindung gebracht, und eine gleichméRige zytoplasmatische Verteilung der Mitochondrien ohne Aggre-
gation ist ein Hinweis auf eine Eizelle guter Qualitat (Tarin et al., 2001). Die konfokale Analyse der
Mitochondrien ergab, dass die Mitochondrien zwar ein gleichmaRiges zytoplasmatisches Verteilungs-
muster in 6/6 (100%) MII-Oozyten von Tieren mit DHA-Didt aufwiesen, dass jedoch in den Oozyten
von Tieren der anderen Diétgruppen eine ausgedehnte mitochondriale Aggregation auftrat, wobei 1/3
(33%) MII-Oozyten von Tieren mit SOY-Diét und 0/4 (0%) MI1I-Oozyten von Tieren mit CHOW-Diét
als normal eingestuft wurden (P = 0,006). In &hnlicher Weise ergab die konfokale Analyse der a-Tubu-
lin- und DNA-Verteilung, dass die meiotischen Spindeln in 4/5 (80%) MII-Oozyten von DHA-Tieren
in Form und Gro6Re regelméalig waren und eine ausgepragte Mikrotubuli-Morphologie aufwiesen. Im
Gegensatz dazu wiesen 0/5 (0%) und 2/3 (66%) MI1-Oozyten von SOY - bzw. CHOW-gefutterten Tie-
ren normale meiotische Spindeln auf (P = 0,03).

Bewertung der Sicherheit

Die an Omega-3-Fettsauren reiche Erndhrung, die in dieser Studie mit den positiven Auswirkungen auf
die Fortpflanzung assoziiert wurde, lieferte 2% der Gesamtkalorien in Form der Omega-3-Fettséure
DHA. Wichtig ist, dass diese Nahrung keine der traditionellen essentiellen Fettsduren, ALA und LA
(Burr & Burr, 1973), enthélt, sondern eher nachgeschaltete Molekdile in den Omega-3- und Omega-6-
Fettsdurewegen (DHA und AA). Daher wollten wir feststellen, ob Tiere, die unsere omega-3-reiche
Nahrung erhielten, biochemische oder klinische Anzeichen eines Mangels an essentiellen Fettsduren
entwickelten. Klinisch fuhrt ein Mangel an essentiellen Fettsduren zu einer Beeintréchtigung von
Wachstum, Reproduktion und Laktation (Burr & Burr, 1973). Da wir bereits die Fahigkeit von Tieren
mit Omega-3-reichem Futter bestétigt haben, sich tiber mehrere Generationen hinweg erfolgreich fort-
zupflanzen und zu laktieren, haben wir uns nun auf Wachstumsmuster als zusatzlichen klinischen Indi-
kator fiir einen Mangel an essentiellen Fettsduren und auf Serumfettséureprofile konzentriert, um den
biochemischen Mangel an essentiellen Fettsduren zu bewerten. SchlielRlich wurde eine histologische
Bewertung aller wichtigen Organsysteme durchgefihrt.

Fettsaure-Profile

Weder in den SOY- (F1- oder F2-Generation) noch in den DHA- (F1-, F2- oder F5-Generation) Futter-
gruppen gab es Hinweise auf einen biochemischen Mangel an essentiellen Fettsduren. Im Gegensatz
dazu wiesen alle Tiere in der HCO-Ftterung einen Nachweis eines biochemischen Mangels an essen-
tiellen Fettsduren auf, wobei das T/T-Verhdltnis im Serum konstant erhoht war. Diese Befunde kénnen
durch die Met-Saure (20:3n-9; Omega-9-Fettsdure) bestatigt werden, da bei einem Mangel an



essentiellen Fettsauren eine relative Uberproduktion von Met-Séure vorliegt. Der Anteil der Met-Saure
am Gesamtfettsauregehalt in der HCO-Gruppe F1 betrug 9,37 £ 1,00%, verglichen mit nur 0,12 +
0,04% in der SOY-Gruppe F1 und 0,02 + 0,04% in der DHA-Gruppe FL1.

Bewertung der Sicherheit der Omega-3-reichen Erndhrung mit Fettsdureprofilen und Wachstum. (A-
D) Serumfettsaureprofile Gber mehrere Generationen (N =4, 5,5, 5, 5, 4, 15 fir die Gruppen F1 HCO,
F1 SOY, F2 SOY, F1 DHA, F2 DHA und F5 DHA). (A) ...

