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1. Zusammenfassung — Deutsch und Englisch

Die Assoziation zwischen den Cholin- und Betain-Konzentrationen und dem
Schweregrad von angeborenen Herzfehlern — eine Beobachtungsstudie an Kindern

und deren Eltern.

Einleitung
Angeborene Herzfehler sind die haufigsten angeborenen Fehlbildungen mit einer

Pravalenz von 1,1% in Deutschland. Je nach Schweregrad gehen sie mit einer hohen
Krankheitslast einher. Bisher ist nicht genug Uber ihre Atiologie und damit mdgliche
Praventionsmallnahmen bekannt. Einen vielversprechenden Ansatz stellen Cholin und
seine Metaboliten dar. Einige Studien deuten auf einen Zusammenhang zwischen einem
Mangel an Cholin und der Entstehung von angeborenen Herzfehlern hin. Aus diesem
Grund wurde in der vorliegenden Studie die Assoziation zwischen den Cholin- und Betain-
Konzentrationen und dem Schweregrad von angeborenen Herzfehlern und dem Vorliegen
eines konotrunkalen Herzfehlers untersucht, um eine Dosisabhangigkeit bei der
Entstehung von schweren angeborenen Herzfehlern und konotrunkalen Herzfehlern zu

beweisen. Hier vorgestellt sind die Ergebnisse einer Interimsanalyse dieser Studie.

Material und Methoden

Die vorliegende Studie wurde von Januar 2020 bis Mai 2021 durchgefiihrt. Eingeschlossen
wurden Kinder im Alter von 0 — 10 Jahren mit angeborenem Herzfehler sowie ihre Eltern.
Zur Erfassung von weiteren Risikofaktoren sowie von diatetischen Informationen wurde
ein Fragebogen von den Eltern ausgefiillt. Bioproben (Urin und Blut) wurden bei Kindern
im Rahmen von Routineuntersuchungen entnommen, bei Eltern mittels einer vendsen
Einmalpunktion. Durch UPLC-MS/MS-HILIC wurden die Konzentrationen von freiem
Cholin und Betain bestimmt. Statistische Analysen wurden mittels SPSS durchgeflhrt, P-
Werte <0,05 waren signifikant. Die Studie mit der Kenn-Nr. 54/20 wurde der

Ethikkommission vorgelegt und geprtift.

Ergebnisse

69 Patienten im Alter von wenigen Tagen bis zu einem Alter von acht Jahren und ihre
Eltern wurden bisher eingeschlossen. Davon hatten abhangig von der Klassifikation 38%
bzw. 62% einen schweren angeborenen Herzfehler und 41% bzw. 48% einen
konotrunkalen Herzfehler. Die Diagnose wurde in 35% der Falle pranatal gestellt. Wahrend

der Schwangerschaft nahmen 77% der Mdutter Vitaminpraparate ein, vor der



Schwangerschaft nur 25% der Mutter. War die Schwangerschaft geplant, nahmen 31% der
Mutter vor der Schwangerschaft bereits Vitaminpraparate ein. Zum Zeitpunkt der
Datenerhebung nahmen 24% der Mdutter und 11% der Vater Vitaminpraparate ein.
Abhangig von den Schweregraden bzw. dem Vorliegen eines konotrunkalen Herzfehlers
zeigte sich, dass Mutter von Kindern mit schweren und konotrunkalen Herzfehlern seltener
wahrend der Schwangerschaft Vitamine einnahmen (p = 0,037 nach EUROCAT; nicht
signifikant fur die Ubrigen Gruppen).

Bei Kindern mit angeborenem Herzfehler wurde keine Abhangigkeit des Schweregrades
des angeborenen Herzfehlers von der Cholin- oder Betain-Konzentration im Plasma
beobachtet (fir Cholin im Plasma p = 0,067; p = 0,238; p = 0,638 und p = 0,529 und flr
Betain im Plasma p = 0,477; p = 0,737; p = 0,692 und p = 0,121 fir die Klassifikation nach
PAN-Studie, nach EUROCAT und konotrunkale Herzfehler ohne und mit dysplastischen
Klappen).

Bei den Urin-Konzentrationen zeigte sich bei Kindern nur fiir die Urin-Konzentration von
Betain und ausschlieRlich nach der Klassifikation nach der PAN-Studie ein signifikanter
Unterschied. Die mittlere Konzentration war hier bei leichten angeborenen Herzfehlern am
niedrigsten mit im Mittel 5,9 ymol/mol Kreatinin im Vergleich zu 111,2 ymol/mol Kreatinin
bei moderaten und 59,4 pymol/mol Kreatinin bei schweren angeborenen Herzfehlern (p =
0,008).

Jedoch konnte bei den Eltern von Kindern mit schweren angeborenen Herzfehlern eine
signifikant niedrigere Cholin-Konzentration nachgewiesen werden. Sie war bei der
Klassifikation nach EUROCAT bei Mittern um 2,3 ymol/l (p = 0,039) und bei Vatern um 3
umol/l (p = 0,018) niedriger als bei Eltern von Kindern mit leichten angeborenen
Herzfehlern. Auch nach der Klassifikation nach der PAN-Studie zeigte sich dieser
Unterschied, allerdings nicht signifikant (p = 0,163 bei der Mutter und p = 0,113 beim
Vater). Bei konotrunkalen zeigte sich ein Unterschied nur mit Einschluss von
dysplastischen Klappen, allerdings auch hier nicht signifikant (p = 0,052 bei der Mutter und
p = 0,873 beim Vater). Fir die Konzentration von Betain konnte bei den Eltern kein
signifikanter Unterschied festgestellt werden (bei der Mutter p = 0,913; p = 0,972; p = 0,849;
p = 0,968 und beim Vater p = 0,873; p = 0,602; p = 0,757; p = 0,144 bei der Klassifikation
nach der PAN-Studie, nach EUROCAT und konotrunkalen ohne und mit dysplastischen
Klappen).



Die Verhaltnisse der Konzentrationen von Cholin und Betain ergeben, dass bei Kindern
mit schweren und konotrunkalen Herzfehlern und deren Eltern im Verhaltnis weniger
Cholin vorliegt als bei Kindern mit leichten und nicht konotrunkalen Herzfehlern und ihren
Eltern. Signifikant war dies fur das Verhaltnis von Plasma Betain zu Cholin nach der
Klassifikation der PAN-Studie (5,7 bei schweren vs. 4,6 bei leichten und 3,5 bei moderaten
angeborenen Herzfehlern; p = 0,035) und fiur das Verhaltnis von Urin Betain zu Urin Cholin
nach der PAN-Studie (11,3 bei leichten; 53 bei moderaten und 44 bei schweren
angeborenen Herzfehlern; p = 0,015 und p = 0,028). Auch flir das Verhaltnis von Betain
im Plasma zu dem im Urin lieRen sich signifikante Unterschiede nachweisen. Hier war das
Verhaltnis bei den leichten und nicht konotrunkalen angeborenen Herzfehlern am héchsten
(p = 0,021 nach PAN-Studie; p = 0,022 nach EUROCAT; p = 0,004 bei konotrunkalen ohne
und p = 0,007 mit dysplastischen Klappen). Bei den Eltern war dies nur bei Vatern nach
der EUROCAT-Klassifikation signifikant (5,9 vs. 3,7; p = 0,005).

Schlussfolgerung

Einige Studien deuten bereits auf einen Zusammenhang zwischen einem Mangel an
Cholin und der Entstehung von angeborenen Herzfehlern hin. In der hier vorliegenden
Studie konnte zwar keine Dosissabhangigkeit bei Kindern mit angeborenem Herzfehler
festgestellt werden, allerdings bei deren Eltern. Darliber hinaus zeigte sich nach Analyse
der Verhaltnisse der Konzentrationen der Biomarker zueinander ein relativer Cholinmangel
bei Kindern mit schweren und konotrunkalen Herzfehlern und ihren Eltern. Nach unserem
Wissen ist dies die erste Studie, die Vater von Kindern mit angeborenem Herzfehler in die
Analysen einschlief3t. Wahrend die Folatprophylaxe zur Reduktion des Risikos eines
Neuralrohrdefektes nur fur Mutter empfohlen wird, weist diese Studie auf eine mdgliche
Rolle der Prophylaxe auch bei Vatern hin, um kongenitale Anomalien beim Neugeborenen
zu verhindern. Limitationen sind das Fehlen einer Kontrollgruppe von gesunden Kindern
und ihren Eltern. Zukiinftige Studien sollten evaluieren, ob eine Supplementierung von
Cholin durch beide Elternteile bereits vor der Schwangerschaft und durch die Mutter
wahrend des ersten Trimenons das Risiko fir die Entstehung von angeborenen

Herzfehlern reduziert.



The association of choline and betaine concentrations and the severity of congenital

heart defects — an observational study of children and their parents.

Introduction

Congenital heart defects are some of the most common congenital malformations with a
prevalence of 1,1% in Germany. Depending on the severity they are associated with a high
disease burden. Not enough is known about the etiology and possible methods for
prevention. A promising approach to this are choline and its metabolites. Several studies
point towards an association between a choline deficit and the occurrence of congenital
heart defects. Therefore, in the present study the association between the concentrations
of choline and betaine with the severity of congenital heart defects or the presence of a
conotruncal heart defect was studied to prove a dose dependency in the occurrence of
severe congenital heart defects or the presence of a conotruncal heart defect. These are

the results of an interim analysis of this study.

Materials and Methods

The present study was conducted from January 2020 until May 2021. Included are children
from the ages of 0 - 10 with congenital heart defects and their parents. To assess for other
risk factors and dietetic information parents were asked to fill out a questionnaire. Bio
samples (urine and blood) of children were taken during routine examinations, those of
their parents in a one-time venipuncture. Concentrations of free choline and betaine in
urine and blood were analyzed via UPLC-MS/MS-HILIC. Statistical analysis was done by
SPSS, p-values of <0,05 were significant. The study with the number 54/20 was reviewed

and approved by the local ethics committee.

Results

69 patients from the ages of a few days until eight years of age and their parents were
included. Depending on the classification system 38 or 62% had severe congenital heart
defects and 41% or 48% had a conotruncal heart defect. 35% of congenital heart defects
were diagnosed before birth. During pregnancy 77% of mothers took a vitamin supplement,
before pregnancy only 25% of mothers took a vitamin supplement. Pregnancy was planned
in 75% of cases and in those cases 31% of mothers took prenatal vitamins before
pregnancy. At the time of data collection 24% of mothers and 11% of fathers took a vitamin
supplement. Depending on the severity or the presence of a conotruncal heart defect, it
could be shown that mothers of children with severe or conotruncal heart defects were less

likely to take a vitamin supplement during pregnancy than mothers of children with mild or



non-conotruncal heart defects (p = 0,037 according to EUROCAT classification; not

significant in other groups).

In children with a congenital heart defect there was no significant association between the
severity of the congenital heart defect or the presence of a conotruncal heart defect and
concentrations of choline or betaine (for plasma choline p = 0,067; p = 0,238; p = 0,638
and p = 0,529 and for plasma betaine p = 0,477; p = 0,737; p = 0,692 and p = 0,121 for
classification according to the PAN-study, to EUROCAT and for conotruncal heart defects

without and with dysplastic valves).

For urine concentrations in children, a significant difference was observed only in the urine
concentration of betaine and only according to the PAN-study. It was lowest in mild
congenital heart defects with a mean concentration of 5,9 ymol/mol creatinine compared
to 111,2 pmol/mol creatinine in moderate and 59,4 pumol/mol creatinine in severe

congenital heart defects (p = 0,008).

However, in parents of children with severe congenital heart defects concentrations of
choline were lower than in parents of children with mild congenital heart defects. According
to EUROCAT classification, mean concentrations of choline of mothers and fathers of
children with severe congenital heart defects were 2,3 umol/l (p = 0,039) and 3 ymol/l (p =
0,018) lower than mean concentrations in parents of children with mild congenital heart
defects. The same was apparent for concentrations according to the PAN-study
classification, however significance was not reached (p = 0,163 for mothers and 0,0113 for
fathers). In conotruncal heart defects a difference was only observed with inclusion of
dysplastic valves, also not significant (p = 0,052 for mothers and 0,873 for fathers). No
significant difference was observed for the concentration of betaine in parents (in mothers
p=0,913; p=0,972; p = 0,849; p = 0,968 and in fathers p = 0,873; p = 0,602; p = 0,757,
p = 0,144 according to the classification of the PAN-study, to EUROCAT and in conotruncal

heart defects without and with dysplastic valves).

Ratios of choline and betaine show that children with severe and conotruncal heart defects
and their parents have relatively lower choline than children with mild and non-conotruncal
heart defects. This was significant for the ratio of plasma betaine to choline according to
the classification of the PAN-study (5,7 in severe vs. 4,6 in mild and 3,5 in moderate
congenital heart disease, p = 0,035) and for the ratio of urine betaine to urine choline
according to the PAN-study (11,3 in mild; 53 in moderate and 44 in severe congenital heart

disease; p = 0,015 and p = 0,028). The ratio of plasma betaine to urine betaine was highest



in mild and non-conotruncal heart defects (p = 0,021 according to the PAN-study
classification; p = 0,022 according to EUROCAT classification; p = 0,004 in conotruncal
without and p = 0,007 with dysplastic valves). In parents, significance was only reached for
fathers according to the EUROCAT-classification (5,9 vs. 3,7; p = 0,005).

Discussion

Several past studies point towards an association of a choline deficit and the occurrence
of congenital heart defects. In this study an association between concentrations of choline
and betaine in children could not be shown. However, in parents of children with severe
congenital heart disease choline concentrations were lower than in parents of children with
mild congenital heart disease. Furthermore, analysis of the ratios of betaine and choline
showed a relative choline deficit in children with severe and conotruncal heart defects and
their parents. To the best of our knowledge this is the first study to assess concentrations
of choline in fathers of children with congenital heart disease. While supplementing folate
to prevent neural tube defects is recommended only for mothers, this study shows a
possible role for fathers in the prevention of congenital anomalies. Limitations are the lack
of a healthy control group. Future studies should assess whether supplementation of
choline prior to conception in both parents and throughout the first trimester of pregnancy

for mothers could lower the risk for congenital heart defects.
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MTHFD1 Methylentetrahydrofolate-Dehydrogenase 1
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UPLC-MS/MS-HILIC - Ultra Performance Liquid Chromatography, Tandem Mass
Spectrometry, Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography

VACTERL Akronym fir Syndrom mit vertebralen Defekten, Analatresie,
Herzfehlern, Tracheodsophagealen Fisteln, Analatresie, renalen
Fehlbildungen und Extremitatenfehlbildungen

VSD Ventrikelseptumdefekt
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5. Einleitung

Pravalenz angeborener Herzfehler

Angeborene Herzfehler sind strukturelle Anomalien, die wahrend der Embryogenese
entstehen. Sie gehdren zu den haufigsten angeborenen Fehlbildungen.

Nach den Daten des europadischen EUROCAT-Registers lag die Pravalenz aller
angeborenen Herzfehler bei 0,8% (0,7% der Lebendgeburten; 0,01% der Totgeburten;
0,09% aller aufgrund einer angeborenen Fehlbildung terminierten Schwangerschaften).
Die Pravalenz von schweren angeborenen Herzfehlern lag bei 0,2% (Dolk, Loane, and
Garne 2011). Das EUROCAT Netzwerk ist ein europaisches Netzwerk eines
populationsbasierten Registers zur epidemiologischen Uberwachung von angeborenen
Fehlbildungen. Das Akronym basiert auf dem urspriinglichen Namen "European Concerted

Action on Congenital Anomalies and Twins", gegriindet 1979.

In Deutschland wurde in den Jahren 2006-2007 die Pravalenz angeborener Herzfehler bei
Neugeborenen (PAN) von Lindinger at al. untersucht (Lindinger, Schwedler, and Hense
2010). Sie lag in dieser Studie bei 1,1% der lebend geborenen Kinder und damit leicht Gber

dem europaischen Durchschnitt.

Der Zeitpunkt der Diagnosestellung ist sehr wichtig, so dass im Falle schwerer
angeborener Herzfehler direkt nach der Geburt adaquate therapeutische Interventionen
getroffen werden kdénnen. In oben genannter Studie von Lindinger et al. wurde die
Diagnose nur in 12% der lebendgeborenen Kinder pranatal gestellt, in 82% postnatal
innerhalb der ersten drei Lebensmonate (Lindinger et al. 2010). Je schwerer der
Herzfehler, desto eher wurde die Diagnose pranatal gestellt. So wurden nur 6% der
leichten angeborenen Herzfehler pranatal diagnostiziert, aber 42% der schweren
angeborenen Herzfehler (Schwedler et al. 2011). Nichtsdestotrotz ist die pranatale
Detektion von schweren angeborenen Herzfehlern in Deutschland weiterhin niedrig. Sie ist
dartber hinaus stark regional vom Zentrum und der Erfahrung des Untersuchers abhangig.
Diese groRe Spannbreite der pranatalen Diagnosestellung wurde auch in der
retrospektiven Kohortenstudie von Bakker et al. berichtet, in der an 12 Zentren 13% - 87%
der kritischen angeborenen Herzfehler pranatal diagnostiziert werden konnten (Bakker et
al. 2019). Eine pranatale Diagnose wurde haufiger gestellt, wenn weitere angeborene
Fehlbildungen oder syndromale Erkrankungen vorlagen und bei Herzfehlern, die einer
pranatalen Ultraschalluntersuchung gut zuganglich waren. In der Studie der Euroscan-
Group wurden 25% der Falle pranatal erkannt, 12% der Schwangerschaften wurden

aufgrund der Diagnose terminiert (Garne, Stoll, and Clementi 2001).
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Schweregradeinteilung

Schweregrade angeborener Herzfehler sind nicht einheitlich definiert. Man orientiert sich
hierfir an der Auspragung des Defektes und der Wahrscheinlichkeit der Notwendigkeit
einer operativen oder interventionellen Versorgung direkt postnatal. In einer Subanalyse
aus zwei der in die EUROCAT-Analyse eingeschlossenen Regionen bendtigten etwa 80%
der Kinder mit schweren angeborenen Herzfehlern eine operative Versorgung, 7% dieser
Herzfehler waren so schwer, dass die betroffenen Kinder nicht mehr von einer
chirurgischen Korrektur profitierten. Bei den leichten angeborenen Herzfehlern bendtigten
hingegen nur 7% eine operative Versorgung (Dolk et al. 2011). Zwei Beispiele fur
Klassifikationssysteme sind die Klassifikation nach EUROCAT und die nach der PAN-
Studie (s. Tabelle 1). Nach der Klassifikation der PAN-Studie waren 60,6% aller

angeborenen Herzfehler als leicht klassifiziert, 27,4% als moderat und 12% als schwer.
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Tabelle 1. Klassifikation der Schweregrade

nach der PAN-Studie und nach

EUROCAT
PAN-Studie EUROCAT
leicht moderat schwer schwer leicht
VSD (klein VSD (alle singularer singularer Ventrikel VSD
oder anderen) Ventrikel Fallot-Tetralogie ASD
muskular) AVSD Fallot-Tetralogie = Pulmonalatresie PS
ASD AS Pulmonalatresie = DORV PDA
PDA ISTA DORV TGA
PS PAPVC TGA TAC
TAC unterbrochener
unterbrochener Aortenbogen
Aortenbogen TAPVC
TAPVC Ebstein-Anomalie
Ebstein- TAund TS
Anomalie AVSD
u.a. AS
Mitralklappenanomalien
Hypoplastisches
Linksherz
Hypoplastisches
Rechtsherz
ISTA

VSD = Ventrikelseptumdefekt, ASD = Vorhofseptumdefekt, PDA = Persistierender Ductus

arteriosus, PS = Pulmonalstenose, AVSD = Atrioventrikularer Septumdefekt, AS =

Aortenstenose, ISTA = Aortenisthmusstenose, PAPVC = partielle
Lungenvenenfehimiindung, DORV = Double outlet right ventricle, TGA = Transposition der
groen Arterien, TAC = Truncus arteriosus communis, TAPVC = komplette

Lungenvenenfehimiindung, TA = Trikuspidalatresie, TS = Trikuspidalstenose
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Symptome angeborener Herzfehler

Symptome eines angeborenen Herzfehlers sind vielfaltig und reichen von vdlliger
Symptomlosigkeit mit spontaner Heilung bis hin zur schwersten Herzinsuffizienz, die ohne
korrigierende MalRnahmen (interventionelle Herzkatheteruntersuchung, operative

Korrektur oder Palliation) nicht mit dem Leben vereinbar sind.

