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Zusammenfassung:

Einfluss einer oralen L-Argininhydrochlorid-Supplementation auf den
Knochenstoffwechsel gesunder postmenopausaler Frauen

Einleitung: Aktuelle Forschungsergebnisse zeigen eine positive Wirkung des freien Radikals
Stickstoffmonoxid auf den Knochenstoffwechsel. Der Stickstoffmonoxidbestand des
Organismus kann durch Gabe pharmakologischer NO-Donoren erhéht werden. Erste
Humanexperimente bestatigen einen positiven Einfluss einer NO-Donoren-Applikation auf
den Knochenstoffwechsel. Andererseits kann eine orale Supplementation des
Stickstoffmonoxid-Vorlaufers L-Arginin ebenfalls zu einer Erhéhung der NO-Produktion
fihren und scheint zudem, im Gegensatz zu den NO-Donoren, in Mengen bis 30 g frei von
unerwlinschten Wirkungen zu sein. Zudem fiihrt eine orale Supplementation von L-Arginin zu
einer signifikanten Steigerung der IGF 1 Konzentration, was ebenfalls einen positiven
Einfluss auf den Knochenstoffwechsel ausubt.

Ziel: In der vorliegenden Studie wurde daher die Auswirkung einer sechsmonatigen
Supplementation von 18 g L-Argininhydrochlorid auf den Knochenstoffwechsel
postmenopausaler gesunder Frauen in einer ambulant durchgefiihrten Studie untersucht.

Methode: 30 gesunde postmenopausale Frauen, aufgeteilt auf zwei Gruppen a 15
Probandinnen, nahmen an der Untersuchung teil. Die Verumgruppe (54,5t 4,1 Jahre,
66,3 £ 10,5 kg) erhielt Uber sechs Monate eine tagliche Supplementation mit 18 g L-Arginin-
hydrochlorid (14,8 g freies L-Arginin), die Plazebogruppe (55,3 + 4,4 Jahre, 64,2 + 9,1 kg)
erhielt 18 g Dextrose. Um exogene Einflussfaktoren auszuschlieRen wurden die
Probandinnen gebeten ihre Essgewohnheiten und die sportliche Aktivitat wahrend des
Studienzeitraumes nicht zZu verandern. Zur Uberpriifung wurden die
Ernahrungsgewohnheiten und die sportliche Aktivitdt innerhalb des Studienzeitraumes
dokumentiert. Zur Kontrolle der L-Arginin-Einnahme wurde als ,Complience“-Parameter die
Gesamtstickstoff-Exkretion zweier aufeinanderfolgender 24 Stunden-Urine zu Beginn, sowie
nach zwei, vier und sechs Monaten, bestimmt. Zur Analyse von IGF 1, den Knochen-
formationsmarkern PICP, bAP und Osteocalcin, dem Knochenresorptionsmarker CTX, sowie
Parathormon und Serum-Calcium wurden ebenfalls zu Beginn der Studie sowie nach zwei,
vier und sechs Monaten Blutproben entnommen. Zudem wurde zu Beginn und zum Ende der
Supplementation sowie nach insgesamt einem Jahr das trabekulare und kortikale
Knochenkompartiment von Radius wund Tibia mittels peripherer quantitativer
Computertomographie gemessen. Desweiteren wurden Parameter zur Beurteilung der
Muskelkraft erfasst.

Ergebnisse: Die Probandinnen anderten weder ihre Essgewohnheiten, noch traten
Veranderungen der sportlichen Aktivitdt wahrend des Studienzeitraumes auf. Wie erwartet
stieg die Gesamtstickstoff-Exkretion der Verumgruppe im Vergleich zur Plazebogruppe
signifikant an. Anhand der Biomarker des Knochenstoffwechsels konnten in diesem
Experiment keine Veranderungen durch die L-Argininhydrochlorid-Supplementation
beobachtet werden. Die Ergebnisse der pQCT-Messung zeigten ausschlieBlich bei der
Messung der Kortikalisdicke des Radius eine supplementationsbedingte Erhéhung in der
Verumgruppe. Zudem wurde keine Erhéhung der IGF 1-Konzentration durch die
Supplementation ermittelt.