Die diatetischen Behandlungen verénderten die Fettséureprofile des Serums signifikant, was zu einem
niedrigeren Omega-6/0mega-3-Fettsaureverhaltnis in der DHA-Gruppe im Vergleich zu den SOY- und
HCO-Gruppen fuhrte. Interessanterweise war das Omega-6/omega-3-Fettsaureverhéltnis im Serum in
der SOY-Gruppe (3,98 £ 0,48 fir F1 und 3,62 £ 0,12 fiir F2) dem Verhéltnis sehr dhnlich, das flr
Menschen berichtet wurde, die eine typische westliche Ernéhrung (4,72 + 0,19) zu sich nahmen
(Ambring et al., 2006), was darauf hinweist, dass diese experimentelle Erndhrung die Omega-6- und
Omega-3-Fettsdureverteilung im Serum, wie sie in westlichen Gesellschaften zu beobachten ist, wirk-
sam imitiert.

Wachstum

Das Gewicht der Tiere wurde fir Tiere der F1-Generation bei jeder der experimentellen Futterungen
(HCO, SOY und DHA) tiberwacht und mit dem Gewicht altersgleicher Tiere bei einem Standard-La-
bornagerfutter verglichen, um einen Referenzpunkt zu erhalten. Es gab keine Unterschiede in den
Wachstumsmustern der SOY - und DHA-Tiere von der Entwdhnung bis zum Erwachsenenalter im
Vergleich zu den mit Nagerfutter gefutterten Tieren des Standardlaboratoriums. Tiere mit HCO-Diat
hatten eine Wachstumsverzégerung, die sich in durchweg niedrigeren Wochengewichten als die Tiere
mit den anderen Diéten zeigte, ein Unterschied, der bei den mannlichen Tieren starker ausgepragt war
als bei den weiblichen. Aufeinanderfolgende Generationen von Tieren mit dem DHA-Futter wurden
beobachtet, um normale Wachstumsmuster in spateren Tiergenerationen sicherzustellen, und unter die-
sen wurden keine Unterschiede im Wachstum der Tiere der Generationen F2 und F5 im Vergleich zur
Generation F1 festgestellt. Dies deutet darauf hin, dass selbst der lebenslange Verzehr dieser an
Omega-3-Fettsauren reichen Nahrung Gber mehrere Generationen hinweg nicht mit einer nachteiligen
Auswirkung des Wachstums verbunden ist.

Histologie (Gewebelehre)

Héamotoxylin- und Eosin-gefarbte Objekttrager aus Gehirn, Herz, Lunge, Leber, Niere, Milz und Ober-
schenkelknochen von insgesamt 15 erwachsenen Tieren der F5-Generation wurden von einem Nage-
tierpathologen untersucht. Diese wurden mit Hdmotoxylin- und Eosin-gefarbten Objekttragern der
gleichen Organe von 5 altersentsprechenden Tieren auf einem Standard-Nagetierfutter verglichen. Bei
der Untersuchung der Gehirn-, Herz-, Leber-, Nieren- und Femurproben wurden keine Anomalien fest-
gestellt. Drei der 15 Lungenproben von Tieren mit DHA-Diét wiesen leichte emphysematdse Verande-
rungen auf, die moglicherweise auf ein Trauma wéahrend der Ernte und Konservierung zurlickzufiihren
waren. Zusatzlich wiesen vier Tiere mit DHA-Diét eine milde extramedullare Hamatopoese in der
Milz auf, ein unspezifischer Befund bei der Labormaus.

Diskussion

Die Menschen erfreuen sich einer zunehmenden altersbedingten Langlebigkeit als Folge der unglaubli-
chen Fortschritte, die im letzten Jahrhundert in der Medizin und im offentlichen Gesundheitswesen er-
zielt wurden. Leider hat die weibliche Fortpflanzungsachse nicht so viel Gliick gehabt. Ohne prakti-
kable Strategien zur Verzdgerung des altersbedingten Riickgangs der Fruchtbarkeit altert die weibliche
Fortpflanzungsachse im Vergleich zu anderen Organsystemen weiterhin sehr schnell, was dazu fiihrt,
dass die normale Funktion der Eierstocke relativ friih im Leben eingestellt wird (Richardson et al.,
1987; Faddy et al., 1992).

Zudem werden Schwangerschaften, die bei &lteren Frauen erfolgreich verlaufen, von einer viel héhe-
ren Inzidenz von Chromosomenanomalien geplagt. Eine der bekanntesten Folgen einer



Schwangerschaft im fortgeschrittenen mutterlichen Alter ist der dramatische Anstieg der Inzidenz der
Trisomie 21, von der 30% aller klinischen Schwangerschaften bei Frauen in den Vierzigern betroffen
sind, verglichen mit nur 2% der klinischen Schwangerschaften bei Frauen in den Zwanzigern (Hassold
& Chiu, 1985; Hassold & Hunt, 2009). Daher mussen Strategien, die auf die Verldngerung der repro-
duktiven Lebensspanne von Frauen ausgerichtet sind, die Verschlechterung der Eizellqualitat bertick-
sichtigen, die bekanntermal’en mit zunehmendem Alter auftritt, ein Faktor, der anerkanntermal3en die
wichtigste Determinante fur den Erfolg von Schwangerschaften bei Frauen im fortgeschrittenen repro-
duktiven Alter ist (Navot et al., 1991a,b).