Bei Ductus-abhangigen Vitien ist entweder die System- oder die Lungenperfusion von
einem offenen Ductus arteriosus Botalli abhangig. Der Ductus arteriosus Botalli ist Teil der
fetalen Blutzirkulation, wodurch der Lungenkreislauf grofdtenteils intrauterin umgangen
wird. In der Regel verschlie3t er sich in den ersten Tagen nach der Geburt. Bei Ductus-
abhangiger Systemperfusion zeigen Neugeborene nach VerschlieRen des Ductus eine
Schocksymptomatik durch die fehlende Perfusion lebenswichtiger Organe, was
unbehandelt zum Tod fihren kann. Beispiele hierfiur sind die Aortenstenose (AS), die
Aortenisthmusstenose (ISTA) oder das hypoplastische Linksherzsyndrom (HLHS). Kinder
mit Ductus-abhangiger Lungenperfusion zeigen eine zunehmende Zyanose nach
Verschluss des Ductus. Beispiele hierfir sind die Pulmonalstenose (PS) oder -atresie (mit
intaktem Ventrikelseptum, PA/IVS)), die Trikuspidalatresie (TA), die Fallot-Tetralogie oder
eine Ebstein-Anomalie. Eine Parallelzirkulation bei Transposition der grof3en Arterien
(TGA) aulBert sich durch eine unmittelbar postnatal entstehende Zyanose. Dartber hinaus
gibt es Vitien mit kompletter intrakardialer Blutmischung, z.B. einen Truncus arteriosus
communis (TAC), eine Totale Lungenvenenfehimiindung oder univentrikulare Herzen,
sowie Vitien mit inkompletter intrakardialer Blutmischung, z.B. Ventrikelseptumdefekte
(VSD), Vorhofseptumdefekte (ASD), Atrioventrikularer Septumdefekt (AVSD) oder den
persistierenden Ductus arteriosus (PDA). Diese Vitien mit kompletter oder inkompletter
Blutmischung werden erst mit Abfall des pulmonalen Widerstandes einige Tage bis
Wochen postnatal im Rahmen einer zunehmenden Herzinsuffizienz symptomatisch,

kénnen aber auch lange asymptomatisch bleiben.
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Embryologie

Das Herz ist das erste funktionsfahige Organ des Embryos. Es entwickelt sich aus
kardiogenem Mesoderm sowie aus Zellen der Neuralleiste und beginnt bereits am Ende
der dritten Entwicklungswoche zu schlagen. Es bildet sich zunachst ein Herzschlauch, aus
welchem sich durch Verlangerung und Krimmung schlieBlich die Herzschleife bildet. Etwa
bis zum 25. Tag entwickeln sich durch Verlagerung, Einschnirung und Aussackung dieses
Herzschlauchs

e der Sinus venosus als Sammelgefal} fur Blut, das zum Herzen zurtickflief3t,

e der primitive Ventrikel und Vorhof,

e der Truncus arteriosus

e und der Conus cordis.

Am Ubergang von Vorhof zu Ventrikel, dem Atrioventrikularkanal, bilden sich zwei
gegenuberliegende Verdickungen des subendokardialen Gewebes, die Endokardkissen.
Diese verschmelzen miteinander und teilen den Vorhof vom Ventrikel. Die
Atrioventrikularklappen bilden sich ebenfalls aus den Endokardkissen, welche dann die
Vorhofe definitiv vom Ventrikel trennen. Eine Teilung beider Herzhalften in rechts und links
geschieht in der vierten bis finften Woche. Der primitive Vorhof wird durch zwei Septa
getrennt, das Septum primum und das Septum secundum. Das Ventrikelseptum besteht
aus einem muskularen Anteil, der von der Herzspitze in Richtung der Endokardkissen
wachst. Hier bleibt zunéchst zwischen beiden Ventrikeln das Foramen interventrikulare
noch erhalten (Schiink et al. 2009). Pranatal umgeht die Blutzirkulation den pulmonalen
Kreislauf, da die Lunge erst postnatal bellftet wird und ihre Funktion einnimmt. Dies
geschieht Uber eine persistierende Verbindung der Vorhéfe (das Foramen ovale) und der
Aorta und der Pulmonalarterie (Ductus arteriosus). In der Regel verschlief3en sich beide

postnatal.

Uber den Schlundbogen wandern Neuralleistenzellen ein, aus denen die Konus- und
Truncuswilste entstehen, welche die zunachst gemeinsame Ausflussbahn septieren, an
der Entstehung der Aorten- und Pulmonalklappe beteiligt sind sowie die parasympathische
Versorgung des Herzens stellen (Jiang et al. 2000; Phillips et al. 2013). Durch die
Blutstromung nimmt die zunachst gemeinsame Ausflussbahn einen spiralférmigen Verlauf.
Durch anschlieRende Verwachsungen bildet sich das Septum aorticopulmonale und trennt
die Lungenstrombahn von der systemischen arteriellen Versorgung. Die rechte und linke

Bulbusleiste sowie die verschmolzenen Endokardkissen bilden schliellich den
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membrandsen Teil des Septum interventriculare und verschlieBen das Foramen

interventriculare.

Als konotrunkale Strukturen werden Strukturen bezeichnet, welche aus den Konus- und
Truncuswilsten durch die Neuralleistenzellen entstehen. Eine fehlerhafte Entwicklung
dieser konotrunkalen Strukturen hat typische strukturelle Herzerkrankungen zur Folge, wie
z.B. die Fallot-Tetralogie, die Transposition der grof3en Arterien (TGA), Double outlet right
ventricle (DORV), Truncus arteriosus communis (TAC), Aortenbogenanomalien wie der
unterbrochene Aortenbogen oder die Pulmonalatresie (PA). Darlber hinaus sind
suprakristale Ventrikelseptumdefekte (VSD), welche etwa 2 - 3% aller VSDs ausmachen,
hierdurch zu erklaren (Miller et al. 2006). Die Ubrigen VSDs sind auf Fehlbildungen der
Endokardkissen und des muskularen Septums zuritickzuflihren (Rojas, Jaimes, and
Abbara 2013).

Wenig ist bislang uUber die embryonale Entwicklung der Aorten- und Pulmonalklappe
(Taschenklappen) bekannt. Zellen der Neuralleiste und des zweiten Herzfeldes liegen
zwar in unmittelbarer Nachbarschaft zu den Taschenklappen, die Klappen selbst bestehen
aber v.a. aus endothelial, endokardialem Gewebe. Auf der Oberflache von adulten
Taschenklappen kénnen Zellen der Neuralleiste gefunden werden. Die Funktion dieser ist
aber noch unklar (Combs and Yutzey 2009). Vermutlich sind die Zellen der Neuralleiste
Uber Signalwege an der Ausbildung der Taschenklappen beteiligt, welche aus
endokardialem Gewebe entstehen (Jain et al. 2011; Jiang et al. 2000; Phillips et al. 2013).
Veranderungen der Taschenklappen kdnnen auch einfache Varianten beinhalten, wie z.B.
die bikuspide Aortenklappe. Sie ist oft asymptomatisch bis ins hohe Lebensalter, wenn
damit assoziierte Erkrankungen der Aorta, wie ein Aortenaneurysma oder eine

Aortenklappenstenose, symptomatisch werden.

Die Embryologie des Herzens ist komplex und noch nicht ausreichend verstanden. Die
embryonale Entwicklung des Herzens geschieht in den ersten Wochen der
Schwangerschaft, oft bevor die Frau weill, dass eine Schwangerschaft besteht.
Mafnahmen zur Pravention mussten daher idealerweise bereits vor einer geplanten

Schwangerschaft durchgefuhrt werden.

Prognose und Lebensqualitat
Die Prognose von angeborenen Herzfehlern ist sehr unterschiedlich und abhangig von der
Art des Herzfehlers, dem Zeitpunkt der Diagnosestellung und damit dem klinischen

Zustand des betroffenen Kindes sowie den medizinischen Mdéglichkeiten vor Ort bei der
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Erstversorgung. Grundsatzlich kommen sowohl kurative als auch palliative Verfahren in
Frage - jeweils medikamentos, interventionell oder operativ. Viele angeborene Herzfehler
mussen noch in der Neugeborenen- oder Sauglingsperiode korrigiert werden. Durch neue
operative Verfahren konnte in den letzten Jahrzehnten eine deutliche

Prognoseverbesserung erreicht werden.

Dies lasst sich gut am Beispiel der Transposition der gro3en Arterien (TGA) darstellen. Die
Diagnose einer TGA hatte vor der Einfuhrung von korrigierenden Operationen eine hohe
Mortalitat. Fast alle Patienten verstarben innerhalb des ersten Lebensjahres (Martins and
Castela 2008). Seit Einflihrung der arteriellen Switch OP (ASQO) im Jahre 1975 kam es, mit
stetiger Verbesserung dieser operativen Technik und der postoperativen Versorgung, zu
einer drastischen Reduktion der Mortalitat. Mittlerweile ist die TGA ein Vitium, das bis zu
89% der Kinder Uberleben, auch noch 35 Jahre nach ASO (Santens et al. 2020).

Dennoch ist die Diagnose eines angeborenen Herzfehlers fir betroffene Familien sehr
einschneidend und beeintrachtigt deren Lebensqualitat erheblich. Besonders bei
komplexen angeborenen Herzfehlern missen sich die Patienten auch nach einer
korrigierenden Operation oder Intervention oft lebenslangen regelmafligen Kontrollen
unterziehen. Viele leiden auch im Erwachsenenalter an einer eingeschrankten
Herzfunktion, Herzrhythmusstérungen, u.a. durch operative Narben (Warnes 2006), einer
eingeschrankten Leistungsfahigkeit und dadurch eingeschrankten Lebensqualitat. Moons
et al. konnten in ihrer APROACH-IS (Assessment of Patterns of Patient Reported Outcome
in Adults with Congenital Heart Disease — International Study) bei 3538 Patienten mit
einem medianen Alter von 32 Jahren zeigen, dass v.a. Patienten mit zyanotischen Vitien
oder einer Eisenmenger-Reaktion eine signifikante Einschrankung in der sportlichen
Leistungsfahigkeit haben, sowie haufiger an Depression und Angststdérungen leiden
(Moons et al. 2021).

Ziel muss es daher auch sein, neben einer Verbesserung der operativen und
postoperativen Therapie, die Atiologie und Risikofaktoren fiir das Auftreten eines
kongenitalen Vitiums zu kennen, um durch praventive Ansatze diese Mortalitat und

Morbiditat zu verringern.

Risikofaktoren & Atiologie
Die Pathogenese ist multifaktoriell. Es liegen genetische und nicht-genetische Ursachen
zugrunde. Als nicht-genetische Ursachen wurden maternale Erkrankungen wie die

Phenylketonurie, ein Gestationsdiabetes, Infektionskrankheiten der Mutter, maternale
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Einnahme von Medikamenten, Vitamin A-Mangel oder -exzess oder Umweltschadstoffe
mit angeborenen Herzfehlern in Verbindung gebracht (Mahler and Butcher 2011). Es gibt
darGber hinaus auch Hinweise auf paternale Risikofaktoren fir die Entstehung von
angeborenen Herzfehlern wie hohes Alter, Rauchen, Alkoholkonsum oder Exposition

gegenlber chemischen Agenzien oder Medikamenten (Peng et al. 2019).

Genetische Auffalligkeiten fanden sich bei 5,3% der Kinder mit angeborenem Herzfehler
in der PAN-Studie und bei 12% der Kinder im EUROCAT-Register. Verschiedene
syndromale Erkrankungen sind haufig mit angeborenen Herzfehlern assoziiert. Dazu
gehdren z.B. Trisomien (13, 18, 21), das Turner-Syndrom, das Noonan-Syndrom, die
Mikrodeletion 22911, das CHARGE-Syndrom, das Williams-Beuren-Syndrom, das
Alagille-Syndrom, die VACTERL-Assoziation, das Goldenhar-Syndrom und das Holt-

Oram-Syndrom.

Fir Geschwisterkinder gibt es ein Wiederholungsrisiko von 4%. Kinder von Muttern mit
angeborenem Herzfehler haben ein Risiko von 4 - 18% und von Vatern mit angeborenem
Herzfehler ein Risiko von 1 - 3% ebenfalls an einem angeborenen Herzfehler zu erkranken
(Mayatepek 2019).

Das Risiko der Entwicklung von Neuralrohrdefekten bei Folsdauremangel ist gut belegt.
Einige Studien konnten zeigen, dass durch Einnahme von Multivitaminpraparaten oder
Folsaure aber auch das Risiko eines angeborenen Herzfehlers reduziert werden konnte
(Botto LD 1996; Botto, Mulinare, and Erickson 2000; Czeizel 2009; Wondemagegn and
Afework 2022). Wie oben beschrieben ist die Pravalenz von angeborenen Herzfehlern bei
etwa 1% und liegt damit deutlich Uber der Pravalenz von Neuralrohrdefekten, welche bei
0,1% liegt. Die Reduktion des Auftretens von angeborenen Herzfehlern hat daher

betrachtliche Auswirkung.
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Acetylcholin

Cholin-Acyl-
Transferase
TMAO <«— Cholin » Betain Folat

Irreversible
Oxygenierung Demethylierung l
durch durch BHMT .
Cholin-DH Dihydrofolat
und Betain-
Aldehyd-DH

DMG CH;+ THF ——»  Nucleotidsynthese
— Phosphocholin

CDP-Pathway l

oo Phosphatidylcholin Hey —» Methionin

l s
— _ _ SAH <«— SAM
Sphingomyelin < ‘

PEMPT
(30%)

Phosphatidyl-
ethanolamin

Abbildung 1. Cholin-Stoffwechsel, angelehnt an Wiedeman et al., 2018 (A. Wiedeman et al. 2018). TMAO = Trimethylamin-N-oxid, CDP =
Cytosindiphosphat, DH = Dehydrogenase, DMG = Dimethylglycin, CH3 = Methylgruppe, THF = Tetrahydrofolat, Hcy = Homocystein, SAH =
S-Adenosylhomocystein, SAM = S-Adenosylmethionin, BHMT = Betain-Homocystein S-methyltransferase.
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Cholin
Eng mit dem Folat-Stoffwechsel verbunden ist der essenzielle Nahrstoff Cholin. Diese
beiden Metabolite begegnen sich in ihren Stoffwechselwegen bei der Bereitstellung von

Methylgruppen durch die Umwandlung von Homocystein zu Methionin.

Cholin hat vier wichtige Funktionen:

1. Oxygenierung zu Betain

2. Synthese des Neurotransmitters Acetylcholin

3. Synthese von Phosphatidylcholin und Sphingomyelin
4. Bereitstellung von TMAO (A. Wiedeman et al. 2018).

Cholin wird in den Mitochondrien durch die Cholindehydrogenase und die Betain-Aldehyd-
Dehydrogenase in einer irreversiblen Reaktion zu Betain oxidiert. Betain verlasst das
Mitochondrium, wo es durch die Betain-Homocystein S-methyltransferase zu
Dimethylglycin verstoffwechselt wird. Die dabei freigesetzte Methylgruppe ist wie oben
bereits angesprochen an der Umwandlung von Homocystein zu Methionin beteiligt.
Homocystein ist u.a. fir das GefalRendothel schadlich mit einhergehender erhdhter
Thrombosegefahr (Aday et al. 2021). Die bei diesem Schritt freigesetzte Methylgruppe wird
fur die DNA-Methylierung verwendet. Die DNA-Methylierung ist Teil der Epigenetik, wie es
beispielsweise auch die Histonmodifizierung oder nichtkodierende RNA sind, und
beeinflusst die Gentranskription, das genomische Imprinting und die genomische Stabilitat
(Zeisel 2006).

Die Bereitstellung von Methylgruppen flr die Methylierung erfolgt auch aus zugefiihrten
Nahrstoffen, entweder in der Nahrung selbst oder durch Nahrungserganzungsmittel. Hier
kreuzen sich, wie bereits angedeutet, die Stoffwechselwege von Cholin und Folat. Folat
wird, katalysiert durch die Dihydrofolatreduktase Uber Dihydrofolat zu Tetrahydrofolat
umgewandelt. Beide Stoffwechselwege sind voneinander abhéngig. Anderungen in einem
dieser Wege ziehen automatisch Anderungen im jeweils anderen Weg mit sich (Zeisel
2006).

Die zweite wichtige Funktion von Cholin ist die Acetylierung zu Acetylcholin. Dies geschieht
durch die Cholinacetyltransferase, v.a. im Gehirn und in der Plazenta. Acetylcholin ist ein
Neurotransmitter mit Funktion an neuromuskuldren Synapsen, an autonomen Ganglien,
aber auch im zentralen Nervensystem (Zeisel 2006). In einer Studie von Kirby et al. aus
dem Jahr 1985 war bei Abwesenheit der Zellen der Neurralleiste die konotrunkale

Septierung bei Herzen von Hihnerembryonen gestért. Dartiber hinaus war die Anzahl von
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Ganglienzellen im Ausflusstrakt um bis zu 30% reduziert, die Acetylcholin-Konzentration
im Vorhof und der Kammer der embryonalen Hihnerherzen um 39% und die Anzahl
muskarinerger Acetylcholinrezeptoren um 21% niedriger. Alle embryonalen Herzen in
dieser Studie mit Abwesenheit der Neurralleistenzellen waren grob auffallig (Kirby,
Aronstam, and Buccafusco 1985). Auch in einer weiteren Studie der Gruppe um Kirby et
al. kam es bei Hihnerembryonen mit abladierten Neuralleistenzellen zu VSDs, DORV und
Truncus arteriosus communis (Besson et al. 1986). Die niedrigere Acetylcholin-
Konzentration in den Vorhéfen und Ventrikeln kdnnte bedeuten, dass diese Zellen fur ihre
Entwicklung auf die Anwesenheit von Cholin zur Synthese von Acetylcholin angewiesen
sind. Bei einem Cholinmangel, welcher folglich auch zu Acetylcholinmangel flhrt, ist es
moglich, dass die Zellen der Neuralleiste ihre Funktion nicht oder nur eingeschrankt
erfillen kénnen. Man koénnte dementsprechend einen Mangel an Cholin als eine

atiologische Erklarung fir konotrunkale Herzfehler annehmen.

Die dritte Funktion von Cholin ist die Bereitstellung von Phospholipiden fur den Aufbau der
Zellmembran. Phosphatidylcholin (auch genannt Lecithin) und Sphingomyelin sind
Hauptbestandteile von Zellmembranen. Die Synthese von Phosohatidylcholin und
anschliefend Sphingomyelin geschieht Uber den CDP (Cytidindiphosphat)-Pathway.
Phosphatidylcholin stellt >50% der Phospholipide der Zellmembranen bei Saugern.

Die vierte Funktion von Cholin ist die Umwandlung Uber Trimethylamin im Darm und in der
Leber zu Trimethylamin N-oxid, welches die Zellen vor der destabilisierenden Wirkung von
Harnstoff schutzt, aber auch fur Atherosklerosebildung verantwortlich gemacht wird (Yang
et al. 2019). (s. Abbildung 1)

Cholin wird Uber die Nahrung aufgenommen, v.a. Uber Lebensmittel wie Eier, Leber,
Lachs, Fleisch, Weizenkeime, Milch, Rosenkohl, Broccoli und Mandeln. Aufgenommen
wird es in Form von Phosphatidylcholin, Sphingomyelin, Phosphocholin,
Glycerophosphocholin und freiem Cholin. In (membranreichen) tierischen Nahrungsmitteln
ist mehr Cholin enthalten als in pflanzlichen Nahrungsmitteln (Korsmo, Jiang, and Caudill
2019). AuRerdem kann Cholin in geringen Mengen endogen durch
Phosphatidylethanolamine-N-methyltransferase (PEMT) in der Leber synthetisiert werden
(Resseguie et al. 2007). PEMT ist von S-Adenosylmethionin (SAM) abhangig, welches aus
Methionin hergestellt wird nach Umwandlung von Homocystein in Methionin. Diese de-

novo Synthese von Cholin ist daher selbst von einer ausreichenden Menge Methylgruppen
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abhangig. Bei Cholinmangel gibt es dementsprechend nur begrenzte Moéglichkeiten fiir den

Korper dieses zu synthetisieren.