Schlussfolgerung:  Die  Ergebnisse zeigen, dass eine Supplementation mit
L-Argininhydrochlorid nicht den einer NO-Donoren-Applikation vergleichbaren Effekt auf den
Knochenstoffwechsel postmenopausaler Frauen ausibt. Einzig die Kortikalisdicke des
Radius zeigte eine supplementationsbedingte Erhéhung in der Verumgruppe. Da kein
Anstieg der IGF 1-Konzentration aufgrund der L-Argininhydrochlorid-Supplementation
gemessen wurde, konnte zudem kein IGF 1-vermittelter Effekt auf den Knochenstoffwechsel
erfolgen. Daher sollten mogliche Faktoren, die zu dieser reduzierten Wirkung gefuhrt haben
konnten, in Folgestudien untersucht werden um die Wirkung der Aminosaure auf den
Knochenstoffwechsel zu verbessern.



Abstract:

Effect of an oral supplementation with L-argininehydrochloride on bone
metabolism of healthy postmenopausal women

Introduction: Recent experimental studies indicate that nitric oxide (NO) is an important
regulator of bone turnover by exerting an anabolic effect on bone cell activity. The NO-level
of the human body can be elevated through application of pharmacological NO-donors. The
first human trials conducted showed a positive effect of an NO-donor application on the
metabolism of human bones. On the other hand L-arginine, the natural precursor of NO-
synthesis, is also able to enhance NO-production and, in contrast to NO-donors, seems -in
amounts to 30 g- to be free of undesirable effects. Furthermore, an oral L-arginine
supplementation causes a significant increase in IGF 1 release, which also has a positive
effect on bone metabolism.

Objective: The purpose of this study was to examine the effect of a six-month daily oral
supplementation with 18 g L-argininehydrochloride on the bone metabolism of healthy
postmenopausal women.

Method: Thirty healthy postmenopausal women, divided into two groups, took part in this
study. One group (54.5 * 4.1 years, 66.3 + 10.5 kg) received a six-month daily oral
supplementation with 18 g L-argininehydrochloride (i.e. 14.8 g free L-arginine). The other
fifteen volunteers (55.3 £ 4.4 years, 64.2 + 9.1 kg) obtained 18 g dextrose as placebo. To
eleminate exogen influencing factors the volunteers were asked not to change their activity
or eating behavior during the study. For checking purposes nutritional intake and physical
activity were documented in protocols during the study. 24-hour urinary excretion of nitrogen,
as an indicator for compliance, was analysed for two days at baseline and after two, four and
six months. For the analysis of IGF 1, bone formation markers PICP, bAP, osteocalcin, the
bone resorption marker CTX as well as for parathyroid hormone and serum-calcium blood
was drawn at baseline and after two, four and six months of supplementation. pQCT
measurements were performed at trabecular and cortical sites of radius and tibia at baseline,
after six months and after one year.

Results: Volunteers did not change their eating behavior or physical activity during the six
months of intervention. As expected, nitrogen excretion rose in the group with
L-argininhydrochloride supplementation and remained constant in the placebo group.
Biomarkers of bone metabolism did not change following the L-argininehydrochloride
supplementation. The results from the pQCT-measurement showed a change at cortical
bone site of the radius in the L-arginine group, but no significant changes were observed at
any other site. A change in IGF 1 concentration due to the L-argininhydrochloride
supplementation was also not evident.

Conclusion: The results show that a supplementation with L-argininehydrochloride is not as
effective as an application of NO-donors to influence bone metabolism of postmenopausal
women. Alone the cortical thickness of the radius showed a significant increase due to the
supplementation. Furthermore in view of the fact that no change in IGF 1 concentration was
observed, it was evident that there could be no IGF 1 dependent influence on bone
metabolism. Therefore potential factors, which led to the reduced effect, should be checked
in following studies, to intensify the impact of the amino acid L-arginine on bone metabolism.



Abkurzungsverzeichnis

Abb.
ADMA
AK

BO
bAP
BMDtrab
BH4
BMDxort
BMCtrab
BMCyort
BMI
bzw.