Hier liefern wir den Nachweis, dass Omega-3-Fettsauren in der Nahrung nicht nur die reproduktive
Lebensspanne verlangern, sondern in einem Mausmodell auch zu einer bemerkenswerten Verbesse-
rung der Eizellqualitat fuhren. Diese Befunde haben tiefgreifende potenzielle Auswirkungen sowohl
auf die erfolgreiche natirliche als auch auf die assistierte Reproduktion im fortgeschrittenen mdtterli-
chen Alter.

Ausgehend von der Erkenntnis, dass die Verdnderung der menschlichen Erndhrungsgewohnheiten in
den letzten 100 Jahren hin zu einem sehr hohen Verhaltnis von Omega-6- zu Omega-3-Fettsauren mit
einem gleichzeitigen Abwaértstrend der Fruchtbarkeitsraten von Frauen tiber 35 Jahren in den westli-
chen Gesellschaften einhergeht (Baird et al., 2005), haben wir versucht, den Einfluss einer Ernahrung,
die reich an Omega-3-Fettsauren ist, auf den Reproduktionserfolg im fortgeschrittenen mutterlichen
Alter zu bestimmen. Auf der Grundlage der Ergebnisse der aktuellen Studie haben wir nun Beweise
dafur, dass M&use mit einer Omega-3-Fettsduren-reichen Erndhrung in der Lage sind, sich erfolgreich
weit Uber die normale erwartete reproduktive Lebensspanne dieser Tiere hinaus zu vermehren. Obwohl
der durchschnittliche Wurf bei Miittern im fortgeschrittenen mutterlichen Alter (> 10 Monate) mit
omega-3-reicher Nahrung im Vergleich zu jungeren Tierkohorten (6,0 £ 2,7 Nachkommen/Wurf) mit
derselben Nahrung etwas kleiner war (4,4 + 1,9 Nachkommen/Wurf), war die Uberlebensrate der
Nachkommen, die bei Mdittern im fortgeschrittenen mutterlichen Alter geboren wurden, mit 89% be-
merkenswert hoch. Im krassen Gegensatz dazu hatten gealterte Tiere (> 10 Monate), die mit einem
Standard-Labor-Nagerfutter oder einer Omega-6-Fettsduren-reichen Nahrung (die so konzipiert war,
dass sie die typische westliche Erndhrung imitierte) gehalten wurden, einen extrem schlechten Repro-
duktionserfolg. Dies sind auffallige Befunde, die darauf hindeuten, dass, wenn dies auf den Menschen
zutrifft, der Anstieg der Omega-6-Fettsauren in der menschlichen Erndhrung in den letzten 100 Jahren
tatséchlich dem Reproduktionserfolg von Frauen im fortgeschrittenen mutterlichen Alter abtraglich
sein konnte.

Doch selbst angesichts des in jlngster Zeit zunehmenden Verbrauchs von Fischdlergdnzungsmitteln in
den westlichen Gesellschaften ist der lebenslange Verzehr einer Erndhrung mit einem sehr hohen Ver-
héltnis von Omega-3- zu Omega-6-Fettsauren keine praktikable Strategie zur Verlangerung der natir-
lichen reproduktiven Lebensspanne. Eine klinisch relevantere Strategie wirde Erndhrungsumstellun-
gen einschlieRen, die Frauen, die das Kinderkriegen hinausztgern wollen, zum Zeitpunkt oder unmit-
telbar vor dem vermuteten Zeitpunkt des natlrlichen Rickgangs der reproduktiven Fruchtbarkeit ein-
leiten kdnnten. Unsere Daten in einem Mausmodell deuten darauf hin, dass die Einfiihrung einer Er-
n&hrung, die reich an Omega-3-Fettsauren ist, zum Zeitpunkt des erwarteten raschen Ruickgangs der
natlrlichen Fruchtbarkeit zu einer bemerkenswerten Verbesserung der Eizellqualitat fihrt, gemessen
an der mitochondrialen Dynamik und der Struktur des Spindelapparates. Diese Ergebnisse sind beson-
ders wichtig, da die Eizellqualitat als wichtigster Einzelfaktor fiir die Bestimmung des Schwanger-
schaftserfolgs bei Frauen im fortgeschrittenen reproduktiven Alter anerkannt ist (Navot et al.,
1991a,b).