Der Fetus kann Cholin nicht selbst synthetisieren und ist daher vollstdndig vom Transport
von Cholin Uber die Plazenta abhangig. Der fetale Bedarf an Cholin ist wahrend der
gesamten Schwangerschaft sehr hoch (Visentin et al. 2015; Zeisel 2006), so dass die
maternalen Cholinspeicher aufgebraucht werden. Schwangere haben dementsprechend
einen erhohten Bedarf an Cholin. Bei Neugeborenen war nach Studien von llcol et al. die
Konzentration von freiem Cholin hoéher als bei der Mutter, die von Phospholipid-
gebundenem Cholin niedriger als bei der Mutter (licol, Uncu, and Ulus 2002). Nach der
Geburt fiel die Cholin-Konzentration in einer Studie von Zeisel et al. innerhalb der ersten
Lebenswoche auf Werte von Erwachsenen ab. Wahrend der Fetalzeit und
Neugeborenenperiode war sie sechs- bis sieben-mal héher als bei Erwachsenen (Zeisel
2006).

Die Deutsche Gesellschaft fir Ernahrung empfiehlt Frauen mindestens vier Wochen vor
einer geplanten Schwangerschaft bis zum Ende des ersten Trimenon die Einnahme von
400 pg Folsaure oder aquivalente Dosen anderer Folate. Bei spaterem Beginn ist die
doppelte Menge Folsdure pro Tag empfohlen. Darlber hinaus wird empfohlen bei
entsprechendem  Mangel eine Eisensupplementation  durchzufiihren  sowie
Docosahexaensaure (DHA) bei unzureichender Aufnahme von fettreichem Meeresfisch zu
supplementieren. Cholin ist in diese offiziellen Empfehlungen zur Supplementation bislang
nicht aufgenommen. Die EFSA (European Food Safety Authority) gab im Jahr 2016
Empfehlungen zur taglichen Cholin-Zufuhr heraus. Fir Erwachsene ist eine tagliche
Menge von 400 mg/d empfohlen, fur Schwangere 480 mg/d und fir Stillende 520 mg/d, da
etwa 120 mg/d Uber die Muttermilch an das Kind weitergegeben wird. Ab einem Alter von
7 — 11 Monaten sollten Sauglingen 160 mg/d zugefuhrt werden und im Alter von 1 — 17
Jahren 140 mg/d bis 400 mg/d (Anon 2016).

Die tatsachlich aufgenommene Menge Cholin Uber die Nahrung war Studien zufolge
allerdings nicht ausreichend, schon gar nicht, um den erhdhten Bedarf wahrend der
Schwangerschaft zu decken. Die empfohlene Tagesmenge erreichten einer
amerikanischen Studie zufolge nur etwa 10% der Studienteilnehmer und nur 8% der
schwangeren Studienteilnehmerinnen (Wallace et al. 2018). Die dieser Studie zugrunde
liegende empfohlene Menge an Cholin hatte allerdings die Pravention von Leberschaden
durch einen Cholinmangel zum Ziel, welche bei Erwachsenen bei einem Mangel an Cholin

beschrieben sind (Zeisel et al. 1991). Sie kann daher nicht ganzlich auf die Situation
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Schwangerer Ubertragen werden. Die PEMT-Genexpression wird durch Ostrogen
induziert, so dass wahrend der Schwangerschaft mehr Cholin synthetisiert wird (Zeisel
2011a). Yan et al. zufolge wurde Cholin wahrend der Schwangerschaft v.a. fur die
Synthese von Phosphatidylcholin genutzt, sie benétigen also fur einen ausreichenden Pool

an Methylgruppen noch weitaus hdhere Mengen Cholin (Yan et al. 2013).

Die Mindestmenge Cholin ist darlber hinaus u.a. auch abhangig von genetischen
Varianten des Cholinstoffwechsels. Ob ein Cholinmangel symptomatisch wird hangt nicht
nur von der zugefihrten Menge oder der Konzentration des Nahrstoffes im Kdrper ab. Es
gibt viele Hinweise dafilr, dass Interaktionen zwischen Nahrstoffen und genetischen
Polymorphismen im Stoffwechsel das Auftreten von Fehlbildungen beeinflussen. Das sind
z.B. Polymorphismen im Gen MTHFD1 (Methylentetrahydrofolate-Dehydrogenase 1) oder
PEMT, welche mit einer erhdhten Inzidenz an Fehlbildungen, u.a. angeborenen

Herzfehlern, assoziiert sind (Smallwood, Allayee, and Bennett 2016).

Cholin ist beim ungeborenen Kind u.a. fur die Entwicklung des Gehirns wichtig. Es ist an
der Proliferation, der Migration und Differenzierung von neuronalen Vorlauferzellen und
Vorlauferzellen des Endothels beteiligt (Zeisel 2011b). Bereits bekannt ist, dass ein
Cholinmangel bei Embryonen, wie ein Mangel an Folat, Neuralrohrdefekte und
kraniofaziale Fehlbildungen verursacht (Shaw et al. 2009). Neuralleistenzellen sind nicht
nur Ursprung embryonalen neuralen Gewebes. Zellen der Neuralleiste wandern wahrend
der Kardiogenese in die Konus- und Truncuswdlste ein und sind wie bereits beschrieben
v.a. an der Bildung des Ausflusstrakts beteiligt. Es liegt daher nahe, dass Stérungen die
zu neuralen Schaden fuhren ebenfalls zu Schadigungen der kardialen Entwicklung fiihren
koénnen. Bisher gibt es nur wenige epidemiologischen Studien, die einen Zusammenhang

zwischen Cholin und angeborenen Herzfehlern untersuchten (Bahado-Singh et al. 2014a).

Im menschlichen Korper liegt Cholin in wasserléslichen Formen (freies Cholin,
Phosphocholin, Glycerophosphocholin) oder fettléslichen Formen (Phosphatidylcholin,
Sphingomyelin) vor (A. Wiedeman et al. 2018). In der friihen Kindheit kommt Cholin v.a. in
den wasserloslichen Formen vor, wahrend es bei Erwachsenen v.a. in der fettléslichen
Form vorkommt (Wiedeman Manriquez 2017). Zudem ist die Konzentration von freiem
Cholin in der friihen Kindheit hdher als bei Erwachsenen. Die Ursache hierflr ist noch nicht
vollstandig erklart, konnte aber an dem sich noch in Entwicklung befindlichen Gehirns
liegen (ILCOL et al. 2005). Die Konzentration von Cholin bei Neugeborenen ist deutlich
hoéher als die bei Erwachsenen. Postnatal kommt es innerhalb von 48 Stunden zu einem

starken Abfall der Konzentration von Cholin beim Kind. Innerhalb der ersten Lebensjahre
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fallt die Konzentration dann auf Werte wie sie bei Erwachsenen gemessen werden
(Buchman et al. 2001).

Cholin, angeborene Fehlbildungen und die kognitive Entwicklung in der Literatur
Einige Studien aus Tierversuchen und am Menschen deuten darauf hin, dass es einen
Zusammenhang zwischen Cholin und angeborenen Fehlbildungen wie Neuralrohrdefekten

oder der kognitiven Entwicklung gibt.

So fuhrte eine Cholin-defiziente Diat zu gestdrter Neurogenese und Angiogenese im
fetalen Hippocampus bei Mausen und Ratten. Ein Cholinmangel reduzierte die Migration
neuronaler Zellen und erhéhte die Rate von Apoptose in fetalen neuronalen

Vorlauferzellen, was die spatere kognitive Funktion beeintrachtigen kann (Zeisel 2011b).

Auch bei reifgeborenen Kindern konnte ein Zusammenhang zwischen den maternalen
Konzentrationen von Cholin und Betain wahrend der Schwangerschaft und der friihen
kognitiven Entwicklung bestatigt werden (Wu et al. 2012). Dartber hinaus fuhrte ein
Mangel an Cholin zu Stérungen in der Retinogenese mit Defekten in der Zytoarchitektur
der Retina und so zu mdglichen Visusveranderungen (Trujillo-Gonzalez |, Friday WB,
Munson CA, Bachleda A, Weiss ER, Alam NM, Sha W, Zeisel SH 2019). Eine Gruppe aus
North Carolina untersuchte Mausembryonen, die Inhibitoren des Cholinstoffwechsels
(DMAE und ET-18-OCH?) ausgesetzt waren. Diese Inhibitoren fiinrten dosisabhangig zu

Neuralrohrdefekten und Fehlbildungen von kraniofazialen Strukturen (Fisher et al. 2001).
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Fragestellungen
All diese Aspekte machen deutlich, dass Cholin und seinen Metaboliten eine wichtige Rolle

in der embryonalen Entwicklung zukommt.

Ziel dieser Studie ist es daher einen mdglichen Zusammenhang zwischen der
Konzentration von Cholin und seinem Metabolit Betain und der Entstehung von

angeborenen Herzfehlern zu erkennen.

Meist finden Vater in Studien nicht ausreichend Berticksichtigung, obgleich bereits deutlich
ist, dass auch paternale Faktoren die embryonale Entwicklung beeinflussen. Daher sollen
in dieser Studie auch die Cholin- und Betainkonzentrationen bei Vatern bestimmt werden,

um diese wichtige Rolle der Vater in der pranatalen Entwicklung Rechnung zu tragen.

Die Fragestellungen dieser Studie sind:

(1) Gibt es eine Dosisabhangigkeit zwischen den Konzentrationen von Cholin und Betain
bei Kindern mit angeborenem Herzfehler und dem Schweregrad dieses Herzfehlers oder
dem Vorliegen eines konotrunkalen Herzfehlers?

(2) Gibt es eine Dosisabhangigkeit zwischen den Konzentrationen von Cholin und Betain

bei Eltern von Kindern mit angeborenem Herzfehler und dem Schweregrad dieses

Herzfehlers oder dem Vorliegen eines konotrunkalen Herzfehlers?

29



6. Methoden

Ziel der Studie war es eine Dosisabhangigkeit zwischen Cholin und Betain und der
Schwere eines angeborenen Herzfehlers oder dem Vorliegen eines konotrunkalen
Herzfehlers zu nachzuweisen. Hierfur wurden Cholin und Betain im Plasma von Kindern
mit angeborenen Herzfehlern und bei deren Eltern untersucht, sowie im Urin des
betroffenen Kindes. Darlber hinaus wurden Risikofaktoren fiir das Vorliegen eines
angeborenen Herzfehlers sowie spezielle Diaten, die die Cholin- und Betain-Konzentration
beeinflussen kénnen, mittels eines Fragebogens erfasst. Zunachst stand das Erkennen
einer moglichen Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen den Konzentrationen der Cholin-
Metaboliten im Blut und Urin und der Schwere der angeborenen Herzfehler im
Vordergrund. Es gibt bisher keine Studien, die das Schatzen einer Effektgrofie
ermdglichen. Wir schlagen als relevant einen Unterschied der Plasma-Konzentration von
Cholin und Betain im Bereich von 3-5 uM vor, der durch Supplementation von Cholin oder
Betain ausgeglichen werden kann. Wenn ein Unterschied gefunden wird, muss im
nachsten Schritt untersucht werden, ob die Supplementation von Cholin mit Anheben der
Cholin-Konzentrationen auf den Zielbereich zu einer Reduktion von angeborenen
Herzfehlern flhrt.

Wie bereits beschrieben gibt es keine einheitliche Definition der Schweregrade von
angeborenen Herzfehlern. Klassifikationssysteme orientieren sich an der Auspragung des
Defekts, der Notwendigkeit einer Intervention zur Korrektur dieses Defektes und daran, zu
welchem Zeitpunkt diese erfolgen muss. Fur die Analysen wurde entschieden, die
Assoziation nach zwei verschiedenen Kilassifikationssystemen der Schweregrade zu
untersuchen. Zum einen nach der Klassifikation der PAN-Studie, um die Ergebnisse mit
Daten innerhalb Deutschlands vergleichen zu kénnen. Zum anderen nach der EUROCAT-
Klassifikation, um die Ergebnisse etwas breiter mit Daten innerhalb Europas vergleichen

zu konnen.

Beide hier genutzten Klassifikationssysteme basieren auf Registerdaten. Unterschiede
sind eine Gruppe moderater angeborener Herzfehler in der Klassifikation nach der PAN-
Studie. Diese schlie3t u.a. VSD ein, welche weder klein noch muskular sind und damit
selten spontan verschlieRen. Darlber hinaus in die Gruppe der moderaten Herzfehler
eingeschlossen sind der AVSD, die AS, die ISTA und die PAPVC. VSD sind in der
Klassifikation nach EUROCAT alle als leicht eingruppiert, wahrend die anderen als
moderat eingestuften Herzfehler bei EUROCAT als schwer klassifiziert werden. Die
PAPVC findet in der Klassifikation nach EUROCAT keine Berlcksichtigung.
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In der Annahme, dass ein Cholinmangel zu niedrigeren Konzentrationen von Acetylcholin
fuhrt, welches fur die Funktion von Neuralleistenzellen gebraucht wird, wurde dartber
hinaus untersucht, ob es eine Assoziation der Konzentrationen der Biomarker und dem

Vorliegen eines konotrunkalen Herzfehlers gibt.

Hier wurde unterschieden zwischen konotrunkalen Herzfehlern mit Einschluss von
dysplastischen Aorten- und Pulmonalklappen und ohne dysplastische Klappen, da die
Rolle der Neuralleistenzellen in der Entstehung dieser Taschenklappen noch nicht
vollstandig geklart ist. So kdnnten, sofern es einen signifikanten Unterschied zwischen der
Konzentration der Biomarker bei dysplastischen und nicht dysplastischen Taschenklappen
gibt, Rickschlusse gezogen werden, ob auch die Entstehung der Taschenklappen von

Neuralleistenzellen und damit von Cholin abhangig ist.

Einschlusskriterien

Eingeschlossen wurden Kinder mit angeborenem Herzfehler jeden Schweregrades im
Alter von 0-10 Jahren, mit oder ohne syndromale Erkrankung. Daruber hinaus wurden
beide Eltern dieser Kindern eingeschlossen. Auf die Untersuchung einer Kontrollgruppe
wurde bewusst verzichtet, um einen Informationsbias zu vermeiden. Aufgrund der hohen
Spannbreite des Alters der Kinder bei Einschluss in die Studie, ist davon auszugehen, dass
sich Eltern von gesunden Kindern nicht mehr zuverlassig an die Perinatalzeit erinnern und
so die Erhebung von Risikofaktoren mittels des Fragebogens nicht mit ausreichender

Sicherheit durchgefiihrt werden kann.

Ausschlusskriterien

Ausgeschlossen wurden durch IVF/ICSI entstandene Schwangerschaften, minderjahrige

Eltern, schwangere Mutter und Kinder mit angeborenen Stoffwechselerkrankungen.

Durchfiihrung

Dies ist eine Interimsanalyse, welche die Ergebnisse der von Januar 2020 bis Mai 2021
am Universitatsklinikum des Saarlandes an der Klinik fir Padiatrische Kardiologie
eingeschlossenen Studienteilnehmern vorstellt. Nach ausfihrlicher Aufklarung und
Einverstandnis der Erziehungsberechtigten erfolgte der Einschluss in die Studie. Mittels
eines von beiden Elternteilen ausgefiillten Fragebogens erfolgte die Erfassung von
Risikofaktoren sowie diatetischen Informationen. Die Entnahme der Blut- und Urinproben
der Kinder erfolgte im Rahmen der Studie mit der Kenn-Nr. 177/09 (Arztekammer Saarland

06.07.2018) und diese wahrend der routinemafRigen Entnahme von Blutproben, so dass
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hierfir keine gesonderte Gefalipunktion notwendig war. Urinproben wurden bei
Sauglingen und jungen Kindern mittels Beutelurin gewonnen, bei alteren Kindern mittels
Spontanurin. Die Entnahme der Blutproben der Eltern erfolgte im Rahmen einer
einmaligen GefalRpunktion. Fur die in dieser Studie durchgefiihrten Untersuchungen wurde
das Blut zentrifugiert, Plasma gewonnen und der Probenrest an die Biobank des

Kompetenznetzwerkes fur angeborene Herzfehler (Kenn-Nr. 177/09) weitergeleitet.

Erfassung moglicher Risikofaktoren mittels eines Fragebogens

Der Fragebogen beinhaltete demographische Informationen zu beiden Elternteilen, Fragen
zu frlheren Schwangerschaften, weiteren Kindern, der Schwangerschaft mit dem
betroffenen  Kind, weiteren Risikofaktoren wie Rauchen, Alkoholkonsum,
Medikamenteneinnahme der Eltern, der Einnahme von Vitaminpraparaten sowie zu

Essgewohnheiten der Eltern.

Erfassung von Informationen liber den Gesundheitszustand

Erfasst wurden die Diagnose des betroffenen Kindes, Zeitpunkt der Diagnosestellung des
angeborenen Herzfehlers sowie weitere Erkrankungen, Ort der Geburt, Geburtsgewicht
und -gréle und Komplikationen wahrend der Schwangerschaft und der Geburt. Der

gesamte Fragebogen ist im Anhang dieser Arbeit hinterlegt.

Biochemische Analysen der Blut- und Urinproben

Nach Entnahme wurden die Blut- und Urinproben an das Zentrallabor des Instituts fir
Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin am Universitatsklinikum des Saarlandes in
Homburg gesendet, wo die Messungen der Konzentrationen von Cholin und Betain im

Plasma und Urin durchgefuhrt wurden.

Fir die biochemischen Analysen wurde die Methode UPLC-MS/MS-HILIC verwendet, was
fur Ultra Performance Liquid Chromatography, Tandem Mass Spectrometry, Hydrophilic
Interaction Liquid Chromatography steht. Eine detaillierte Beschreibung dieser Methode
wurde von Kirsch et al. veroffentlicht (Kirsch et al. 2010).

Kurz zusammengefasst braucht man zur Vorbereitung eine Standardlésung. Als interne
Hausstandardlésung wurde d9-Cholin- und d9-Betain-Chlorid verwendet. Weitere Zusatze
sind Ammoniumformiat, Ameisensaure, Acetonitrii (von Biosolve, Valkenswaard,
Niederlande) und hochreines Wasser von Milli-Q-Wasseraufbereitungssysteme (Millipore,
Molsheim, Frankreich). Die Proben wurden bei 2000 x g bei 4°C fir 10 Minuten

zentrifugiert, anschlieRend Plasma und Serum getrennt und bei -70°C gelagert. Jeweils 3
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ml dieses Materials wurde dann mit einem Spectra/Por Float-A-Lyzer CE (MWCO: 8000
Dalton, Carl Roth GmBH, Karlsruhe) gegen 150 ml einer Phosphatgepufferten
Kochsalzlésung dialysiert (4 mmol/l Natrium EDTA, Sigma-Aldrich, Minchen). Die Urin
Kreatinin Konzentration wurde mittels COBAS INTEGRA System (Roche Diagnostics,
Mannheim) gemessen. Die Messungen wurden anschlieBend kalibriert, die Proben
aufgetaut, erneut zentrifugiert und die Urinproben 1:5 mit Wasser verdunnt. Die Probe, der
Kalibrator und die Qualitatskontrolle wurden dann alle der internen Standardlésung in
Acetonitril zugegeben, alles fur 30 Sekunden gut durchmischt, anschlieBend erneut
zentrifugiert bei 10000 x g bei Raumtemperatur und in ein Glasvial gefllt.

Fir die Messungen wurde ein Acquity Ultra Performance LC System mit einem MicroMass
Quattro Premier XE Tandem Quadrupol Massenspektirometer (Waters Corporation,
Milford, MA, USA) gekoppelt.

Die Entscheidung flur die Konzentration von freiem Cholin und Betain erfolge, da die
Konzentrationen stabil sind, auch wenn sie bei Raumtemperatur einige Zeit gelagert
werden. Dies war notwendig, da die Probenentnahme im klinischen Alltag zu keinem
Zeitpunkt standardisiert moglich ist, sondern sich den Gegebenheiten des klinischen
Alltags anpassen muss und somit Proben teilweise auch an Wochenenden entnommen

wurden, wenn sie nicht direkt verarbeitet werden konnten.