Mit fortgeschrittenem Alter wird der meiotische Zellzyklus der Eizelle anféllig fir Fehler der chromo-
somalen Segregation, was zu einem viel hoheren Anteil an Aneuploidie in Eizellen fiihrt, die von élte-
ren Frauen ovuliert werden (Hunt, 1998; Hassold & Hunt, 2009). Strategien zur Verbesserung der

Quialitat von Eizellen in alten Tiermodellen sind begrenzt. Es hat sich gezeigt, dass eine chronische an-
tioxidative Behandlung den negativen Auswirkungen des Alterns der Frau auf die Qualitat der Eizellen



entgegenwirkt (Tarin et al., 2002a); es konnte jedoch nicht nachgewiesen werden, dass diese Behand-
lung den Reproduktionserfolg verbessert, und die klinische Anwendung ist aufgrund sehr signifikanter
negativer Auswirkungen auf die Funktion von Eierstock und Geb&rmutter nicht durchfuhrbar (Tarin et
al., 2002b).

Es hat sich gezeigt, dass eine beginnende Kalorienrestriktion bei Erwachsenen die Funktion der weibli-
chen Reproduktionsachse bei Mausen bis ins hohe chronologische Alter aufrechterhalt, wobei die
Hélfte der kalorienrestriktiven Tiere sechs Monate lang fruchtbar bleibt, nachdem die Kontrolltiere ei-
nen Fruchtbarkeitsverlust erlitten haben, mit einer 73%igen Uberlebensrate fiir Welpen, die von diesen
Muiittern im hohen mutterlichen Alter geboren wurden (Selesniemi et al., 2008). Diese Strategie der
Kalorienrestriktion verbessert nachweislich auch die Qualitét der Eizellen (Selesniemi et al., 2011),
obwohl die klinische Anwendung aufgrund der zu erwartenden schadlichen Gesundheitseffekte im Zu-
sammenhang mit der sehr strengen Kalorienrestriktion, die zum Erreichen dieser positiven Effekte er-
forderlich ist, begrenzt bleibt. Unsere Daten deuten darauf hin, dass Omega-3-Fettsauren in der Nah-
rung vor der altersbedingten Verschlechterung der Eizellqualitat schiitzen kénnen und somit Frauen im
fortgeschrittenen Fortpflanzungsalter eine Moglichkeit bieten, erfolgreich lebensfahige Nachkommen
zu zeugen und zur Welt zu bringen. Dariber hinaus kann das Potenzial zur Verbesserung der Eizell-
qualitat und damit zur Senkung der Aneuploidie-Rate bei Frauen im fortgeschrittenen Fortpflanzungs-
alter tiefgreifende Auswirkungen auf chromosomale Stérungen wie das Down-Syndrom haben.

Sicherlich muss anerkannt werden, dass die an Omega-3-Fettséduren reiche Erndhrung, die in dieser
Studie mit den vorteilhaften Reproduktionseffekten in Verbindung gebracht wurde, 2% der Gesamtka-
lorien in Form der Omega-3-Fettsdure DHA lieferte. Dies ist zwar nicht mit einer einzigen taglichen
Fischdl-Nahrungserganzung zu erreichen, stellt jedoch ein Supplementierungsniveau dar, das klinisch
erreicht werden kann. Friihere Studien deuten darauf hin, dass selbst sehr hohe Dosen der Omega-3-
Fettsduren DHA und Eicosapentaenséure (EPA; 20:5n-3) gut vertréglich sind und sowohl padiatri-
schen als auch erwachsenen Patienten sicher verabreicht werden kénnen (Lloyd-Still et al., 2006; Sorgi
et al., 2007; Gura et al., 2008). Unsere Daten konzentrieren sich auf DHA als die interessierende
Omega-3-Fettséure, und obwohl unklar bleibt, ob andere Omega-3-Fettsauren eine ahnliche Wirkung
haben wurden, liefern wir starke Hinweise darauf, dass DHA sicherlich einen positiven Einfluss auf
die Fortpflanzungsfunktion der weiblichen Maus hat. Dartber hinaus ist allgemein anerkannt, dass die
positiven Auswirkungen von Omega-3-Fettsauren in der Nahrung sowohl durch das Verhéltnis von
Omega-3- zu Omega-6-Fettsauren in der Nahrung als auch durch die absoluten Dosen dieser Fettsau-
ren bestimmt werden (Simopoulos, 2002). Daher wiirde die parallele klinische Anwendung unserer Ar-
beit zusétzlich zur Begrenzung des Omega-6-Fettsauregehalts in der Nahrung pharmakologische Do-
sen von Omega-3-Fettsauren erfordern.

Zusétzlich zu den positiven Auswirkungen von Omega-3-Fettsauren auf die Reproduktionsfunktion
der Maus liefern wir Hinweise darauf, dass DHA und AA allein eine ausreichende Fettquelle fir die
Aufrechterhaltung des Lebens und die Vorbeugung eines Mangels an essentiellen Fettséuren sein kon-
nen. Vor etwa 80 Jahren wurden ALA und LA von Burr und Burr als die essentiellen Fettsauren be-
stimmt, die fur eine gesunde Haut und erfolgreiches Wachstum, Reproduktion und Laktation notwen-
dig sind (Burr & Burr, 1973). DHA und AA sind nachgeschaltete Molekiile in den Omega-3- bzw.
Omega-6-Fettsaurewegen, die als kritische Metaboliten mit wichtigen Rollen in zahlreichen physiolo-
gischen und biochemischen Prozessen identifiziert wurden. Unsere Ergebnisse zeigen, dass eine Nah-
rung, die ein Verhaltnis von 20:1 von DHA/AA enthdlt, fur die langfristige Aufnahme sicher ist, ohne
nennenswerte nachteilige Auswirkungen auf die Gesundheit in einem Mausmodell. Tiere, die tber
sechs Generationen mit dieser Nahrung geftttert wurden, wiesen durchweg sehr niedrige T/T-Verhalt-
nisse und Metsaurespiegel auf, was auf das Fehlen eines biochemischen Mangels an essentiellen Fett-
sauren schlieRen l&sst. Noch wichtiger war, dass diese Tiere keinen Nachweis eines klinischen Man-
gels an essentiellen Fettsduren mit Aufrechterhaltung der Hautgesundheit und normalem Wachstum,
normaler Reproduktion und Laktation aufwiesen.

Die genauen Mechanismen, tber die die Omega-3-Fettsdure DHA einen positiven Einfluss auf die



weibliche Fortpflanzungsachse hat, missen noch vollstandig aufgeklart werden. Die vorliegende Stu-
die stellt einen ersten Schritt auf diesem Weg dar, indem sie klar aufzeigt, dass die Aufnahme einer an
Omega-3-Fettséuren reichen Erndhrung den Reproduktionserfolg im fortgeschrittenen mutterlichen
Alter tatsachlich verbessert. Wir liefern auch Belege dafur, dass die Qualitat der Eizellen bei Tieren,
die eine Omega-3-reiche Nahrung zu sich nehmen, verbessert wird; die spezifischen molekularen Me-
chanismen, Uber die diese Verbesserung vermittelt wird, missen jedoch noch bestimmt werden. Kunf-
tige Studien sollten nicht nur durchgefuhrt werden, um den Einfluss der Omega-3-Fettséuren in der
Nahrung auf die Eizellqualitat besser zu verstehen, sondern auch um die potenziellen Auswirkungen
auf die Gebarmutter/ das Endometrium besser zu verstehen, die sich auch positiv auf die Reprodukti-
onsfunktion auswirken konnen.

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass diese Studie einen auffallend positiven Effekt einer an
Omega-3-Fettséuren reichen Ernahrung auf den Reproduktionserfolg und die Qualitéat der Eizellen in
einem Alter, das normalerweise mit schlechten Reproduktionsparametern in VVerbindung gebracht
wird, aufgedeckt hat. Eine Erndhrung, die reich an Omega-3-Fettsduren ist und 2,1% der Gesamtkalo-
rien im Verhéltnis 20:1 von DHA/AA enthélt, erwies sich als sicher fur den Verzehr tiber mehrere Ge-
nerationen hinweg und mit einer bemerkenswerten Verbesserung der nattrlichen Fruchtbarkeit im fort-
geschrittenen Alter. Am klinisch relevantesten sind die Befunde, die darauf hindeuten, dass die akute
diatetische Behandlung von Tieren wahrend der Zeit des natiirlich auftretenden steilen Riickgangs des
Reproduktionspotenzials zu einer verbesserten Eizellqualitét fiihrt, gemessen an der Struktur des Spin-
delapparates und der mitochondrialen Dynamik. Wenn diese Daten von Mausen auf den Menschen
ubertragbar sind, kann die Aufnahme einer Nahrung, die reich an Omega-3-Fettsauren und begrenzt an
Omega-6-Fettséuren ist, die natirliche Abnahme der Eizellqualitét, die mit dem Alter auftritt, verzo-
gern und damit moglicherweise eine weiterhin erfolgreiche Reproduktion und verringerte Aneuploidie-
Raten ermdglichen.

Experimentelle Verfahren

Alle Tierhaltungs- und Versuchsverfahren wurden vom Ausschuss fur institutionelle Tierpflege und -
nutzung des Kinderkrankenhauses Boston tiberpriift und genehmigt. Alle Tiere wurden auf Papierchip-
Einstreu in einem Barriereraum mit geregelter Temperatur (21 °C + 1,6 °C), Luftfeuchtigkeit (45 % *
10 %) und einem abwechselnden 12-stiindigen Hell-Dunkel-Zyklus mit ad libitum Zugang zu Wasser
und Studienfutter untergebracht.

Langzeit-Erndhrungsstudien (Reproduktion und Fruchtbarkeit)
Animal Virgin C57BL/6 erwachsene weibliche Mause und erwachsene mannliche C57BL/6 Mause
wurden von den Jackson Laboratories (#000664; Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME, USA) ge-
wonnen. Die ménnliche Fruchtbarkeit wurde vor den Zuchtversuchen bestétigt, und es wurden keine
Mannchen, die dlter als 6 Monate waren, fur Zuchtversuche verwendet.