Die Cholin-Konzentration kann durch Nuchternheit beeinflusst werden, wobei dies bei
Kindern nur bedingt berlcksichtigt werden kann, da es ethisch nicht vertretbar ist. In einer
Studie von Wiedeman et al. waren die Konzentrationen von Cholin postprandial zwar
signifikant hoher als nach einer Fastenzeit Gber Nacht, allerdings immer noch im Bereich

eines Referenzintervalls. (A. M. Wiedeman et al. 2018)

Statistik

Die statistischen Analysen wurden mittels SPSS (Version 2) durchgefihrt. Fir die
Korrelation der Plasma- und Urin-Konzentrationen von Kind und Eltern wurde der
Korrelationskoeffizient R nach Spearman-Rho-Test berechnet. Die Korrelation wurde nach
fallweisem (n=29) und paarweisem Ausschluss berechnet. Um Unterschiede innerhalb der
verschiedenen Schweregrade zu berechnen, wurde ANOVA durchgefuhrt. Die univariate
Analyse der Varianz ist in R-Quadrat angegeben. Nicht normalverteilte Daten wurden
logarithmiert und diese fur weitere Analysen verwendet. Eine Adjustierung flur Alter und
Gewicht wurde durchgefihrt. Zum einen ist die Konzentration von Cholin und Betain stark
abhangig vom Alter, zum anderen sind schwer kranke Kinder oft dystroph, so dass das
Gewicht fir das Alter nicht adaquat ist. P-Werte <0,05 sind signifikant.
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Votum der Ethikkommission

Die Studie (Kenn-Nr. 54/20) wurde der Ethikkommission der Arztekammer des Saarlandes
zur Beurteilung vorgelegt und entsprechend §8 der Geschaftsordnung vom Vorsitzenden
gepruft. Es erfolgte keine Beratung durch die gesamte Kommission. Gegen die
Durchfihrung der Studie im Prifzentrum - Klinik fur Padiatrische Kardiologie,
Universitatsklinikum des Saarlandes, 66421 Homburg — bestehen weder berufsrechtliche
noch ethische Bedenken.
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7. Ergebnisse

Beschreibung der Kohorte

Fir die Interimsanalyse der hier untersuchten Studie konnten im Zeitraum von Januar 2020 —

Mai 2021 69 Patienten und deren Eltern in die Studie eingeschlossen werden.
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Abbildung 2. Anzahl (n) der angeborenen Herzfehler in der hier vorliegenden Kohorte. PDA
= Persistierender Ductus arteriosus, AVSD = Atrioventrikularer Septumdefekt, VSD =
Ventrikelseptumdefekt, ASD Il = Vorhofseptumdefekt vom Sekundumtyp, AS = Aortenstenose,
ISTA = Aortenisthmusstenose, HLHS = Hypoplastisches Linksherzsyndrom, PA =
Pulmonalatresie, TA = Trikuspidalatresie, TAC = Truncus arteriosus communis, TGA =
Transposition der gro3en Arterien
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Die schweren angeborenen Herzfehler machten sowohl in der Klassifikation nach der PAN-
Studie als auch nach der EUROCAT-Klassifikation den Grof3teil aus und belaufen sich auf
48% bzw. 62%. Ein konotrunkaler Herzfehler lag in 41% bzw. 48% der Falle vor, abhangig
davon, ob dysplastische Aorten- und Pulmonalklappen eingeschlossen werden. Genetische
Erkrankungen lagen in der hier vorliegenden Kohorte in 19% der Falle vor. Hierbei sind die
Trisomie 21, das CHARGE-Syndrom, das Ivemark-Syndrom, das Heterotaxie-Syndrom, das

Williams-Beuren-Syndrom und die Mikrodeletion 22q11 vertreten.

Der Grofiteil der Kinder in der hier vorliegenden Kohorte war das erste Kind der Familie.
Jeweils etwa 20% kamen als zweites Kind oder spater auf die Welt. Nur wenige Familien
hatten weitere Kinder mit angeborenen Herzfehlern (4% der Mutter und 5% der Vater) oder

anderen chronischen Erkrankungen (jeweils 7% der Mitter und Vater).

In 35% der Falle wurde in der hier untersuchten Kohorte die Diagnose des angeborenen
Herzfehlers pranatal gestellt. Lag ein schwerer angeborener Herzfehler vor, so wurde die
Diagnose in 45% der Falle pranatal gestellt. Sofern die Diagnosestellung postnatal erfolgte,
geschah dies bei 60% der Kinder im ersten Lebensmonat. Die Kinder waren zum Zeitpunkt
des Einschlusses in die Studie im Mittel 165 Wochen alt, 12 kg schwer und 84 cm groR3. Die
Mutter der betroffenen Kinder waren im Durchschnitt 35 Jahre alt, wogen 74 kg und waren 167
cm grof3. Die Vater der betroffenen Kinder waren im Durchschnitt 37 Jahre alt, wogen 87 kg

und waren 178 cm grof3. (Tabelle 2)
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Tabelle 2. Daten der Kinder mit angeborenem Herzfehler

Daten als n / gesamt n, Haufigkeit in %

Schweregrad des angeborenen Herzfehlers leicht 16/69, 23%
nach der klassischen Definition (PAN-Studie) mittel 20/69. 29%
schwer 33/69, 48%
Schweregrad des angeborenen Herzfehlers andere 26/69, 38%
nach der EUROCAT-Klassifikation schwer 43/69. 62%
Vorliegen eines konotrunkalen Herzfehlers
. 28/69, 41%
(ohne dysplastischen Klappen)
Vorliegen eines konotrunkalen Herzfehlers
] . 33/69, 48%
(mit dysplastischen Klappen)
Zeitpunkt der Diagnose pranatal 24/68, 35%
erster
26/68, 38%
Lebensmonat
spater 17/68, 25%

Geburtsort in Deutschland

67/68, 99%

Angabe in Mittelwert (SD), n gesamt

Alter der Kinder

zum Zeitpunkt der Studie in Wochen

165 (178), n=65

Alter der Kinder leicht
in Wochen nach Schweregrad moderat
schwer

220 (143), n=15
164 (231), n=18
140 (157), n=32

Angabe in Mittelwert (SD), Median [IQR], und % der verfugbaren Daten

Grol3e der Kinder zum Zeitpunkt der Studie (cm)

84 (27), 78 [45], 93%

Gewicht der Kinder zum Zeitpunkt der Studie (kg)

12 (8), 11 [13], 97%

Geburtsgewicht (g) 3020 (801), 3005 [920], 99%
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Risikofaktoren

Etwa jeweils ein Drittel der Matter waren nur einmal, zweimal oder mehrmals schwanger. Die
Mehrheit der Mutter war nicht berufstatig, wahrend die meisten Vater voll berufstatig waren.
Nur jeweils 19% der Eltern hatten eine Hochschule besucht. Fast alle Kinder und ein Grofteil

der Eltern wurden in Deutschland geboren.

Das Rauchverhalten der Mutter und Vater war ahnlich. 71% der Mutter und 65% der Vater
sind Nichtraucher. Nur jeweils 6% rauchten mehr als 20 Zigaretten pro Tag. Wahrend der
Schwangerschaft rauchten 14% der Mitter, vor der Schwangerschaft 22% der Mutter. Alkohol

wurde lediglich von einer Mutter wahrend der Schwangerschaft konsumiert.

Vitaminpraparate wurden zum Zeitpunkt der Studie von 24% der Mutter und 11% der Vater
eingenommen. 77% der Mitter nahmen wahrend der Schwangerschaft Vitaminpraparate ein,
wahrend es vor der Schwangerschaft nur 25% der Mutter waren. War die Schwangerschaft
geplant, stieg der Anteil der Frauen, die bereits vor der Schwangerschaft Vitaminpraparate

einnahmen auf 31%.

Far die Einnahme von Vitaminpraparaten wahrend der Schwangerschaft und der Abhangigkeit
vom Schweregrad oder in Hinsicht auf das Vorliegen eines konotrunkalen Herzfehlers zeigte
sich, dass Mutter von Kindern mit schweren oder konotrunkalen Herzfehlern seltener wahrend
der Schwangerschaft Vitaminpraparate eingenommen hatten. Dies war signifikant nur nach
der Klassifikation nach EUROCAT. Hier nahmen 8,7% der Mutter von Kindern mit leichten
angeborenen Herzfehlern keine Vitaminpraparate ein, wahrend es 32,4% der Mditter von
Kindern mit schweren angeborenen Herzfehlern waren (p = 0,037). Nach der Klassifikation
nach der PAN-Studie erfolgte wahrend der Schwangerschaft keine Einnahme von
Vitaminpraparaten bei 15,3% der Mutter von Kindern mit leichten, bei 27,8% mit moderaten
und 23,1% mit schweren angeborenen Herzfehlern. Betrachtet man das Vorliegen eines
konotrunkalen Herzfehlers, so nahmen, wenn dieser vorlag, 25,9% (mit dysplastischen
Klappen) bzw. 26,1% (ohne dysplastische Klappen) der Mitter keine Vitaminpraparate im

Vergleich zu 20% bzw. 20,6% der Mutter von Kindern ohne konotrunkalen Herzfehler.

Die Essgewohnheiten unterschieden sich nur geringfliigig zum Zeitpunkt der Durchflihrung der
Studie. Mutter ernahrten sich im Vergleich zu Vatern haufiger vegan oder vegetarisch (7,4%
vs. 2,9%) und alden haufiger fleischarme Kost (25% vs. 7,4%). Allerdings ernahrte sich die
Mehrheit (65% der Mutter und 75% der Vater) mit normaler Mischkost. Vegan, vegetarisch
oder mit wenig Fleisch ernahrten sich wahrend der Schwangerschaft 27% der Mutter, wahrend

sich 72% von normaler Mischkost ernahrten.
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Die Kinder wurden in der der 29. — 41. Schwangerschaftswoche geboren, 16% sind
Friihgeborene, d.h. vor Vollendung der 37. Schwangerschaftswoche geboren. Sie wogen bei
Geburt durchschnittlich 3020 g bei Geburt. (Tabelle 3 und 4)
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Tabelle 3. Daten der Eltern von 69 Kindern mit angeborenem Herzfehler.

Mutter Vater

Angabe in Mittelwert (SD), Median [IQR], % der verfugbaren Daten

Alter (Jahre) 35 (4,5), 34 [5], 97% 38 (7), 37 [7], 90%
Gewicht (kg) 74 (19), 70 [23], 93% 87 (14), 87 [16], 80%
GroRe (cm) 167 (6), 165[10], 96% 178 (6), 180 [7], 81%
BMI (kg/m?) 27 (7), 25 [8], 96% 27 (4), 26 [5], 79%

Alter bei der Geburt (J) 32 (4), 32 [6], 93%

Gewicht vor Geburt (kg)

70 (19), 62 [22], 94%

Daten als n / gesamt n, Haufigkeit in %

Anzahl der 1 22/66, 32%

Schwangerschaften > 20/66, 29%
>3 24/66, 35%

Berufstatigkeit aktuell keine 38/66, 56% 3/61, 4%
100% 9/66, 13% 56/61, 82%
<100% 19/66, 28% 2/62, 3%

Bildung kein 1/64, 2% 1159, 2%

Schulabschluss

Real- oder

Hauptschule

(Fach-)abitur

Hochschule

39/64, 57%

11/64, 16%

13/64, 19%

33/59, 49%

12/59, 18%

13/59, 19%

Geburtsort der Eltern in Deutschland

55/66, 81%

46/61, 68%

Aktuelles Nichtraucher 48/65, 71% 44/60, 65%
Rauchverhalten 1-20/Tag 13/65, 19% 12/60, 18%
> 20/ Tag 4/65, 6% 4/60, 6%
weitere Kinder mit
3/64, 4% 3/61, 5%
- angeborenem Herzfehler
- anderen chron. Erkrankungen 5162, 7% 4/59, 7%
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Einnahme von Vitaminen wahrend der

16/65, 24% 7/61, 11%
Studie
Essgewohnheiten vegan /
5/66, 7% 2/58, 3%
wahrend Studie vegetarisch
wenig Fleisch 17166, 25% 5/58, 7%

normale
Mischkost

44/66, 65%

51/58, 75%
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Tabelle 4. Gewohnheiten der Mutter wahrend der Schwangerschaft mit dem Kind mit

angeborenem Herzfehler

Daten als n / gesamt n, Haufigkeit in %

Zigaretten pro Tag wahrend der 0 58/66, 85%
Schwangerschaft 1-5 5/66, 7%
6-20 5/66, 7%
Zigaretten pro Tag vor der Schwangerschaft | 0 49/64, 72%
1-5 3/64, 4%
6 —20 11/64, 16%
> 20 1/64, 2%
Alkohol wahrend der Schwangerschaft ja 1/64, 2%
Essgewohnheiten wahrend der vegan oder
. 4/65, 6%
Schwangerschaft vegetarisch
wenig
14/65, 21%
Fleisch
normale
47/65, 72%
Mischkost
Einnahme von Vitaminpraparaten wahrend ja
44/57, 77%
der Schwangerschaft
Einnahme von Vitaminpraparaten vor der ja
16/63, 25%
Schwangerschaft
Berufstatigkeit wahrend der Schwangerschaft | ja 32/64, 47%
Gewichtszunahme wahrend der <7kg 11/60, 18%
Schwangerschaft 8— 11 kg 18/60. 30%
>12kg 31/60, 52%

geplante Schwangerschaft ja 49/65, 75%




Konzentration von Cholin und Betain

Mittlere und mediane Konzentrationen

Die mittleren und medianen Konzentrationen von Cholin und Betain im Plasma bei Kind und
Eltern sowie im Urin bei Kindern und die Verhaltnisse dieser Konzentrationen kdnnen Tabelle
5 entnommen werden. Hier zeigte sich, dass die Konzentrationen von Cholin und Betain beim
Kind héher waren als bei den Eltern und bei beiden Elternteilen ahnlich, im Mittel 14,0 umol/I
und 52,4 ymol/l beim Kind im Vergleich zu 9,6 pmol und 35,2 umol/l bei der Mutter sowie 10,4
pumol/l und 41,7 umol/l beim Vater.

Die Konzentration von Betain war deutlich héher als die von Cholin, sowohl im Urin beim Kind
als auch im Plasma beim Kind und bei den Eltern. Das Verhaltnis von Plasma Betain zu
Plasma Cholin lag im Mittel bei 4,4 — 5,0 beim Kind und bei den Eltern. Im Urin des Kindes lag
dieses Verhaltnis im Mittel bei 40,4.
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Tabelle 5. Konzentrationen und Verhiltnisse der Konzentrationen von Cholin und

Betain im Plasma und Urin bei Kindern mit angeborenem Herzfehler und ihren Eltern

Kind Mutter Vater
Plasma Cholin (umol/l) 14,0 (10,2) 9,6 (5,2) 10,4 (5,5)
11,4 [6,9] 7,716,7] 8,51[9,3]
Plasma Betain (umol/l) 52,4 (17,4) 35,2 (12,3) 41,7 (19,9)
51,8 [29] 33,3 [15,1] 39,0 [10]
Plasma Betain / Cholin Ratio 4,9 (2,7) 44 (2,1) 5,0 (2,6)
4,7 [3,2] 4,4 [3,1] 4,4 [3,6]
Urin Cholin 1,6 (2,5)
(umol/mol Kreatinin) 0,7[1,2]
Urin Betain 65,6 (100,6)
(umol/mol Kreatinin) 8,7 [100]
Urin Betain / Cholin Ratio 40,4 (51,5)
17,2 [44,9]
Plasma Betain / Urin Betain Ratio 7,7 (8)
4,1[13,8]
Plasma Cholin / Urin Cholin Ratio 22,0 (26,8)
15,8 [18,7]

Daten angegeben in Mittelwert (SD), Median [IQR]
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Korrelationen

Eine positive Korrelation gab es zwischen der Konzentration von Plasma Cholin beider Eltern
(nach fallweisem Ausschluss R = 0,464; p = 0,011 und nach paarweisem Ausschluss R =
0,535; p = 0,001; n=36) sowie der Plasma-Konzentration von Cholin bei der Mutter und dem
Kind (nach fallweisem Ausschluss R = 0,701; p < 0,001 und nach paarweisem Ausschluss R
=0,531; p < 0,001; n=44).

Nach fallweisem Ausschluss gab es darlber hinaus eine negative Korrelation der Plasma-

Konzentration von Cholin beim Kind und der Plasma-Konzentration von Betain beim Vater (R
= -0,417; p = 0,024), eine positive Korrelation zwischen den Plasma-Konzentrationen von
Betain beider Eltern (R = 0,369; p = 0,049) und einen Trend zwischen den Plasma-
Konzentrationen von Cholin beim Kind und dem Vater (R = 0,349; p = 0,064). (Tabelle 6)

Nach paarweisem Ausschluss gab es aufllerdem eine positive Korrelation der Urin-

Konzentration von Cholin des Kindes mit der Urin-Konzentration von Betain des Kindes (R =
0,734; p = < 0,001; n=54), sowie der Plasma-Konzentration von Cholin des Kindes mit der
Urin-Konzentration von Betain des Kindes (R = 0,373; p = 0,011; n=46) und der Urin-
Konzentration von Cholin des Kindes ( R = 0,460; p = 0,001; n=45). Der Trend einer negativen
Korrelation fiel hier aulRerdem zwischen der Plasma-Konzentration von Cholin des Kindes und
der Plasma-Konzentration von Betain des Vaters auf (R =-0,323; p = 0,062; n=34). Der Trend
einer positiven Korrelation fiel zwischen der Plasma Cholin- und Betain-Konzentration des
Kindes auf (R = 0,249; p = 0,075; n=52). (Tabelle 7)
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Tabelle 6. Korrelation der Plasma-Konzentrationen von Betain und Cholin nach

fallweisem Ausschluss (n=29)

Plasma Plasma Plasma Plasma Plasma
Betain Cholin Betain Cholin Betain Kind
Vater Vater Mutter Mutter

Urin Cholin Kind -0,200 0,042 0,133 0,060 0,256
(0,338) (0,842) (0,526) (0,774) (0,216)

Urin Betain Kind -0,048 0,299 0,070 -0,053 0,233
(0,816) (0,147) (0,741) (0,800) (0,284)

Plasma Cholin -0,417 0,349 -0,11 0,701 0,075

Kind (0,024) (0,064) (0,569) (<0,001) (0,700)

Plasma Betain -0,113 -0,069 0,066 -0,021

Kind (0,561) (0,720) (0,735) (0,912)

Plasma Cholin -0,212 0,464 0,131

Mutter (0,269) (0,011) (0,498)

Plasma Betain 0,369 -0,026

Mutter (0,049) (0,894)

Plasma Cholin -0,044

Vater (0,821)

Angabe in Korrelationskoeffizient R und (p Wert) nach Spearman-Rho Test. Die

Korrelationen mit p-Wert <0,1 sind markiert.
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Tabelle 7. Korrelation der Plasma-Konzentrationen von Betain und Cholin nach

paarweisem Ausschluss

Plasma Plasma Plasma Plasma Urin Urin Plasma
Betain Cholin Betain Cholin Betain Cholin Betain
Vater Vater Mutter Mutter Kind Kind Kind

Plasma -0,323 0,258 -0,145 0,531 0,373 0,460 0,249

Cholin (0,062) (0,148) (0,346 (<0,001), (0,011) (0,001) (0,075)

Kind n=34 n=33 n=44 n=44 n=46 n=45 n=52

Plasma -0,066 -0,103 -0,021 -0,176 0,197 0,177

Betain (0,705) (0,563) (0,892) (0,248) (0,184) (0,239)

Kind n=35 n=34 n=45 n=45 n=47 n=46

Urin -0,057 0,001 -0,068 0,015 0,734

Cholin (0,744) (0,994) (0,654) (0,921) (<0,001),

Kind n=35 n=34 n=46 n=46 n=54

Urin -0,197 -0,111 -0,127 -0,043

Betain (0,250) (0,525) (0,395) (0,774)

Kind n=36 n=35 n=47 n=47

Plasma -0,090 0,535 0,089

Cholin (0,594) (0,001) (0,524)

Mutter n=37 n=36 n=53

Plasma 0,277 0,028

Betain (0,097) (0,871)

Mutter n=37 n=36

Plasma 0,097

Cholin (0,542)

Vater n=42

Angabe in Korrelationskoeffizient R und (p Wert) nach Spearman-Rho Test. Die

Korrelationen mit p-Wert <0,1 sind markiert.
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Unterschiede der Konzentrationen bei Kindern

Bei Kindern mit angeborenem Herzfehler ergab sich fir die Konzentrationen von Plasma
Cholin, Plasma Betain und Urin Cholin kein signifikanter Unterschied zwischen den
verschiedenen Schweregraden oder in Hinblick auf das Vorliegen eines konotrunkalen

Herzfehlers.