Futterungsplan

Ausgewachsene weibliche Tiere wurden randomisiert einer von drei verschiedenen Futtergruppen zu-
geteilt, die jeweils 10% der Gesamtkalorien in Form von Fett enthielten, das als Sojadl (SOY;
#110990, Dyets Inc., Bethlehem, PA, USA), hydriertes Kokosnussol (HCO; #102328, Dyets Inc.,
Bethlehem, PA, USA) oder in einem Verhéltnis von 20:1 aus DHA/AA (DHA; #102536, Dyets Inc.)
bereitgestellt wurde. Die detaillierte Zusammensetzung der einzelnen Diaten ist in Tabelle 1 darge-
stellt.

Die urspringlichen Tiere wurden als FO-Generation bezeichnet, und diese Tiere blieben vor Beginn
der Zuchtversuche vier Wochen lang auf ihren jeweiligen Futtermitteln. Die nachfolgenden Tiergene-
rationen erhielten ihr ganzes Leben lang dieselbe Nahrung wie ihre Mutter. Die M&nnchen wurden
zwischen den Ké&figen gewechselt, so dass kein Méannchen langer als 1 Woche eine bestimmte Nah-
rung zu sich nahm.



Zuchtungsversuche

Nach einer 4-woéchigen Diatbehandlung wurden Zuchtversuche mit FO-Tieren in jeder der Diatgruppen
begonnen. Die Nachkommen wurden als F1-Generation bezeichnet. Nach Erreichen der Fortpflan-
zungsreife wurden die F1-Tiere gezuchtet, um eine F2-Generation zu erzeugen, und die anschlie3en-
den Zuchtversuche wurden bis zur F3-Generation fir die SOY-Tiere und zur F6-Generation fur die
DHA-Tiere fortgesetzt. Tiere, die die HCO-Diét erhielten, waren nicht in der Lage, erfolgreich Gber
die F1-Generation hinaus zu ziichten. Die Gesamtzahl der pro Wurf abgegebenen Nachkommen und
die Zahl der abgegebenen Nachkommen, die lebensféhig waren (bis zur Entwdhnung tberlebten), wur-
den flr jede Trachtigkeit getrennt aufgezeichnet. Die Nachkommen, die nicht tberlebten, wurden ent-
weder bei der Geburt tot aufgefunden oder starben sehr kurz danach. Alle lebensfahigen Nachkommen
durften bis zur Entwohnung (21. Tag nach der Geburt) bei der Mutter bleiben; zu diesem Zeitpunkt
wurden die Nachkommen aus den Ké&figen entfernt, um spéatere Paarungsversuche mit der Mutter zu
ermdglichen. Alle mannlichen Nachkommen wurden eingeschléfert, und eine Untergruppe von zufal-
lig ausgewéhlten Weibchen aus jeder Generation wurde fir die weitere Zucht behalten.

Zuchtversuche im fortgeschrittenen Fortpflanzungsalter der Mé&use, definiert als Alter > 10 Monate,
wurden mit einer Untergruppe von weiblichen F2- und F3-Tieren in den Nahrungsgruppen SOY (N =
10) und DHA (N = 7) fortgesetzt. Um einen Vergleich zu ermdglichen, wurden gleichzeitig mit Zucht-
versuchen an altersgleichen weiblichen Tieren mit einem Nagerfutter aus dem Standardlabor (CHOW;
National Institute on Aging, Bethesda, MD, USA) begonnen. Die Zuchtversuche wurden genau wie
oben beschrieben durchgefihrt, mit der Ausnahme, dass lebensfahige Nachkommen bis zum 14. Tag
nach der Geburt bei der Mutter verbleiben durften, woraufhin die Nachkommen eingeschlafert und die
anschlieenden Paarungsversuche mit der Mutter fortgesetzt wurden. Die Zuchtversuche wurden auf
diese Weise fortgesetzt, bis die Mutter 15 Monate alt war.

Studien zur akuten diatetischen Behandlung (Qualitat der Eizellen)

Tiere

Jungfrauliche weibliche C57BL/6-Mé&use wurden vom National Institute on Aging (NIA, Bethesda,
MD, USA) im Alter von 10 Monaten gewonnen. Diese Tiere wurden von der Geburt bis zum Zeit-
punkt des Kaufs mit NIH-31-Standardlabor-Nagetierfutter gefuttert.

Futterungsplan

Weibliche Tiere wurden nach dem Zufallsprinzip einer von drei verschiedenen Futtergruppen zugeord-
net (N = 12/Gruppe): CHOW, SOY und DHA. Die verzehrte Futtermenge und das Wachstum jedes
Tieres wurden wochentlich Uberwacht. Alle Tiere erhielten die Versuchsnahrung bis zur Euthanasie im
Alter von 13 Monaten, was einer 12-wdchigen diatetischen Behandlung entspricht.