Lediglich bei der Konzentration von Betain im Urin nach Klassifikation nach der PAN-Studie

fiel eine signifikante Korrelation auf. Hier betrugen die Konzentrationen im Mittel 5,9 vs. 111,2
und 59,4 umol/mol Kreatinin bei leichten, moderaten und schweren angeborenen Herzfehlern
(p =0,008). Dies war auch als Trend bei konotrunkalen Herzfehlern mit und ohne dysplastische
Klappen zu erkennen. Auch hier war die Konzentration von Betain im Urin bei konotrunkalen
Herzfehlern héher (ohne dysplastische Klappen im Mittel 83,1 vs. 53,0 umol/mol Kreatinin; p
= 0,073, adjustiert nach Alter und Gewicht p = 0,293 sowie mit dysplastischen Klappen im
Mittel 71,9 vs. 59,1 pmol/mol Kreatinin; p = 0,188, adjustiert p = 0,777). Nach der Klassifikation
nach EUROCAT hingegen war die Konzentration von Betain im Urin bei schweren
angeborenen Herzfehlern niedriger (im Mittel 63,8 vs. 68,9 ymol/mol Kreatinin; p = 0,372,
adjustiert p = 0,657).

Nach der EUROCAT-Klassifikation war die Konzentration von Cholin im Plasma bei schweren

angeborenen Herzfehlern niedriger als bei leichten angeborenen Herzfehlern, verpasste
allerdings das Signifikanzniveau (im Mittel 13,0 vs. 16,3 umol/l; p = 0,238, adjustiert nach Alter
und Gewicht p = 0,095). Nach Klassifikation nach der PAN-Studie war die Cholin-
Konzentration im Plasma bei leichten angeborenen Herzfehlern niedriger als bei moderaten
und schweren, dies war jedoch ebenfalls nicht signifikant (im Mittel 10,9 mmol/l vs. 20,6 und
12,2 ymol/l; p = 0,067, adjustiert p = 0,203). Bei konotrunkalen Herzfehlern war sie ebenfalls
niedriger als bei nicht konotrunkalen, allerdings auch hier ohne Erreichen des
Signifikanzniveaus (ohne dysplastische Klappen im Mittel 14,4 vs. 14,5 pmol/l bei
konotrunkalen und nicht konotrunkalen Herzfehlern; p = 0,638, adjustiert p = 0,436 und mit
dysplastischen Klappen im Mittel 13,1 vs. 15,1 ymol/l; p = 0,529, adjustiert 0,232).

Fir die Konzentration von Cholin im Urin zeigte sich kein einheitlicher Unterschied nach den

Schweregraden.

Auch fiir die Konzentration von Betain im Plasma ergab sich kein signifikanter Unterschied.

Sie war bei konotrunkalen Herzfehlern hoher als bei nicht konotrunkalen Herzfehlern (ohne
dysplastische Klappen im Mittel 53,0 vs. 51,8 ymol/l, p = 0,692, adjustiert 0,742; mit
dysplastischen Klappen im Mittel 56,2 vs. 48,4 ymol/l, p = 0,121, adjustiert p = 0,451).
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Orientiert an den verschiedenen Schweregraden war sie bei schweren angeborenen
Herzfehlern nach der PAN-Studie am hdchsten (im Mittel 55,2 vs. 49,3 und 48,8 uymol/l bei
schweren, leichten und moderaten angeborenen Herzfehlern; p = 0,477, adjustiert p = 0,841),
nach der EUROCAT-Klassifikation hingegen bei den leichten angeborenen Herzfehlern am
héchsten (im Mittel 54,1 vs. 51,6 umol/l bei leichten und schweren angeborenen Herzfehlern;
p = 0,737, adjustiert p = 0,672). (Tabelle 8)

Unterschiede der Konzentrationen bei den Eltern

Bei den Eltern von Kindern mit angeborenem Herzfehler fielen Unterschiede fir die Plasma-
Konzentrationen von Cholin beider Eltern zwischen den Schweregraden auf, signifikant war
dies allerdings nur nach Klassifikation nach EUROCAT (p = 0,039 bei der Mutter und p = 0,018

beim Vater). Hier war sie bei den schweren angeborenen Herzfehlern niedriger als bei leichten

angeborenen Herzfehlern (im Mittel 8,7 vs. 11,0 umol/l; p = 0,039 bei der Mutter und im Mittel
9,2 vs. 12,2 uymol/l; p = 0,018 beim Vater). Dies stellte sich so auch nach der Klassifikation
nach der PAN-Studie dar, allerdings wurde das Signifikanzniveau nicht erreicht (im Mittel 8,7
vs. 11,0 und 10,0 umol/l bei schweren, leichten und moderaten angeborenen Herzfehlern; p =
0,163 bei der Mutter und im Mittel 9,2 vs. 12,7 und 10,1 ymol/l bei schweren, leichten und

moderaten angeborenen Herzfehlern; p = 0,113 bei dem Vater).

Beim Vorliegen eines konotrunkalen Herzfehlers gab es keinen signifikanten Unterschied in
der Cholin-Konzentration bei beiden Eltern. Bei der Mutter war sie allerdings sowohl bei
Einschluss von dysplastischen Klappen als auch ohne Einschluss dieser bei konotrunkalen
Herzfehlern niedriger als bei nicht konotrunkalen Herzfehlern (im Mittel 9,4 vs. 9,9 ymol/l bei
konotrunkalen und nicht konotrunkalen ohne dysplastische Klappen; p = 0,267 und im Mittel
8,6 und 10,5 umol/l bei konotrunkalen und nicht konotrunkalen mit dysplastische Klappen; p =
0,052). Beim Vater war sie bei konotrunkalen Herzfehlern ohne Einschluss dysplastischer
Klappen fast identisch (im Mittel 10,3 vs. 10,5 umol/I bei nicht konotrunkalen vs. konotrunkalen
Herzfehlern; p = 0,696) und mit Einschluss dysplastischer Klappen wie bei der Mutter nicht
signifikant bei konotrunkalen Herzfehlern niedriger (im Mittel 9,5 vs. 11,1 pmol/l bei

konotrunkalen vs. nicht konotrunkalen Herzfehlern; p = 0,873).

Betrachtet man die Konzentrationen von Plasma Betain zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den verschiedenen Schweregraden oder in Hinblick auf das Vorliegen

eines konotrunkalen Herzfehlers.

Hier war die Konzentration von Betain bei der Mutter bei leichten angeborenen Herzfehlern
nach der PAN-Studie (im Mittel 38,2 vs. 34,6 und 34,3 pymol/l bei leichten, moderaten und
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schweren angeborenen Herzfehlern; p = 0,913) und nach der EUROCAT-Klassifikation (im
Mittel 36,2 vs. 34,6 ymol/l bei leichten vs. schweren angeborenen Herzfehlern; p = 0,972)
héher als bei moderaten und schweren angeborenen Herzfehlern. Bei konotrunkalen
Herzfehlern ohne dysplastische Klappen war die Konzentration bei nicht konotrunkalen
niedriger als bei konotrunkalen angeborenen Herzfehlern (im Mittel 35,6 vs. 38,7 umol/l bei
nicht konotrunkalen vs. konotrunkalen; p = 0,849) und umgekehrt bei Einschluss von
dysplastischen Klappen (im Mittel 35,5 vs. 34,9 umol/l bei nicht konotrunkalen vs.

konotrunkalen Herzfehlern; p = 0,968).

Beim Vater war nach der Klassifikation nach der PAN-Studie die Konzentration von Betain bei
leichten angeborenen Herzfehlern ebenfalls héher als bei moderaten und schweren
angeborenen Herzfehlern (im Mittel 43,1 vs. 41,1 und 41,6 ymol/l; p = 0,873). Nach der
Klassifikation nach der PAN-Studie war dies jedoch umgekehrt, hier konnte beobachtet
werden, dass die Konzentration von Betain bei den schweren angeborenen Herzfehlern héher
war als bei den leichten angeborenen Herzfehlern (im Mittel 42,5 vs. 40,5 ymol/l; p = 0,602).
Ein ebenfalls gegensatzliches Ergebnis zeigte sich bei konotrunkalen Herzfehlern mit oder
ohne Einschluss von dysplastischen Klappen. Ohne Einschluss dieser war die Betain-
Konzentration bei konotrunkalen Herzfehlern héher (im Mittel 42,1 vs. 41,5 ymol/l; p = 0,757)
und mit Einschluss dieser bei konotrunkalen Herzfehlern niedriger (im Mittel 41,2 vs. 42,2
pumol/l; p = 0,144). (Tabelle 10)

Verhiltnisse der Konzentrationen beim Kind

Bei Kindern mit angeborenen Herzfehlern waren die Verhaltnisse von Plasma Betain zu Cholin
und Urin Betain zu Cholin bei schweren und konotrunkalen Herzfehlern jeweils héher als bei
leichten, moderaten und nicht konotrunkalen Herzfehlern. Beim Verhaltnis von Plasma Betain
zu Urin Betain und Plasma Cholin zu Urin Cholin verhielt es sich umgekehrt. Hier waren die
Verhaltnisse bei leichten und nicht konotrunkalen Herzfehlern hoher als bei schweren und
konotrunkalen angeborenen Herzfehlern. Die Ergebnisse erreichten allerdings nicht nach allen

Klassifikationen das Signifikanzniveau.

Das Verhaltnis der Konzentrationen von Betain zu Cholin im Plasma war signifikant

unterschiedlich zwischen schweren und moderaten angeborenen Herzfehlern nach der
Klassifikation der PAN-Studie und in der hier durchgefiihrten Studie bei den schweren
angeborenen Herzfehlern am héchsten (im Mittel 5,7 vs. 4,6 und 3,5 bei schweren, leichten
und moderaten angeborenen Herzfehlern; p = 0,035). Dies konnte auch als Trend bei der
Klassifikation nach EUROCAT (im Mittel 5,3 vs. 4,1 bei schweren und leichten angeborenen

Herzfehlern p = 0,142, adjustiert nach Alter und Gewicht p = 0,086) und bei konotrunkalen
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Herzfehlern mit dysplastischen Aorten- und Pulmonalklappen (im Mittel 5,6 vs. 4,3 bei
konotrunkalen und nicht konotrunkalen Herzfehlern; p = 0,083, adjustiert p = 0,067) beobachtet
werden. Ohne Einschluss von dysplastischen Klappen zeigte sich der gleiche Effekt, allerdings
ohne Erreichen des Signifikanzniveaus (im Mittel 5,3 vs. 4,6; p = 0,363, adjustiert p = 0,409).

Auch die Verhaltnisse der Konzentration von Betain im Plasma zu Betain im Urin

unterschieden sich nach der Klassifikation der PAN-Studie signifikant bei schweren und
leichten angeborenen Herzfehlern (im Mittel 6,1 vs. 14,3; p = 0,026) und als Trend zu erkennen
bei moderaten und leichten angeborenen Herzfehlern (im Mittel 6,3 vs. 14,3 bei; p = 0,072). In
der EUROCAT-Klassifikation konnte dies ebenfalls beobachtet werden (im Mittel 5,9 vs. 11,6
bei schweren vs. leichten; p = 0,022, adjustiert p = 0,096). Auch bei konotrunkalen Herzfehlern
liel® sich dies beobachten. Bei Einschluss von dysplastischen Aorten- und Pulmonalklappen
war das Verhaltnis der Konzentration von Betain im Plasma zu Betain im Urin im Mittel bei 4,7
vs. 10,9 bei konotrunkalen bzw. nicht konotrunkalen Herzfehlern (p = 0,007, adjustiert p =
0,114); ohne Einschluss dysplastischer Aorten- und Pulmonalklappen lag das Verhaltnis im
Mittel bei 4,1 vs. 10,7 (p = 0,004, adjustiert p = 0,052). Bei schweren und konotrunkalen
Herzfehlern war das Verhaltnis der Konzentrationen von Betain im Plasma zu Betain im Urin

niedriger.

Ein signifikanter Unterschied war auch im Verhaltnis von Urin Betain zu Cholin zu beobachten.

Das Verhaltnis war hier bei schweren und konotrunkalen Herzfehlern im Vergleich zu leichten
und nicht konotrunkalen Herzfehlern héher. Nach Klassifikation nach der PAN-Studie im Mittel
bei 11,3 bei leichten, 53,0 bei moderaten und 44,0 bei schweren angeborenen Herzfehlern (p
= 0,093; schwer zu leicht p = 0,028 und moderat zu leicht p = 0,015). Bei der Klassifikation
nach EUROCAT war das Verhaltnis im Mittel bei schweren angeborenen Herzfehlern 49,8 und
bei leichten angeborenen Herzfehlern 24,4 (p = 0,080, adjustiert nach Alter und Gewicht p =
0,309). Bei konotrunkalen Herzfehlern ohne Einschluss von dysplastischen Klappen war es
bei konotrunkalen Herzfehlern im Mittel 48,6 und bei nicht konotrunkalen Herzfehlern 34,7 (p
= 0,332, adjustiert p = 0,819). Mit Einschluss von dysplastischen Klappen lag es im Mittel bei
47,4 bei konotrunkalen Herzfehlern und 33,3 bei nicht konotrunkalen Herzfehlern (p = 0,318,
adjustiert p = 0,584).

Auch beim Verhaltnis der Konzentration von Plasma Cholin zu Urin Cholin lIasst sich ein Trend

erkennen mit hoherem Verhaltnis bei schweren und konotrunkalen Herzfehlern. Nach
Klassifikation nach der PAN-Studie lag das Verhaltnis im Mittel bei 22,6 vs. 27,8 und 18,8 bei
leichten, moderaten und schweren angeborenen Herzfehlern (p = 0,649); nach der
Klassifikation nach EUROCAT im Mittel bei 25,4 vs. 20,4 bei leichten und schweren
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angeborenen Herzfehlern (p = 0,571, adjustiert 0,840). Auch bei konotrunkalen Herzfehlern
war das Verhdltnis bei nicht konotrunkalen Herzfehlern héher (ohne Einschluss von
dysplastischen Klappen im Mittel bei 28,3 und 14,1 bei nicht konotrunkalen und konotrunkalen
Herzfehlern; p = 0,078, adjustiert p = 0,265 und mit Einschluss von dysplastischen Klappen im
Mittel bei 29,6 und 14,7 bei nicht konotrunkalen und konotrunkalen Herzfehlern; p = 0,061,
adjustiert 0,251). (Tabelle 9)

Verhaltnisse der Konzentrationen bei den Eltern
Bei den Eltern von Kindern mit angeborenem Herzfehler war das Verhaltnis der Plasma Betain
Konzentration zur Plasma Cholin Konzentration bei schweren und konotrunkalen Herzfehlern

hoher als bei leichten, moderaten und nicht konotrunkalen Herzfehlern.

Bei den Vatern gab es einen signifikanten Unterschied des Verhaltnisses der Konzentration
von Plasma Betain zu Cholin nach der EUROCAT-Klassifikation. Es lag hier bei 5,9 und 3,7
bei schweren und leichten angeborenen Herzfehlern (p = 0,005). Nach der PAN-Studie war
das Verhaltnis bei 3,8 bei leichten, 4,7 bei moderaten und 6,1 bei schweren angeborenen
Herzfehlern (p = 0,080). Bei konotrunkalen Herzfehlern mit dysplastischen Klappen war es bei
5,8 und 4,4 bei konotrunkalen und nicht konotrunkalen Herzfehlern (p = 0,88). Ohne
Einschluss von dysplastischen Klappen waren die Verhaltnisse 5,6 und 4,7 bei konotrunkalen

und nicht konotrunkalen Herzfehlern (p = 0,332).

Bei den Mittern war dieser Unterschied hingegen nicht signifikant. Nach Klassifikation nach
der PAN-Studie lag das Verhaltnis bei 4,1 bei leichten, 4,2 bei moderaten und 4,8 bei schweren
angeborenen Herzfehlern (p = 0,562). Nach der Klassifikation nach EUROCAT lag es bei 3,9
und 4,7 bei leichten und schweren angeborenen Herzfehlern (p = 0,195). Bei konotrunkalen
Herzfehlern mit Einschluss von dysplastischen Klappen war das Verhaltnis 4,8 und 4,1 bei
konotrunkalen und nicht konotrunkalen Herzfehlern (p = 0,277) und ohne Einschluss von
dysplastischen Klappen war das Verhaltnis 4,5 und 4,4 bei konotrunkalen und nicht
konotrunkalen Herzfehlern (p = 0,803). (Tabelle 11)
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Tabelle 8. Plasma- und Urin-Konzentrationen beim Kind, untersucht nach Schweregraden und Vorliegen eines konotrunkalen

Herzfehlers von angeborenen Herzfehlern

Plasma Cholin Plasma Betain Urin Cholin Urin Betain

Klassifikation  leicht = 10,9 (3,6) 49,3 (18,3) 0,6 (0,5) 5,9 (7,0)
nach PAN- Referenzgruppe n=10 n=10 n=11 n=11
Studie moderat 20,6 (16,3) 48,8 (13,6) 2,3(3,7) 111,2 (137,9)
n=13" n=14 n=18 n=18"

schwer 12,2 (6,6) 55,2 (18,7) 1,4 (1,8) 59,4 (76,2)

n=29 n=29 n=25 n=26""

p-Wert? 0,067 0,477 0,213 0,008

(adjustiert?) (0,203) (0,814) (0,708) (0,221)

EUROCAT- leicht = 16,3 (13,4) 54,1 (17,2) 2,1 (3,5) 68,9 (126,1)
Klassifikation ~ Referenzgruppe n=16 n=17 n=20 n=20
schwer 13,0 (8,4) 51,6 (17,6) 1,3 (1,6) 63,8 (84,7)

n=36 n=36 n=34 n=35

p-Wert? 0,238 0,737 0,491 0,372

(adjustiert?) (0,095) (0,672) (0,248) (0,657)

Konotrunkale  nein 14,5 (11,8) 51,8 (17,4) 1,5(2,9) 53,0 (86,0)
Herzfehler n=28 n=29 n=31 n=31
(ohne ja 14,4 (6,9) 53,0 (21,4) 1,6 (1,8) 83,1 (117,8)
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dysplastische n=21 n=21 n=20 n=21
Klappen) p-Wert? 0,638 0,692 0,307 0,073

(adjustiert?) (0,436) (0,742) (0,857) (0,293)
Konotrunkale  nein 15,1 (12,6) 48,4 (15,6) 1,7 (3,2) 59,1 (92,1)
Herzfehler n=24 n=25 n=26 n=26
(mit ja 13,1 (7,3) 56,2 (18,5) 1,4 (1,7) 71,9 (109,5)
dysplastische n=25 n=25 n=25 n=26
Klappen)

p-Wert? 0,529 0,121 0,963 0,188

(adjustiert?) (0,232) (0,451) (0,174) (0,777)

Angabe in Mittelwert (SD), n. Konzentrationen in pymol/l fir Plasma und pymol/mol Kreatinin fir Urin
' Mehrfachvergleich zwischen/innerhalb der Gruppen, nach ANOVA und Post-hoc Tambane T2-Test

Univariate Analyse der Varianz, nach Adjustierung fiir Alter und Gewicht

®nach Log-Transformierung

“adjustiert fiir Alter und Gewicht

*1Signifikanz zur Referenzgruppe "leicht" (p = 0,160)

*Signifikanz zur Referenzgruppe "leicht" (p = 0,014)

#ISignifikanz zur Referenzgruppe "leicht" (p = 0,005)
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Tabelle 9. Verhiltnis der Konzentrationen von Cholin und Betain bei Kindern mit angeborenen Herzfehlern

_ _ Plasma Betain / Urin Plasma Cholin / Urin

Plasma Betain / Cholin Urin Betain / Cholin
Betain Cholin
Klassifikation leicht 4,6 (1,4) 11,3 (9,8) 14,3 (6,9) 22,6 (12,1)
nach PAN- n=10 n=11 n=9 n=9
Studie moderat 3,5 (2,0) 53,0 (54,4) 6,3 (8,4) 27,8 (44,1)
n=13 n=18"" n=13" n=12
schwer 5,7 (3,0) 44,0 (56,5) 6,1 (7,3) 18,8 (19,1)
n=29* n=25% n=25%2 n=24
p-Wert 0,035 0,093 0,021 0,649
EUROCAT- leicht 4,1 (1,6) 24,4 (26,2) 11,6 (9,1) 25,4 (22,6)
Klassifikation n=16 n=20 n=15 n=14
schwer 5,3 (3,0) 49,8 (60,1) 5,9 (6,8) 20,4 (28,7)
n=36 n=34 n=32 n=31
p-Wert 0,142 0,080 0,022 0,571
(adjustiert”) (0,086) (0,309) (0,096) (0,840)
Konotrunkale nein 4,6 (2,3) 34,7 (45,2) 10,7 (8,6) 28,3 (33,5)
Herzfehler n=29 n=32 n=26 n=25
ja 53(3,1) 48,6 (59,6) 4,1 (5,5) 14,1 (11,2)

n=23 n=22 n=21 n=20




(ohne p-Wert
. o 0,363 0,332 0,004 0,078
dysplastische  (adjustiert’)
(0,409) (0,819) (0,052) (0,265)
Klappen)
Konotrunkale nein 4,3 (2,1) 33,3 (46,2) 10,9 (8,3) 29,6 (35,5)
Herzfehler n=25 n=27 n=23 n=22
(mit ja 5,6 (3,0) 47,4 (56,1) 4,7 (6,6) 14,7 (10,9)
dysplastische n=27 n=27 n=24 n=23
Klappen)
p-Wert 0,083 0,318 0,007 0,061
(adjustiert ") (0,067) (0,584) (0,114) (0,251)

Angabe in Mittelwert (SD), n.