Fettsaure-Profile

Serumfettsaureprofile wurden an funf représentativen Serumproben von Tieren in jeder der Nahrungs-
gruppen durchgefihrt. Die Gesamtfettsauren wurden nach der modifizierten Folch-Methode extrahiert
(Folch et al., 1957). Die Fettsaureanalyse wurde mit einem Hewlett-Packard 6890N-Gaschromatogra-
phen (GMI Inc., Ramsey, MN, USA) durchgefuhrt, der an ein HP-5975B-Massenspektrometer mit
Supelcowax SP-10-Kapillarséule gekoppelt war (GMI Inc.). Die Fettsdurekonzentrationen (nmol mL-
1-Serum) wurden durch proportionalen Vergleich der Peakflachen mit der Fl&che des internen 17:0-
Standards berechnet.

Eizellenentnahme

Méuse (N =12 CHOW, N =11 SOY, N = 12 DHA) wurden mit einer intraperitonealen Injektion von
trachtigen Stutenserumgonadotropin (PMSG, 101U; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), gefolgt von
humanem Choriongonadotropin (hCG, 101U; Sigma-Aldrich) 48 h spater superovuliert. Die Eizellen
wurden 15-16 h nach der hCG-Injektion durch Punktion der Eileiter mit einer Insulinspritze aus den
Eileitern entnommen. Die entnommenen Eizellen wurden durch eine kurze Inkubation mit 80 IE mL-1



Hyaluronidase (Sigma-Aldrich) von Cumuluszellen befreit, gefolgt von drei Waschungen mit mensch-
licher Tubenflussigkeit (HTF) (Irvine Scientific, Santa Ana, CA, USA), ergénzt mit 0,4% BSA (Frak-
tion V, fettsaurefrei; Sigma-Aldrich). Die Eizellen wurden gezahlt und unter Verwendung eines Hoff-
man-Lichtmikroskops als reife Metaphase Il (MII; Vorhandensein des ersten Polkorpers im perivitelli-
nen Raum), als Reifungsstillstand (Zerfall der Keimblase ohne Polk&rperextrusion oder intakte Keim-
blase) oder als tot (kondensiertes, fragmentiertes Zytoplasma) klassifiziert. Die Eizellen aus den drei
Diatgruppen wurden parallel analysiert.

Mitochondriale Analyse

Eine Untergruppe reifer (MII) Eizellen aus jeder Diatgruppe wurde von adharenten somatischen Zellen
(Cumulus) befreit und in HTF-Medium, das mit 0,4% BSA und 200 nM MitoTracker Red CMRox
(Life Technologies, Grand Island, NY, USA) supplementiert war, fiir 60 min bei 37 °C inkubiert. Die
Eizellen wurden gewaschen und in angesauerter Tyrode-L6sung (Irvine Scientific) inkubiert, gewa-
schen, fixiert und erneut gewaschen, gefolgt von einer Inkubation in phosphatgepufferter Kochsalzl6-
sung (PBS; Sigma-Aldrich) mit 0,5% BSA, 0. 05% Tween-20 (Sigma-Aldrich), und 0,1% Triton X-
100 (Sigma-Aldrich) fir 1 h. AnschlieBend wurden die Eizellen mit Vectashield (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA) montiert und von zwei unabhangigen geschulten Beobachtern konfokal mikro-
skopisch analysiert. Eizellen mit einer gleichméafigen zytoplasmatischen Verteilung der aktiven Mito-
chondrien wurden als normal bewertet.

Analyse von DNA und Spindelapparaten

Eine Untergruppe reifer (MII) Eizellen aus jeder Di&tgruppe wurde in PBS mit 0,5% BSA gewaschen
und kurz in angesauerter Tyrode-Ldsung inkubiert, um die Zona pellucida aufzuweichen und zu entfer-
nen. Die Eizellen wurden dann gewaschen und in 2,0% neutralgepuffertem Paraformaldehyd mit 0,5%
BSA fixiert. Die Permeabilisierung und Blockierung erfolgte durch Inkubation der Oozyten in einer
Maus-Blockierungslosung (Vector Laboratories), die mit 0,5% BSA, 0,1% Triton X, 0,05% Tween-20
und 5% normalem Ziegenserum ergénzt wurde (Vector Laboratories). Die Eizellen wurden gewaschen
und tber Nacht in einer 1:200-Verdiinnung von Maus-Anti-a-Tubulin-Antikorper (Sigma-Aldrich) in
PBS mit 0,5% BSA inkubiert, gewaschen und mit einer 1:250-Verdinnung von Ziegen-Anti-Maus-
1gG, konjugiert mit Alexa Fluor-488, inkubiert (Life Technologies). Nach dem Waschen wurden die
Eizellen mit Vectashield, das Propidiumiodid enthélt, montiert (Vector Laboratories) und konfokal-
mikroskopisch analysiert. Fir die Spindelanalyse wurden Oozyten mit tonnenférmigen bipolaren Spin-
deln, die ausgepragte und gut organisierte Mikrotubuli-Fasern sowie straff ausgerichtete Chromoso-
men auf der Metaphasenplatte aufweisen, wie (blich geritzt. Die Eizellen aus den drei Gruppen wur-
den parallel analysiert.