'adjustiert nach Alter / Gewicht

nach Log-Transformierung

*Signifikanz zur Referenzgruppe "moderat" (p = 0,023)

“Signifikanz zur Referenzgruppe "leicht" (p = 0,015)

#2Signifikanz zur Referenzgruppe "leicht" (p = 0,028)

1Signifikanz zur Referenzgruppe "leicht" (p = 0,072)

12Signifikanz zur Referenzgruppe "leicht" (p = 0,026)
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Tabelle 10. Plasma-Konzentrationen bei den Eltern, untersucht nach Schweregraden und Vorliegen eines konotrunkalen Herzfehlers

von angeborenen Herzfehlern

Plasma Cholin Plasma Betain
Plasma Cholin Vater Plasma Betain Vater

Mutter Mutter
Klassifikation leicht 11,0 (5,0) 38,2 (14,3) 12,7 (4,6) 43,1 (11,3)
nach PAN- n=12 n=12 n=10 n=10
Studie moderat 10,0 (4,4) 34,6 (12,6) 10,1 (4,9) 41,1 (12,2)
n=16 n=16 n=16 n=16
schwer 8,7 (5,8) 34,3 (11,4) 9,2 (6,3) 41,6 (9,9)
n=25 n=25 n=16 n=17
P-Wert' 0,163 0,913 0,113 0,873
EUROCAT- leicht 11,0 (4,6) 36,2 (13,7) 12,2 (4,5) 40,5 (9,4)
Klassifikation n=20 n=20 n=17 n=17
schwer 8,7 (54) 34,6 (11,6) 9,2 (5,8) 42,5 (11,9)
n=33 n=33 n=25 n=26
p-Wert' 0,039 0,972 0,018 0,602
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Konotrunkale nein 9,9 (4,5) 35,6 (12,1) 10,3 (4,7) 41,5 (11,6)
Herzfehler n=33 n=33 n=27 n=27
(ohne ja 9,4 (5,0) 38,7 (14,3) 10,5 (6,8) 42,1 (9,9)
dysplastische n=33 n=33 n=15 n=16
Klappen) -

p-Wert' 0,267 0,849 0,696 0,757
Konotrunkale nein 10,5 (4,6) 35,5 (12,7) 11,1 (4,7) 42,2 (12,2)
Herzfehler n=28 n=28 n=23 n=23
(mit ja 8,6 (5,7) 34,9 (12,1) 9,5 (6,3) 41,2 (9,4)
dysplastische n=25 n=25 n=19 n=20
Klappen) -

p-Wert' 0,052 0,968 0,873 0,144

Angabe in Mittelwert (SD), n. Konzentrationen in pmol/l fir Plasma

'nach Log-Transformierung
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Tabelle 11. Verhiltnis der Konzentrationen von Cholin und Betain bei den Eltern von Kindern mit angeborenen Herzfehlern

Plasma Betain / Cholin Mutter Plasma Betain / Cholin Vater
Klassifikation nach PAN- leicht 4,1(2,1),n=12 3,8 (1,8), n=10
Studie moderat 4,2 (2,3), =16 4,7 (1,9), =16
schwer 4,8 (2,1), n=25 6,1 (3,3), n=16"
p-Wert 0,562 0,080
EUROCAT-Klassifikation leicht 3,9 (2,2), n=20 3,7 (1,5), n=17
schwer 4,7 (2,1), n=33 5,9 (2,8), n=25
p-Wert 0,195 0,005

Konotrunkale Herzfehler nicht
(ohne dysplastische konotrunkal 44 (2,3),n=33 47 (@), n=27
Klappen) konotrunkal 4.5 (1,8), n=20 5,6 (3,.3), n=15
p-Wert 0,803 0,332

Konotrunkale Herzfehler nicht
(mit dysplastische Klappen) konotrunkal 41(24) n=28 44 (1,9), n=23
konotrunkal 4,8 (1,8), n=25 5,8 (3,1), n=19
p-Wert 0,277 0,088

Angabe in Mittelwert (SD), n; * Signifikanz zur Referenzgruppe "leicht" (p = 0,098)



8. Diskussion

Angeborene Herzfehler sind die haufigsten angeborenen Fehlbildungen mit einer Pravalenz
von 1,1% in Deutschland. Je nach Schweregrad gehen sie mit einer hohen Mortalitat und
Morbiditat einher. Bisher ist nicht genug Uber die Atiologie und damit mégliche
PraventionsmalRnahmen von angeborenen Herzfehlern bekannt. Einen vielversprechenden
Ansatz hierfir stellen Cholin und seine Metaboliten dar. Einige Studien weisen auf einen
moglichen Zusammenhang zwischen einem Mangel an Cholin und der Entstehung von
angeborenen Herzfehlern hin. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Studie die
Assoziation zwischen den Cholin- und Betain-Konzentrationen und dem Schweregrad von
angeborenen Herzfehlern untersucht, um eine Dosisabhangigkeit von Cholin bei der
Entstehung von schweren angeborenen Herzfehlern zu beweisen. Im Folgenden diskutiert

werden die Ergebnisse einer Interimsanalyse dieser Studie.

Abhéangigkeit der Schweregrade und des Vorliegens eines konotrunkalen Herzfehlers

von der Konzentration der Biomarker.

Bei den hier untersuchten Eltern gab es eine Assoziation zwischen der Konzentration von
Cholin und dem Schweregrad des angeborenen Herzfehlers ihres Kindes. Die Cholin-
Konzentration bei Muittern und Vatern war bei schweren angeborenen Herzfehlern und
konotrunkalen Herzfehlern mit Einschluss dysplastischer Aorten- und Pulmonalklappen
niedriger als bei leichten angeborenen oder nicht konotrunkalen Herzfehlern. Signifikant war
dieses Ergebnis bei Klassifikation nach EUROCAT (p = 0,039 bei der Mutter und p = 0,018
beim Vater). Bei Muttern war sie nach dieser Klassifikation im Mittel um 2,3 pymol/l und bei
Vatern im Mittel um 3 pmol/l niedriger als bei nicht schweren angeborenen Herzfehlern. Fir

die Konzentration von Betain konnte dies nicht beobachtet werden.

Eine direkte Dosisabhangigkeit in Hinblick auf die Schwere der angeborenen Herzfehler oder
beim Vorliegen eines konotrunkalen Herzfehlers scheint es bei Kindern mit angeborenem
Herzfehler in der bisherigen Kohorte dieser Studie allerdings nicht zu geben. Die Annahme,
dass die Konzentration von Cholin und Betain bei Kindern mit schweren angeborenen
Herzfehlern am niedrigsten ist, konnte nicht bestatigt werden. Nach der Klassifikation nach der
PAN-Studie war hier sogar das Gegenteil der Fall. Die Cholin-Konzentration war bei Kindern
mit leichten angeborenen Herzfehlern am niedrigsten. Sie war im Mittel 10,9 pymol/l bei leichten
angeborenen Herzfehlern gegentber 20,6 pmol/l bei moderaten und 12,2 ymol/l bei schweren

angeborenen Herzfehlern. Dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant (p = 0,067,
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adjustiert 0,203). Nach der Klassifikation nach EUROCAT war die Cholin-Konzentration bei
schweren angeborenen Herzfehlern zwar niedriger als bei leichten, allerdings nicht signifikant.
Auch flr das Vorliegen eines konotrunkalen Herzfehlers oder bei der Konzentration von Betain

lied sich kein signifikanter Unterschied feststellen.

Durch die Analyse der Verhaltnisse der Konzentrationen der Biomarker zueinander zeigte sich,
dass bei Kindern mit schweren und konotrunkalen Herzfehlern sowohl im Plasma als auch im
Urin verhaltnismafRig mehr Betain als Cholin vorlag, was fur einen relativen Cholinmangel
spricht. Die Urinkonzentration beider Biomarker war bei Kindern hoher als die
Plasmakonzentration. Im Verhaltnis wurde allerdings bei Kindern mit schweren und
konotrunkalen Herzfehlern mehr Betain und Cholin Uber den Urin ausgeschieden als bei
Kindern mit leichten und nicht konotrunkalen Herzfehlern. Das Signifikanzniveau wurde
erreicht beim Verhaltnis von Plasma Betain zu Cholin nach Klassifikation nach der PAN-Studie
(5,7 bei schweren vs. 4,6 bei leichten und 3,5 bei moderaten angeborenen Herzfehlern; p =
0,035) und beim Verhaltnis von Urin Betain zu Urin Cholin nach der Klassifikation nach der
PAN-Studie (11,3 bei leichten; 53 bei moderaten und 44 bei schweren angeborenen
Herzfehlern; p = 0,015 und p = 0,028). Auch fiir das Verhaltnis von Betain im Plasma zu dem
im Urin lieRen sich signifikante Unterschiede nachweisen. Hier war es bei den leichten und
nicht konotrunkalen angeborenen Herzfehlern am héchsten (p = 0,021 nach PAN-Studie; p =
0,022 nach EUROCAT; p = 0,004 bei konotrunkalen ohne und p = 0,007 mit dysplastischen
Klappen). Dartber hinaus war die Konzentration von Betain im Urin bei Kindern mit leichtem
angeborenem Herzfehler signifikant niedriger (im Mittel 5,9 umol/mol Kreatinin) als bei Kindern
mit moderatem angeborenem Herzfehler (im Mittel 111,2 ymol/mol Kreatinin) oder schwerem
angeborenem Herzfehler (im Mittel 59,4 ymol/mol Kreatinin), p = 0,008. Dies kann im
Ruickschluss bedeuten, dass bei Kindern mit leichtem angeborenem Herzfehler mehr Cholin
fur die Synthese von Acetylcholin und Phosphatidylcholin und Sphingomyelin zur Verfigung

stand.

Warum Cholin und Betain als so wichtige Metaboliten in hohen Mengen im Urin ausgeschieden
werden ist nicht klar. Cholin wird im Verhaltnis deutlich weniger Gber den Urin ausgeschieden
als Betain. Die mittlere Konzentration von Betain im Urin lag bei 1,6 ymol/mol Kreatinin und
die mittlere Konzentration von Cholin im Urin bei 65,6 pmol/mol Kreatinin. Das Verhaltnis von
Plasma Betain zu Urin Betain lag im Mittel bei 7,7 (SD 8) und von Plasma Cholin zu Urin Cholin
im Mittel bei 22,0 (SD 26,8).
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Dass freies Cholin nur in geringen Mengen im Urin vorliegt, kann daran liegen, dass Cholin
nur in Form seiner Stoffwechselprodukte im Urin ausgeschieden wird, z.B. als Trimethylamin
oder Dimethylglycin. Die Ausscheidung dieser Metabolite konnten De La Huerga und Popper
bereits 1951 in ihren Versuchen nachweisen (de la Huerga and Popper 1951). Probanden
wurde 2-8 g Cholin zugefuhrt. Vor der Zufuhr lie sich kaum Cholin und TMA im Urin
nachweisen. Nach der Zufuhr von Cholin waren innerhalb von 24 Stunden 2/3 der zugefihrten
Menge als TMA im Urin nachweisbar. Es gab in dieser Studie keine Hinweise darauf, dass
Cholin (als TMA) im Stuhl ausgeschieden wird. Das muss also bedeuten, dass Cholin, wenn
zugefihrt und nicht tGber den Urin ausgeschieden, im Kérper Verwendung findet (POPPER,
de LA HUERGA, and KOCHWESER 1952). Auch Taesuwan et al. konnten in ihrer Studie
beobachten, dass Cholin v.a. in der Form seiner Stoffwechselprodukte im Urin ausgeschieden
wird. Sie untersuchten u.a. die Konzentrationen von Cholin, Betain, Dimethylglycin und TMA
im Urin im Verlauf der Schwangerschaft unter Supplementation mit Cholin von 550 mg pro Tag
(Interventionsgruppe) im Vergleich zu 25 mg pro Tag (Kontrollgruppe). Die Cholin-
Konzentration im Urin war zwar bei der Interventionsgruppe héher als bei der Kontrollgruppe,
allerdings nicht signifikant. Ebenfalls keinen Unterschied konnten sie bei der Betain-
Konzentration im Urin feststellen. Wahrend die Konzentrationen von Dimethylglycin und TMAO
im Urin in der Interventionsgruppe signifikant héher als in der Kontrollgruppe waren (Taesuwan
et al. 2021). Bei einem Anstieg der Cholin-Konzentration im Plasma kann man also davon
ausgehen, dass Cholin verstoffwechselt wird, seine Funktionen auslibt und anschlief3end in
Form seiner Metaboliten Uber den Urin ausgeschieden wird. In der hier diskutierten Studie
wurde die Konzentration von TMA nicht gemessen, somit kann Uber die Urinausscheidung von

Cholinmetaboliten keine Aussage getroffen werden.

Auch bei den Eltern von Kindern mit schweren angeborenen Herzfehlern lag im Verhaltnis
weniger Cholin als Betain vor. Signifikant war dies allerdings nur fir Vater nach der EUROCAT-
Klassifikation (5,9 vs. 3,7; p = 0,005).

Diese Ergebnisse sprechen fiir einen relativen Cholinmangel bei Kindern mit schweren und
konotrunkalen Herzfehlern und deren Eltern. Begriindet sein kann dies durch eine vermehrte
irreversible Umwandlung von Cholin zu Betain, beispielsweise bedingt durch einen
Folatmangel, durch welchen starker auf Betain als Methyldonor zurlickgegriffen werden muss.
Hierdurch steht dementsprechend weniger Cholin fir die Synthese von Acetylcholin sowie
Phosphatidylcholin und Sphingomyelin zur Verfligung. Das kénnte die Annahme unterstitzen,
dass fur die Entstehung von angeborenen Herzfehlern Cholin v.a. auch als Acetylcholin und

als Phosphatidylcholin und Sphingomyelin Bedeutung hat.
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Dies ist nach unserem Wissen die erste Studie, die die Konzentrationen der Biomarker bei
Muttern, Vatern und Kindern mit angeborenem Herzfehler untersuchte und zeigt, dass auch
die Konzentration der Biomarker bei Vatern relevant sein kann in der Entstehung von
angeborenen Herzfehlern und dass die Vater dementsprechend unbedingt bei

Praventionsmaflinahmen bertcksichtigt werden mussen.

Ein wichtiger Aspekt der Erhebung der Risikofaktoren mittels des Fragebogens ergab, dass
Vitaminpraparate zum Zeitpunkt der Durchflihrung der Studie von 24% der Muitter und nur von
11% der Vater eingenommen wurden. Die Einnahme von Vitaminpraparaten bei Vatern vor

der Konzeption wurde in der hier vorliegenden Studie nicht erfasst und ist daher nicht bekannt.

Die einheitliche Handlungsempfehlung fur die Schwangerschaft der Deutschen Gesellschaft
fur Erndhrung spricht Empfehlungen aus fir die Zeit vor Konzeption und wahrend der
Schwangerschaft zum Schutz des ungeborenen Kindes. Dies schliet zum Beispiel
Ernahrungsgewohnheiten, Supplementationen, eine rauchfreie Umgebung aber auch
Bewegung und den Gewichtsverlauf von Schwangeren ein. Samtliche Empfehlungen sind v.a.
an Schwangere selbst gerichtet und bertcksichtigen Vater nur bedingt. Dies wird der
komplexen Biologie der Konzeption und Embryogenese nicht gerecht. Paternale Faktoren
spielen eine wichtige Rolle. Bekannte paternale Risikofaktoren fir die Entstehung eines
angeborenen Herzfehlers sind hohes Alter, Rauchen, Alkohol und Exposition gegenuber

chemischen Agenzien oder Medikamenten (Peng et al. 2019).

Frihere Studien konnten zeigen, dass die Supplementation von Methyldonoren bei Vatern die
Morphologie und Genexpression in der Plazenta beeinflussen kann (Morgan et al. 2021) bzw.
dass eine paternale Diat mit Mangel an Methyldonoren bei Mausen zu
Verhaltensauffalligkeiten und veranderter Gedachtnis-assoziierten Genexpression beim
Nachwuchs fuhrt (Sahara et al. 2019). Pauwels et al. konnten zeigen, dass eine paternale
Supplementation mit Methyldonoren Auswirkungen auf die DNA-Methylierung und auf das

Geburtsgewicht der Nachkommen hatte (Pauwels et al. 2017).

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Studie bestatigen, dass der Einschluss von Vatern einen
grofRen Stellenwert hat in Hinblick auf MalRnahmen mit dem Ziel, das Auftreten angeborener
Herzfehler zu verringern. Ein rein maternal zentrierter Ansatz ist nicht ausreichend, um die
Komplexitat der Entstehung von angeborenen Herzfehlern zu verstehen und somit auch nicht

als alleiniger Ansatz zur Pravention ausreichend.
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Intrafamilidre Korrelation der Konzentrationen von Cholin

Die Cholin-Konzentrationen der Mutter und des Vaters korrelierten miteinander. Zudem gab
es eine Korrelation zwischen den Konzentrationen von Cholin beim Kind und der Mutter und
beim Kind und dem Vater, letzteres allerdings nicht signifikant. Die Plasma-Konzentrationen
lagen beim Kind (im Mittel 14,0 umol/l) jeweils hdher als bei den Eltern, bei beiden Elternteilen

waren sie hingegen ahnlich (im Mittel bei Mutter und Vater 9,6 ymol/l und 10,4 pmol/l).

Die hier aufgezeigten miteinander korrelierenden Cholin-Konzentrationen beider Eltern sind
vermutlich diatetisch bedingt durch ahnlich groRe Mengen an zugefiuihrtem Cholin, da in einem
Haushalt fir gewdhnlich gemeinsame Mahlzeiten eingenommen werden. Dass die Cholin-
Konzentration der Kinder in der hier vorliegenden Studie eher mit der Cholin-Konzentration
der der Mutter korrelierte als mit der des Vaters kann bei Sduglingen und Kleinkindern durch
das Stillen erklart werden. Cholin wird Uber die Muttermilch an das Kind weitergegeben.
Hierbei ist die Menge an weitergegebenem Cholin allerdings vom Cholinspeicher der Mutter
abhangig (ILCOL et al. 2005).

Kinder weisen eine hohere Cholin-Konzentration als Erwachsene auf. Diese erhohte
Konzentration nach der Geburt und pranatal kann durch einen hohen Bedarf an Cholin
wahrend der Organogenese erklart werden. Eine bei Frihgeborenen und Neugeborenen
sowie in der Nabelschnur deutlich héhere Konzentration von Cholin als bei Erwachsenen
beschreiben bereits zahlreiche andere Studien. Innerhalb der ersten Lebenstage kommt es
folglich zu einem raschen Abfall, um schlieflich im Laufe der ersten Lebensjahre Werte zu
erreichen, wie sie auch bei Erwachsenen vorliegen (Bernhard et al. 2015; ILCOL et al. 2005;
licol et al. 2002; Molloy et al. 2005).

Konsequenz der Ergebnisse

Es stellt sich die Frage, ob die Unterschiede der mittleren Cholin-Konzentrationen durch eine
Cholin-reiche Normaldiat, eine mit Cholin angereicherte Diat oder eine Supplementation von
Cholin in dem Mafe beeinflussbar sind, dass sich die mittleren Konzentrationen der schweren
angeborenen Herzfehler denen der leichten angeborenen Herzfehler oder einer gesunden

Kontrollgruppe angleichen.

Vorherige Studien legen nahe, dass eine Normaldiat ohne Supplementation von Cholin keinen
Einfluss auf die Cholin-Konzentration bei Muttern und Kindern hatte (Visentin et al. 2015).
Zwischen der Zufuhr an diatetischem Cholin und der freien Cholin-Konzentration im Plasma

gab es in der Studie von Wiedeman et al. keinen Zusammenhang und sie lie keinen
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Ruickschluss auf den Cholin-Status zu. Ebenso wenig wie die Konzentrationen von
Phosphatidylcholin, Betain, DMG, Hcy, TMAO oder Urin-Betain. Das erschwert Empfehlungen
zur diatetischen Einnahme von Cholin. Dass die Konzentrationen von Cholin und Betain im
Bereich der empfohlenen Zufuhr rein diatetisch nicht zu beeinflussen sind, kénnte auf eine
strenge homoostatische Regulierung dieser Biomarker in gewissen Grenzbereichen im

Plasma hinweisend sein (Wiedeman Manriquez 2017).

Kontrollierte Diaten mit Supplementation von Cholin konnten jedoch die Konzentrationen von
Cholin und Betain bei Muttern und Neugeborenen beeinflussen. Yan et al. verglichen eine Diat
mit 480 mg/d Cholin und 930 mg/d Cholin. Beides sind grolRere Mengen als die aktuell
empfohlene Tagesdosis von Cholin bei Schwangeren. Unabhangig von der eingenommenen
Menge an Cholin hatten Schwangere hdéhere Konzentrationen von Cholin als Nicht-
Schwangere. Schwangere der Gruppe mit 930 mg/d Cholin hatten um 13% hdhere
Konzentrationen von Cholin und um 25% hohere Konzentrationen von Betain. Wahrend es
keinen Unterschied in beiden Gruppen fir die Konzentrationen von Cholin und Betain in der
Plazenta gab, war die Konzentration von Acetylcholin in der Placenta in der Gruppe mit der
héheren Cholinzufuhr héher. Im Nabelschnurblut gab es ebenfalls keinen Unterschied der
Konzentrationen von Cholin und Betain. Es konnten aber in der Gruppe mit der hoheren
Cholinzufuhr héhere Konzentrationen von Dimethylglycin im Nabelschnurblut nachgewiesen
werden. Die Konzentration von Acetylcholin im Nabelschnurblut war nicht bekannt. Diese
Ergebnisse von Yan et al. deuten darauf hin, dass Cholin v.a. in seiner Funktion als Quelle fur
Acetylcholin und als Methyldonor fungiert (Yan et al. 2012). Ubertragen auf die hier
vorliegende Kohorte von Eltern wirde eine um 13% hohere Cholin-Konzentration bei der
Mutter einer mittleren Konzentration von 9,8 pmol/l und beim Vater von 10,4 pmol/l
entsprechen. Beide lagen unter der mittleren Cholin-Konzentration der Eltern von Kindern mit

leichtem angeborenem Herzfehler in der hier analysierten Kohorte.

Wie oben bereits beschrieben untersuchten Taesuwan et al. den Anstieg von Cholin und
seinen Metaboliten im Verlauf der Schwangerschaft. Hier erhéhte sich unter Substitution von
550 mg pro Tag Cholinzufuhr die Konzentrationen von Cholin und Betain deutlicher als unter
25 mg Cholin pro Tag. Die héhere Zufuhr fihrte ebenfalls zu einer erhéhten Konzentration von
Betain, DMG und TMAO in der Placenta. Die Konzentrationen von Cholin, PC, Sphingomyelin,
Acetylcholin oder lipidléslichen Cholinmetaboliten blieben allerdings unbeeinflusst. Im
Nabelschnurblut konnten unter Zufuhr von 550 mg Cholin pro Tag signifikant hdhere
Konzentrationen von Betain, nicht aber von Cholin nachgewiesen werden (Taesuwan et al.
2021).
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Eine irische randomisierte, Placebo-kontrollierte Studie aus dem Jahr 2005/06 untersuchte
den Effekt einer 12-wdchigen taglichen Supplementation von 1 g Cholin von 42
postmenopausalen Frauen auf die Konzentrationen von freiem Cholin, Betain, Homocystein
und dem Vitamin B-Status. Nach sechs und 12 Wochen kam es jeweils zu einem signifikanten
Anstieg der Cholin- und Betain-Konzentrationen um 40% bzw. 45% nach sechs Wochen sowie
38% bzw. 37% nach 12 Wochen. Die hier zugefuhrte Menge Cholin entsprach etwa der
zweifachen empfohlenen taglichen Menge an zugeflihrtem Cholin (Wallace et al. 2012). Die
Ergebnisse dieser Studie wirden Ubertragen auf unsere Studie einen Anstieg der
Konzentrationen von Cholin auf 12,2 umol/l bei der Mutter und 12,9 uymol/l beim Vater nach
sechs Wochen und auf 12,0 ymol/l bei der Mutter und 12,7 pymol/l beim Vater nach zwdlf
Wochen bedeuten. Diese l&gen leicht Gber den Konzentrationen von Eltern von Kindern mit

leichten angeborenen Herzfehlern.

Diese Studien machen deutlich, dass ein Mangel an Cholin diatetisch kaum zu beeinflussen
ist, wahrend die Substitution von Cholin in héheren Dosen durchaus einen Effekt auf die
Konzentration hat. Es ist schwierig aus den Ergebnissen der hier diskutierten Studie
Rulckschlisse auf zukinftige Malnahmen zur Pravention von angeborenen Herzfehlern zu
ziehen. Durch den bekannten raschen postnatalen Abfall der Cholin-Konzentration kénnten
wahrend der Embryogenese ganzlich andere Konzentrationen vorgelegen haben als
diejenigen zum Zeitpunkt der Durchflihrung dieser Studie. Dartiber hinaus ist durch das Fehlen

einer Kontrollgruppe die Cholin und Betain-Konzentration gesunder Kinder nicht bekannt.

Cholin und angeborene Herzfehler in der Literatur

Einige Studien deuten bereits auf einen Zusammenhang zwischen einem Cholinmangel und
der Entstehung von angeborenen Herzfehlern hin. Chan et al. konnten z.B. zeigen, dass ein
pranatal induzierter Cholinmangel bei schwangeren Mausen durch Fltterung einer Diat mit
reduziertem Cholingehalt Auswirkungen auf die Entwicklung des Herzens bei Mausembryonen
hatte. Die Diat mit 1/8 der empfohlenen Tagesmenge an Cholin ging mit niedrigeren Plasma-
Konzentrationen von Cholin, Betain und Dimethylglycin sowie Phosphatidylcholin, Lyso- und
Glycerophosphocholin, aber erh6hten Konzentrationen von Homocystein einher. Embryos von
Mausen, die eine Cholin-defiziente Diat erhielten, hatten eine hohere Inzidenz von
Ventrikelseptumdefekten (Chan et al. 2010).

Durch irreversible Oxygenierung wird Cholin zu Betain umgewandelt. AnschlieRend kann

durch einen Methylgruppentransfer Betain zu Dimethylglycin und einer Methylgruppe

verstoffwechselt werden. Diese Reaktion wird katalysiert durch die Betain-Homocystein-
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Methyltransferase (BHMT und BHMT 2). Tang et al. zeigten einen Zusammenhang zwischen
SNPs (single nucleotide polymorphisms) in den Genen von BHMT und BHMT 2 und
angeborenen obstruktiven Herzfehlern, wie Aorten- oder Pulmonalstenosen (Tang et al. 2015),
welche in den bereits beschriebenen konotrunkalen Formenkreis gehoéren. Insbesondere
konnten sie zeigen, dass SNPs in acht Genen (TCN2, BHMT2, BHMT, SOD2, GCC, FOLR1
und MTRR) mit einem erhdhten Risiko obstruktiver Herzfehler assoziiert waren und dass die
maternale Supplementation von Folsaure trotz SNPs im Gen BHMT2 mit einem niedrigeren
Risiko fur obstruktive Herzfehler einhergeht.

Auch genetische Variationen im Gen flr einen Folattransporter (RFC1 — reduced folate carrier-
1) waren abhangig von der Einnahme von Vitaminpraparaten durch die Mutter mit dem
Auftreten von konotrunkalen Herzfehlern assoziiert. Das Risiko fur einen konotrunkalen
Herzfehler war beim G80/G80- und G80/A80-Phanotyp im RFC1-Gen, im Vergleich zum A80-
A80-Phanotyp in diesem Gen, hoher. Bei Einnahme von Vitaminpraparaten, die Folsaure
beinhalten, war das Risiko zwar noch erhéht, aber deutlich geringer als bei fehlender
Einnahme von Vitaminpraparaten (Shaw 2003). Mutationen in den Genen fir BHMT mussten
ahnliche Folgen haben wie ein Mangel an Cholin, da auch bei Cholinmangel -und damit
einhergehendem Betainmangel- die Umwandlung von Betain zu Dimethylglycin nicht
stattfindet. Das belegt nochmals die starke Abhangigkeit der Stoffwechsel von Cholin, Betain
und Folat. Bei Mangel an einem Substrat kann durch Supplementation des jeweils anderen
dieser ausgeglichen werden. Aullerdem zeigt diese Studie deutlich den wichtigen
Zusammenhang zwischen genetischen Variationen und Umweltfaktoren bzw. in diesem Fall

diatetischen Einflussfaktoren.

Ob die Konzentrationen von Cholin und Betain wahrend der Schwangerschaft
aussagekraftiger sind als Vorhersagewert fiir das Entstehen eines konotrunkalen Herzfehlers,
untersuchten Shaw et al. (Shaw et al. 2014) und konnten keinen Unterschied in der
Konzentration von Cholin und Betain bei Mittern feststellen, die ein Kind mit konotrunkalem
Herzfehler bekamen und Muttern, die ein gesundes Kind bekamen. Nicht bekannt war in dieser
Studie allerdings, ob von den Mittern Vitaminpraparate eingenommen wurden. Darlber
hinaus erfolgte die Messung der Konzentrationen der Biomarker in der Schwangerschaft

zeitlich nach der Kardiogenese.

Bahado-Singh et al. fanden in ihrer metabolomischen Studie Unterschiede im
Cholinstoffwechsel bei Schwangeren im ersten Trimenon von Feten mit angeborenen
Herzfehlern (CHD-Feten). Hier waren die Konzentrationen von Phosphatidylcholin und
Sphingomyelin im Vergleich zu einer Kontrollgruppe signifikant niedriger. Bei der

Konzentration von Cholin und Betain lag allerdings kein signifikanter Unterschied zwischen
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der Kontrollgruppe und der Gruppe von Schwangeren mit einem CHD-Fetus vor (Bahado-
Singh et al. 2014b). Auch diese Studie konnte keinen signifikanten Unterschied in der
Konzentration von freiem Cholin zwischen Kindern mit angeborenem Herzfehler und ohne
feststellen, wahrend die Konzentration der Cholin-Metaboliten signifikant verandert war. Leider
sind die Konzentrationen der Metaboliten aul3er Betain in der hier vorliegenden Studie nicht
bekannt. Das Verhaltnis der Konzentrationen von Betain zu Cholin im Plasma in der hier
vorliegenden Studie deutet allerdings darauf hin, dass v.a. fir die Synthese von

Phosphatidylcholin und Sphingomyelin nicht ausreichend Cholin zur Verfligung stand.

Karunamuni et al. konnten zeigen, dass Betain die DNA-Methylierung in Alkohol-exponierten
Neurralleistenzellen eines avianen Modells normalisierte. Alkohol-exponierte Embryonen, die
Betain supplementiert bekamen, hatten weniger Herzfehler, wie z.B. fehlende Gefallabgange,
defekte AV-Klappen und ventrikulare Defekte. In dieser Studie konnten 5 yM Betain/Eth die

Rate an angeborenen Herzfehlern merklich reduzieren (Karunamuni et al. 2017).

In der Studie von Alsayed et al. war bei Kindern mit angeborenem Herzfehler und deren Mutter
im Vergleich zu Kindern ohne angeborenen Herzfehler, die Konzentration von Dimethylglycin
und S-adnosylmethionin erhéht (Alsayed et al. 2013). Da die Oxidation von Cholin zu Betain
irreversibel ist, kann man davon ausgehen, dass bei diesen Kindern mehr Cholin zu Betain
oxidiert wurde. Das war besonders ausgepragt bei einem Vitamin B12-Mangel, welcher in der

Bevolkerung haufig vorliegt.

Yu und Kollegen suchten nach Biomarkern, die bei Kindern mit angeborenen Herzfehlern
erhoht sind und wiesen bei diesen u.a. hohere Konzentrationen von Cholin und Betain im Blut
nach, verglichen mit gesunden Kontrollpersonen. Allerdings war in dieser Studie nicht
angegeben welche Herzfehler eingeschlossen wurden (Yu et al. 2018). Ein ahnlicher Effekt
wurde auch in der vorliegenden Kohorte beobachtet, da die Konzentration von Cholin bei
Kindern mit leichten angeborenen Herzfehlern héher war als bei Kindern mit schweren
angeborenen Herzfehlern. Eine gesunde Kontrollgruppe wurde in die hier vorliegende Studie

allerdings nicht eingeschlossen.

Es stellt sich die Frage in welcher Rolle Cholin flr die Pravention von angeborenen Herzfehlern
relevant ist. Ob durch Oxidation zu Betain als Methyldonor, als Quelle fir Acetylcholin oder
durch Aufbau von Zellmembranen mit Phosphatidylcholin und Sphingomyelin. Wahrscheinlich

aber ist es die Kombination dieser vielfaltigen Funktionen.
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Limitationen

Ein limitierender Faktor ist das Fehlen einer Kontrollgruppe mit gesunden Kindern und ihren
Eltern. Es ist unklar ob ein signifikanter Unterschied der Konzentrationen von Cholin und
Betain zu Kindern ohne angeborenen Herzfehlern vorlage. Auf eine Kontrollgruppe wurde
bewusst verzichtet, um einen Informationsbias in der Erhebung der Risikofaktoren mittels
Fragebogen zu vermeiden. Dieser Informationsbias koénnte allerdings bei Einschluss von
Kindern in der Neonatalperiode umgangen werden, da sich hier Eltern von gesunden und
erkrankten  Kindern  gleichermallen an den Verlauf der Schwangerschaft,
Ernahrungsgewohnheiten vor und nach der Schwangerschaft und Komplikationen erinnern.
Auch Anderungen des Lebensstils (und damit der Diat) im Laufe der Entwicklung der Kinder
waren dann kein Einflussfaktor mehr auf die Konzentrationen von Cholin und Betain, da die
Diat in der Neonatalperiode in der Regel keine groRen Unterschiede aufweist zu der wahrend

der Schwangerschaft.

Zudem ist unklar, inwieweit die Cholin- und Betain-Konzentrationen durch Zeitpunkt der
Abnahme, Lagerung und Transport der Proben beeinflusst waren. Die Proben der
Studienteilnehmer wurden zu keinem standardisierten Zeitpunkt entnommen. Dies ist der
Tatsache geschuldet, dass die Proben immer im Rahmen einer Routineblutentnahme
abgenommen wurden. In der Lagerung und dem Transport der Proben wurde jedoch nicht
zwischen den verschiedenen Schweregraden unterschieden, so dass die Konzentration in
gleichem MalR bei allen Schweregraden hatte verandert sein mussen. Um die Veranderungen
in den Konzentrationen besser einordnen zu kénnen, missen weitere Biomarker und deren
Konzentrationen gemessen werden, wie z.B. die von Folsdure, Vitamin B12, Methionin,

Phosphatidylcholin, Acetylcholin, Dimethylglycin oder SAM.

Daruber hinaus muss diskutiert werden welche angeborenen Herzfehler als relevant eingestuft
werden. Viele Studien suggerieren, dass nicht hamodynamisch relevante
Vorhofseptumdefekte und Persistierende Foramen ovale (v.a. bei Friihgeborenen) nicht als
angeborene Herzfehler gewertet werden sollten (Garne et al. 2012). Des Weiteren muss fur
die zukunftige Patientenrekrutierungen Uberlegt werden, ob Kinder mit genetischen
Grunderkrankungen und syndromaler Erkrankung in die Studie eingeschlossen werden
sollten, da hier bereits eine Ursache fir den angeborenen Herzfehler bekannt ist, die durch
die Cholin-Konzentration kaum zu beeinflussen ist. Einen Einfluss auf unsere Datenerhebung
kénnen Schwangerschaftsabbriiche aufgrund eines angeborenen Herzfehlers oder weiterer
Fehlbildungen sein, aufgrund derer der eigentliche Effekt unterschatzt wurde. Somit kann

angenommen werden, dass der wirkliche Effekt noch gréRer ist.
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9. Zusammenfassung
In der vorliegenden Studie wurde eine Abhangigkeit der Schweregrade von angeborenen
Herzfehlern und dem Vorliegen eines konotrunkalen Herzfehlers von der Konzentration von

Cholin und Betain im Blut und Urin bei Kindern und ihren Eltern untersucht.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Cholin-Konzentration bei Eltern von Kindern
mit schweren angeborenen Herzfehlern signifikant niedriger war als bei Eltern von Kindern mit
leichten angeborenen Herzfehlern. Bei Mittern war sie im Mittel um 2,3 pymol/l und bei Vatern
im Mittel um 3 umol/I niedriger als bei Eltern von Kindern mit nicht schweren angeborenen
Herzfehlern. Darlber hinaus zeigte sich, dass sowohl im Plasma als auch im Urin das
Verhaltnis von Betain zu Cholin bei schweren angeborenen Herzfehlern und konotrunkalen
Herzfehlern mit dysplastischen Klappen héher war als bei leichten angeborenen Herzfehlern.
Eine direkte Dosisabhangigkeit der Schwere des angeborenen Herzfehlers von der Cholin-
Konzentration gab es bei Kindern allerdings nicht. Hier war die Cholin-Konzentration bei
Kindern mit leichten angeborenen Herzfehlern mit im Mittel 10,9 pymol/l am niedrigsten,
allerdings nicht signifikant. Freies Cholin wurde in der hier vorliegenden Studie in deutlich
geringeren Mengen im Urin ausgeschieden als Betain. Eine intrafamilidre Korrelation der

Konzentrationen der Biomarker lag vor, v.a. zwischen Mutter und Kind.

Diese Ergebnisse sprechen fiir einen relativen Cholinmangel bei Kindern mit schweren und
konotrunkalen Herzfehlern und ihren Eltern. Begriindet sein kann dies durch eine vermehrte
irreversible Umwandlung von Cholin zu Betain, beispielsweise verstarkt durch einen
Folatmangel, durch welchen starker auf Betain als Methyldonor zurlickgegriffen werden muss.
Hierdurch steht dann weniger Cholin fir die Synthese von Acetylcholin sowie
Phosphatidylcholin und Sphingomyelin zur Verfiigung. Das kénnte eine Erklarung dafur sein,
dass fur die Entstehung von angeborenen Herzfehlern Cholin v.a. auch als Acetylcholin und
als Phosphatidylcholin und Sphingomyelin Bedeutung hat. Um dies nachvollziehen zu kdnnen
mussten in der hier vorliegenden Studie die Konzentrationen der Metaboliten von Cholin auf3er

Betain bestimmt werden.

Nach unserem Wissen war dies die erste Studie, die Vater in die Analysen der Biomarker
eingeschlossen hat und zeigte, dass hier ein wichtiger Ansatz fir Praventionsmdglichkeiten
besteht, wahrend sich die einheitliche Handlungsempfehlung fir die Schwangerschaft der
Deutschen Gesellschaft fir Ernahrung Empfehlungen fiir die Zeit vor Konzeption und wahrend

der Schwangerschaft bislang nur fir Schwangere selbst ausspricht.
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Durch die Erhebung von Risikofaktoren mittels eines Fragebogens wurde deutlich, dass die
empfohlene Einnahme von Vitaminpraparaten nicht ausreichend durchgefiihrt wurde.
Wahrend der Schwangerschaft nahmen 77% der Mutter Vitaminpraparate ein, vor der
Schwangerschaft nur 25% der Miitter. Die Schwangerschaft war in 75% der Félle geplant.
Auch dann nahmen nur 31% der Mitter bereits vor der Schwangerschaft Vitaminpraparate
ein. Die Einnahme von Vitaminpraparaten beim Vater vor Beginn der Schwangerschaft war in
dieser Studie leider nicht bekannt. Zum Zeitpunkt der Datenerhebung nahmen 24% der Mutter

und 11% der Vater Vitamine ein.