Ovarialfollikel zahlt

Die Eierstocke wurden fixiert, in Paraffin eingebettet, seriell geschnitten (8 Im) und der Reihe nach auf
Glas-Objekttragern ausgerichtet. Die Schnitte wurden dann mit Hamotoxylin und Pikriummethylblau
angefarbt und in jedem zweiten Schnitt mit zufalligem Start, wie zuvor beschrieben, auf die Anzahl
der nicht-atrektischen primaren, primaren und kleinen praantralen Follikel analysiert (Morita et al.,
1999). Nur diejenigen Follikel, die eine Eizelle mit einem deutlich sichtbaren Zellkern enthielten, wur-
den ausgewertet. Da bei diesem Verfahren die Halfte des gesamten Ovarialvolumens beprobt wird,
wurde die Gesamtzahl der Follikel pro Ovar geschétzt, indem die kumulativen Zahlungen fiir jedes
Ovar mit einem Korrekturfaktor von 2 multipliziert wurden. Alle Zahlungen wurden von einem ver-
blindeten Studienarzt durchgefihrt.

Bewertung der Sicherheit

Fettsaure-Profile

Serumfettsaureprofile wurden an Serumproben von zuféllig ausgewahlten Tieren erstellt. Es wurden
représentative Proben ausgewahlt, um verschiedene Generationen von Tieren mit HCO-, SOY- und
DHA-Futtermitteln zu représentieren. Das Serum wurde von den folgenden représentativen Tieren ent-
nommen: F1 HCO (n = 4), F1 SOY (n =5), F2 SOY (N =5), F1 DHA (N =5), F2 DHA (N =4), F5



DHA (N = 15), und die Fettsdureextraktion und -analyse wurden wie oben beschrieben durchgefihrt.

Wachstum

Das Wachstum der reprasentativen Wurfe, die von Muttertieren geboren wurden, wurde bei jeder der
Diaten im Langzeit-Diat-Arm der Studie mit Seriengewichten vom Absetzen bis zum Erwachsenenal-
ter beobachtet. Es wurden reprasentative und nach dem Zufallsprinzip ausgewéhlte F1-Wurfe in den
SOY- und HCO-Gruppen und F1-, F2- und F5-Wirfe in der DHA-Gruppe beobachtet. In &hnlicher
Weise wurden auch die Gewichte von Wiirfen Giberwacht, die von Muttertieren auf einem Standard-
Laborfutter (CHOW) geboren wurden, um einen zusatzlichen Bezugspunkt zu schaffen.

Histologische Analyse

Finfzehn erwachsene Tiere der F5-Generation, die DHA-Futter erhielten, wurden zur histologischen
Analyse der Organsysteme eingeschlafert. Von jedem dieser Tiere wurden Gehirn, Herz, Lunge, Le-
ber, Niere, Milz und Réhrenknochen (Oberschenkelknochen) entnommen, in 10% Formalin fixiert, in
Paraffin eingebettet und mit Hamotoxylin und Eosin angefarbt. Die Vergleichsproben wurden von 5
altersgleichen C57BL/6-Mé&usen auf einem Standard-Labornagerfutter gewonnen. Alle Objekttrager
wurden von einem Nagetierpathologen begutachtet und aufgrund des histologischen Erscheinungsbil-
des entweder als normal oder abnormal klassifiziert. Es wurden Details zu allen bemerkenswerten
Anomalien aufgezeichnet.

Statistische Auswertung

Alle kontinuierlichen Variablen werden als Mittelwert + Standardabweichung (SD) dargestellt. Konti-
nuierliche Variablen wurden mit dem Student’s t-Test oder, wenn die Daten nicht normalverteilt wa-
ren, mit dem Mann-Whitney U-Test analysiert. Kontinuierliche Variablen von mehr als drei unabhén-
gigen Gruppen wurden mit der Kruskal-Wallis-Einweg-Varianzanalyse analysiert. Kategoriale Variab-
len wurden mit dem Chi-Quadrat-Test analysiert. Die Signifikanz wurde mit einem zweiseitigen 5%-
Alpha-Niveau bewertet. Alle statistischen Analysen wurden mit der GRAPHPAD Prism-Software
(Version 4.0; San Diego, CA, USA) durchgefihrt.
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