Einige Studien zeigten bereits einen Zusammenhang zwischen Cholin und der Entstehung von
angeborenen Herzfehlern. Noch ist unklar ob und wenn ja welche Konzentrationen von Cholin
bei Kindern und Eltern die Entstehung von angeborenen Herzfehlern verhindern kdnnten. Rein
diatetisch lasst sich vermutlich keine ausreichend hohe Konzentration der Biomarker im
Plasma erreichen. Durch eine Supplementation von Cholin Uber der taglich empfohlenen
Menge liel sich die Cholin-Konzentration in bisherigen Studien auch mittelfristig anheben. Ob
dies zu einer Reduktion von angeborenen Herzfehlern fihren wird, ist bislang noch nicht
geklart. Dies sind jedoch vielversprechende Ergebnisse bei einer Erkrankung von groRRer
Tragweite bei hoher Pravalenz mit erheblicher Mortalitdt und Morbiditat. Zukinftige Studien
sollten untersuchen, ob eine Supplementierung von Cholin beider Eltern bereits vor der

Schwangerschaft das Risiko fir die Entstehung von angeborenen Herzfehlern reduziert.

Ziel ist es, bei Bestatigung dieser Annahme, zukilnftig durch Cholinsupplementation beider

Eltern das Auftreten schwerer angeborener Herzfehler zu reduzieren bzw. zu verhindern.
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11. Anhang

- Fragebogen zur Erfassung von Risikofaktoren und Lebensstil

- Elterninformation und Einwilligungsformen
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Fragebogen fiir die Eltern

- bitte den ausgefiillten Fragebogen an das Personal zuriickgeben. Danke!

vom Studienpersonal auszufiillen:

Datum:

Pseudonyme Studien Nr:

Datenschutzerklarung:
Der Fragebogen ist anonym. Es werden keine

personenbezogenen Daten wie Name oder Wohnort an die

Studienleiter weitergegeben.

von den Eltern auszufiillen — bitte mdglichst keine Fragen offen lassen.

Mutter

Vater

Postleitzahl:

Alter in Jahren:

Aktuelles Gewicht (kg):

GroRe (cm):

Postleitzahl:

Alter in Jahren:

Aktuelles Gewicht (kg):

GroRke (cm):

Anzahl der lebenden Kinder:

Anzahl der Schwangerschaften:

Kind mit Herzfehler ist wie vieltes Kind?

Geburt dieses Kindes in SSW

Geburt des Kindes davor in SSW

Anzahl der lebenden Kinder:

Sind Sie momentan berufstatig?
o Nein
o Ja, 100%
o Ja, weniger als 100%

Sind Sie momentan berufstatig?
o Nein
o Ja, 100%
o Ja, weniger als 100%

Haben Sie eine Schule besucht?
o Keine Schule besucht
o Hauptschule oder Realschule
o Fachabitur oder/Abitur

Haben Sie eine Schule besucht?
o Keine Schule besucht
o Hauptschule oder Realschule
o Fachabitur oder/Abitur

o 6-20 Zigaretten / Tag
o > 20 Zigaretten / Tag
O <6 Zigaretten/ Tag

o Hochschule o Hochschule
Sind Sie in Deutschland geboren? Sind Sie in Deutschland geboren?
o Ja o Ja
o Nein,in o Nein,in
Rauchen Sie? Rauchen Sie?
o Nein o Nein

0 6-20 Zigaretten / Tag
o > 20 Zigaretten / Tag
O <6 Zigaretten/Tag

Nehmen Sie regelméRig Medikamente ein?
o Ja, folgende:

o Ja, ich weild nicht welche
o Nein

Nehmen Sie regelméRig Medikamente ein?
o Ja, folgende:

o Ja, ich wei} nicht welche
o Nein

Nehmen Sie momentan Vitamin Préparate?
o Ja
o Nein

Nehmen Sie momentan Vitamin Préaparate?
o Ja
o Nein




Wenn Ja, welche?
o B-Vitamine
o VitaminD
o Vitamin C, Magnesium, Eisen od. Calcium
o Ja, aber ich wei’ nicht mehr was

Wenn Ja, welche?
o B-Vitamine
o Vitamin D
o Vitamin C, Magnesium, Eisen od. Calcium
o Ja, aber ich weiR nicht mehr was

Haben Sie weitere Kinder mit Herzfehler?
o Ja
o Nein

Haben Sie weitere Kinder mit chronischen Erkrankungen oder
angeborenen Erkrankungen?

o Nein

o Ja, die folgenden:

Haben Sie weitere Kinder mit Herzfehler?
o Ja
o Nein

Haben Sie weitere Kinder mit chronischen Erkrankungen oder
angeborenen Erkrankungen?

o Nein

o Ja, die folgenden:

Essgewohnheiten:
O vegan
o vegetarisch
o wenig Fleisch, aber nicht vegetarisch
o normale Mischkost

Essgewohnheiten:
O vegan
o vegetarisch
o wenig Fleisch, aber nicht vegetarisch
o normale Mischkost

Durchschnittliche Essgewohnheiten (bitte ankreuzen):

Durchschnittliche Essgewohnheiten (bitte ankreuzen):

wie oft pro Woche wie oft pro Woche

<3 3-7 >7 <3 3-7 >7
Milch(produkte) Milch(produkte)
z.B. Kase, z.B. Kase,
Joghurt, Quark Joghurt, Quark
Fleisch vom Fleisch vom
Rind, Schwein Rind, Schwein
od. Schaf od. Schaf
Fisch Fisch
Hahnchen- Hahnchen-
oder oder
Putenfleisch Putenfleisch
Gemiise Gemiise
Obst Obst
Niisse Niisse
Fett/ Ol / Fett/ Ol /
Butter Butter
SiiRigkeiten SiRigkeiten
SiRgetranke, SiRgetranke,
z.B. Cola, Saft z.B. Cola, Saft
Alkoholische Alkoholische
Getranke Getranke
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Fragen zum Kind mit dem angeborenen Herzfehler und zum Verlauf der Schwangerschaft mit diesem Kind

- ab hier von der Mutter auszufiillen.

Geburtsjahr des Kindes:
Aktuelle GroRe (cm):
Aktuelles Gewicht (kg):

Haben Sie in der Schwangerschaft einen Beruf ausgelibt?
o Ja
o Nein

Wie alt waren Sie bei der Geburt des Kindes?
Wie war Ihr Gewicht vor der Schwangerschaft?

Wie viel Gewicht haben Sie wahrend der Schwangerschaft
zugenommen?

o <Tkg

o 8-11kg

o >12kg

o ich wei es nicht mehr

Haben Sie das Kind in Deutschland zur Welt gebracht?
o Ja
o Nein, in

War die Schwangerschaft geplant?
o Ja
o Nein

Haben Sie in der Schwangerschaft geraucht?
o Nein
o Ja, 1-5Zigaretten / Tag
o Ja, 6-20 Zigaretten / Tag
o Ja, > 20 Zigaretten / Tag

Haben Sie vor der Schwangerschaft geraucht?
o Nein
o Ja,1-5Zigaretten/ Tag
o Ja, 6-20 Zigaretten / Tag
o Ja,> 20 Zigaretten / Tag

Essgewohnheiten in der Schwangerschaft
o Vegan od. vegetarisch
o Wenig Fleisch aber nicht vegetarisch
o Normale Mischkost

Haben Sie in der Schwangerschaft Alkohol getrunken?
o Nein
o 1-2 /Woche
o 3-7Woche
o > 7/MWoche
o ich erinnere mich nicht

Haben Sie Multivitamine in der Schwangerschaft
eingenommen?
o Nicht eingenommen
o inden ersten 3 Monaten
o wahrend der gesamten Schwangerschaft
o unregelmaBig
o ich erinnere mich nicht

Haben Sie Multivitamine vor der Schwangerschaft
eingenommen?

o Ja

o Nein

O unregelmaRig

o ich erinnere mich nicht

Haben Sie in der Schwangerschaft regelmafig Medikamente
eingenommen?

o Nein

o Ja, die folgenden:

Wann wurde die Diagnose eines Herzfehlers bei Ihrem Kind
bekannt?
o Wahrend der Schwangerschatft, in SSW
o Nach der Geburt
Alter des Kindes bei Diagnose:

Gab es Komplikationen in dieser Schwangerschaft:
o keine Komplikationen

Gab es Komplikationen nach der Geburt?
o Keine

o Gestationsdiabetes o Postpartale Depression
o Hypertonie/Preeclampsie o Ich erinnere mich nicht mehr
o Wiederholte Infektionen o Sonstige:
o ich erinnere mich nicht
o Sonstige:
o Geburt des Kindes war in SSW: Haben Sie gestillt?
o Gewicht des Kindes bei Geburt: o Nein
o GroRe des Kindes bei Geburt: o <2 Monate
o Kopfumfang des Kindes bei Geburt: o 3-6Monate
o ich erinnere mich nicht o 7-12Monate
o > 12Monate
o ich erinnere mich nicht

Ab wann haben Sie zugefiittert?




Zentrum fiir Kinder, Jugendliche und Adoleszente

Klinik flr
Padiatrische Kardiologie

Direktor: Prof. Dr. med. Hashim Abdul-Khaliq

2 UKS

Universitatsklinikum des Saarlandes

L a des Klinik fiir Padiatrische Kardiologie
Gebaude 9, 66421 Homburg

Gebéude 9, 66421 Homburg
Telefon 06841/16-28333
Fax 06841/16-28455

E-Mail kinderkardiologe@uks.eu
Web www.uks.eu/kinderkardiologie
Datum

Elterninformation fiir die Teilnahme an der Studie ,,Konzentration von Cholin und Betain im

Plasma und Urin bei Kindern mit angeborenem Herzfehler und im Plasma bei ihren Eltern*

Sehr geehrte Damen und Herren,

wir mochten Sie bitten, an einer Studie des Universitatsklinikums in Homburg
teilzunehmen, in der die Bedeutung des Nahrstoffs Cholin in der Entstehung von
Herzfehlern untersucht wird.

Hintergrund

Cholin ist ein wichtiger Nahrstoff vor und wahrend der Schwangerschaft. Es ist notwendig
fiir die Bildung von neuen Zellen und der Erbsubstanz des Menschen, der DNA.
Vermutet wird, dass Kinder mit schweren angeborenen Herzfehlern und deren Eltern
niedrige Konzentrationen von Cholin im Blut haben. Wir gehen davon aus, dass Stérungen
in der Verstoffwechselung von Cholin an der Entstehung von Herzfehlern beteiligt sein
kénnen.

Daher mdchten wir in unserer Studie die Cholinmetabolite im Blut bei Ihnen und bei Ihrem
an einem Herzfehler erkrankten Kind sowie im Urin |hres Kindes bestimmen. Mittels eines
Fragebogens werden weitere Risikofaktoren, sowie Fragen zur Schwangerschaft und
Erndhrung erkannt, welche einen Einfluss auf den Cholinstoffwechsel haben kdnnen.
Sollte sich ein Zusammenhang der Menge dieser Metabolite im Blut mit dem Schweregrad
der Herzfehler zeigen, wird in zukiinftigen Studien untersucht, ob eine Supplementation
dieser Nahrstoffe bei Mutter und Vater bereits vor einer Schwangerschaft zu weniger
schweren Herzfehlern fiihrt.

Durchfiihrung und Verlauf der Studie

Im Rahmen der Studie werden Sie gebeten einen Fragebogen auszufiillen. Hier werden
weitere Risikofaktoren erfragt, die den Cholinspiegel im Blut beeinflussen kénnen.

Ihrem Kind wird wahrend einer routinemaRigen Blutentnahme zusétzlich 5 - 10 ml Blut
entnommen sowie eine Urinprobe gewonnen. Fiir die Urinprobe wird Ihr Kind eine Probe
in einen Urinbecher geben. Falls Ihr Kind hierfiir zu jung ist wird ein Urinbeutel geklebt, in
dem der Urin aufgefangen wird.

Im Anschluss wird Ihnen, den Eltern, ebenfalls 5 — 10 ml Blut entnommen und auf die
gleichen Nahrstoffe untersucht.

Die erhobenen Werte werden nur fiir Studienzwecke erhoben und lassen keinen
Riickschluss auf Ihren aktuellen Gesundheitsstatus oder den lhres Kindes zu. Die
Teilnahme an der Studie wird die Behandlung Ihres Kindes in keiner Weise beeinflussen.

Pforte
Telefon ~ 06841/16-2 8000

Ambulanz / Terminvergabe
Telefon -28333
Fax -28455

Stationen

KK-01 (Intensiv)
Telefon -28374
KK-03 (Kardiologie)
Telefon -28391

Sekretariat
Telefon -28306
Fax -28330

Kliniken fiir

Kinder- und Jugendmedizin
Geschaftsfihrender Direktor
Prof. Dr. Michael Zemlin

Padiatrische Kardiologie
Prof. Dr. Hashim Abdul-Khaliq

Allgemeine Padiatrie
und Neonatologie

Prof. Dr. Michael Zemlin
Padiatrische Onkologie

und Hamatologie
Prof. Dr. Norbert Graf
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Aligemeine Risiken einer Blutentnahme

Allgemeine Risiken einer Blutentnahme sind Bluterglisse oder schmerzhafte Missempfindungen im Bereich der
Einstichstellen. Starkere Blutungen sind sehr selten, treten dann a.e. bei Blutungskrankheiten auf. Haut-, Nerven-
oder Gewebeschaden mit bleibender Schadigung sind méglich, aber sehr selten. Infektionen an der Einstichstelle
und Entziindung der punktierten Vene kdnnen mit Antibiotika gut behandelt werden. Sehr selten kénnen diese
Infektionen in die Blutbahn (bergehen und zu einer schweren Infektion fiihren. Bei lhrem Kind wird die
Blutentnahme im Rahmen einer routinemaRig sowieso notwendigen Blutentnahme durchgefiinhrt. lhr Kind wird fiir
die Studie nicht getrennt gestochen.

Freiwilligkeit der Teilnahme und Riicktrittsrecht

Die Studienteilnahme ist freiwillig. Sie kénnen jederzeit, auch ohne Angabe von Griinden, Ihre Teilnahme und/oder
die Teilnahme Ihres Kindes beenden, ohne dass lhnen/lhrem Kind dadurch irgendwelche Nachteile entstehen. Der
Widerruf kann durch miindliche, schriftliche oder telefonische Mitteilung an die Studienverantwortlichen erfolgen.
Falls Sie mit einer Teilnahme einverstanden sind, bitten wir Sie, die Einverstandniserklarung zu unterzeichnen.

Datenverwertung

Die fiir die wissenschaftliche Studie erhobenen Daten werden in pseudonymisierter Form gespeichert, ausgewertet
und gegebenenfalls weitergegeben. Pseudonymisiert bedeutet, dass keine Angaben von Namen oder Initialen
verwendet werden, sondern nur ein Nummern- und/oder Buchstabencode. Durch diese Kodierung wird im Rahmen
der wissenschaftlichen Auswertung kein Unbefugter lhre personlichen Daten erhalten. Eine Zuordnung der
personlichen Daten anhand der Codenummer ist nur fiir den besonderen Fall vorgesehen, dass eine zustandige
Uberwachungsbehdrde, Bundesoberbehdrde oder Ethikkommission dieses fordert.

Blutprobenverwertung
Die Blutproben werden nach Abschluss der Studie vernichtet.

An wen wende ich mich bei weiteren Fragen?

Sie haben im Zusammenhang mit der Studie stets die Gelegenheit zu weiteren Beratungsgesprachen unter der
Rufnummer (R Obeid +49-(0)6841-30711 jeden Montag von 9-12 Uhr).
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Einwilligungserklarung zum Datenschutz der Studie ,,Konzentration von Cholin und Betain im
Plasma und Urin bei Kindern mit angeborenem Herzfehler und im Plasma bei ihren Eltern*

1) Ich erklare mich damit einverstanden, dass im Rahmen dieser klinischen Priifung erhobene
Daten, insbesondere Angaben (ber meine Gesundheit, in Papierform und auf elektronischen
Datentragern im Universitatsklinikun des Saarlandes (Klinik fur Innere Medizin Il/Zentrallabor)
aufgezeichnet werden. Soweit erforderlich, dirfen die erhobenen Daten nur pseudonymisiert
(verschlisselt) weitergegeben werden.

2) AuBerdem erklare ich mich damit einverstanden, dass autorisierte und zur Verschwiegenheit
verpflichtete Beauftragte die zusténdigen inldndischen in meine beim Prifarzt vorhandenen
personenbezogenen Daten, insbesondere meine Gesundheitsdaten, Einsicht nehmen, soweit dies fiir
die Uberpriifung der ordnungsgemaRen Durchfiihrung der Studie notwendig ist. Fiir diese MaBnahme
entbinde ich den Prifarzt von der arztlichen Schweigepflicht.

3) Die Einwilligung zur Erhebung und Verarbeitung meiner personenbezogenen Daten,
insbesondere der Angaben iiber meine Gesundheit, ist nicht unwiderruflich. Im Falle eines Widerrufs
habe ich das Recht auf Loschung meiner Daten. Ich bin bereits darliiber aufgeklart worden, dass ich
jederzeit die Teilnahme an der klinischen Priifung beenden kann.

4) Ich erklare mich damit einverstanden, dass meine Daten nach Beendigung oder Abbruch der
Priifung mindestens zehn Jahre aufbewahrt werden, wie es die Vorschriften lber die klinische Priifung
von Arzneimitteln bestimmen. Danach werden meine personenbezogenen Daten geloscht, soweit nicht
gesetzliche, satzungsmaRige oder vertragliche Aufbewahrungsfristen entgegenstehen.

5) Ich bin Uber folgende gesetzliche Regelung informiert: Falls ich meine Einwilligung, an der
Studie teilzunehmen, widerrufe, missen alle Stellen, die meine personenbezogenen Daten,
insbesondere Gesundheitsdaten gespeichert haben, unverziglich prifen, inwieweit die gespeicherten
Daten fiir oben genannten Zwecke noch erforderlich sind. Nicht mehr benétigte Daten sind unverziglich
zu léschen.

Ort, Datum Name Unterschrift der Mutter

Ort, Datum Name Unterschrift des Vaters

Seite 3 von 4

88




Zentrum fiir Kinder, Jugendliche und Adoleszente

Klinik far
Padiatrische Kardiologie

L]
=2 ntn
Direktor: Prof. Dr. med. Hashim Abdul-Khaliq @lg Hg“uw kU Klans
aeg Vi

EINWILLIGUNG zur Teilnahme an der Studie ,Konzentration von Cholin und Betain
im Plasma und Urin bei Kindern mit angeborenem Herzfehler und im Plasma bei
ihren Eltern“

Mit lhrer Unterschrift erklaren Sie, dass Sie diese Probandeninformation
(Elterninformation und Datenschutzerklarung) gelesen und verstanden haben und
freiwillig zur Teilnahme an der Untersuchung bereit sind. Ferner stimmen Sie mit lhrer
Unterschrift der Weitergabe der wahrend der Studie erhobenen Daten in
anonymisierter Form an autorisierte Dritte zu. Sie haben das Recht, jederzeit die
Teilnahme an der Untersuchung ohne Nennung von Griinden zu widerrufen.

Ort, Datum Name Unterschrift der Mutter
Ort, Datum Name Unterschrift des Vaters
Ort, Datum Name Unterschrift aufklarender Arzt
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Ganz herzlich mdéchte ich mich bei den Kindern und lhren Eltern fir die Teilnahme an der
Studie und das entgegen gebrachte Vertrauen, sowohl im Rahmen dieser Studie als auch in

der medizinischen Betreuung wahrend ihres Klinikaufenthaltes, bedanken.

Dartber hinaus gilt mein Dank insbesondere naturlich Prof. Obeid und Prof. Abdul-Khaliq fir
die Moglichkeit dieser Arbeit und die durchgehende Unterstiitzung bei der Durchfiihrung der
Studie und dem Verfassen dieser Arbeit. Aullerdem danke ich dem pflegerischen und
arztlichen Personal der kinderkardiologischen Stationen des UKS Homburg fur die Hilfe bei

der Organisation der Studie und Unterstutzung in der Entnahme der Proben.

Von ganzem Herzen danke ich meiner Familie dafir, dass sie mich wahrend meiner
(beruflichen) Laufbahn in Allem ohne Zweifel immer tatkraftig unterstitzt haben. Ohne sie ware
ich nicht da, wo ich heute bin. Zuletzt méchte ich mich noch bei Dr. Carolina Mattwich
bedanken fiir das konstante offene Ohr, den regen Austausch und natirlich das mehrmalige

Korrekturlesen der Arbeit.
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