C

CA
Ca?"
cm
cNOS
CSAwt
CTX
d.h.
DLR
EKG
eNOS
FAD
FFQ
FMN

g

h
IGF 1
IGF 2
iINOS
kg

KH

L

m

mg

MJ

Abbildung

Asymmetrisches Dimethylarginin
Antikorper

maximale Bindung

knochenspezifische alkalische Phosphatase
trabekulare Knochendichte
Tetrahydrobiopterin

kortikale Knochendichte

trabekulare Knochenmasse

kortikale Knochenmasse
Body-Mass-Index

beziehungsweise

Celsius

kortikale Knochenquerschnittsflache
Calcium

Zentimeter

konstitutive Stickstoffmonoxid-Synthase
Gesamtquerschnittsflache

Typ 1 Kollagen C-terminales Crosslink Telopeptid
dass heif3t

Deutsches Zentrum flr Luft- und Raumfahrt
Elektrokardiogramm

endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase
Flavinadenindinukleotid

Food frequency questionnaire
Flavinmononukleotid

Gramm

Stunde

Insulin-like growth factor 1

Insulin-like growth factor 2

induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase
Kilogramm

Kohlenhydrate

Liter

Meter

Milligramm

Megajoule

Muskel CSA Muskelquerschnittsflache

n
NADPH
nNOS
NO
NO,
NO3

Stichprobenumfang
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
neuronale Stickstoffmonoxid-Synthase
Stickstoffmonoxid

Nitrit

Nitrat



Abkulrzungsverzeichnis

NSB

P
PICP
pmol
pQCT
PTH
rom
RT
SD
SGOT
SGPT
SSI
STH
TA

z. B.
yGT
Mg

nichtspezifische Bindung
Irrtumswahrscheinlichkeit
Carboxyterminales Propeptid des Typ 1 Prokollagens
picomol

periphere quantitative Computertomographie
Parathormon

Umdrehungen pro Minute

Raumtemperatur

Standardabweichung

Serum Glutamat-Oxalacetat-Transaminase
Serum Glutamat-Pyuvat-Transaminase
Strength-Strain-Index

Somatotropin

Totalaktivitat

zum Beispiel

gamma-Glutamyl-Transferase

Mikrogramm



Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung

2 Thematische Einfiihrung

2.1 Stoffwechsel und Morphologie des Knochens
2.2 Aufbau und Erhalt der Knochenmasse
2.3 Postmenopausale Osteoporose

2.4 Stickstoffmonoxid als moégliches Regulatormolekil des Knochen-
stoffwechsels

2.4.1 Stickstoffmonoxid-Donoren und Knochenstoffwechsel

2.4.2 L-Arginin und Knochenstoffwechsel

2.5 Einfluss des Somatotropins auf den Knochenstoffwechsel

2.6 Messung der Veranderungen des Knochenstoffwechsels

2.6.1 Biomarker des Knochenstoffwechsels

26.1.1  Typ 1 Kollagen C-terminales Crosslink Telopeptid (CTX)
2.6.1.2  Carboxyterminales Propeptid des Typ 1 Prokollagen (PICP)
2.6.1.3 Knochenspezifische alkalische Phosphatase (bAP)

2.6.1.4 Intaktes Osteocalcin

2.6.1.5 Parathormon (PTH)

2.6.2 Messung der Knochenstruktur und Knochendichte

2.7 Messung der Muskelkraft
2.8 Fragestellung dieser Arbeit

3 Material und Methoden

Versuchsdesign

.1 Ethikkommission

.2 Einschlussuntersuchung
.3 Probandenkollektiv

.4  Experimentablauf

.5 Verum- und Plazebopraparat
.6 Blutabnahmen

.7 Urinabgaben

.8  Korpergewicht

.9 Ernahrungsfragebogen
.10 Aktivitatsprotokoll

3.2 Bestimmungsmethoden
3.2.1  Typ 1 Kollagen C-terminales Crosslink Telopeptid (CTX)
3.2.2 Carboxyterminales Propeptid des Typ 1 Prokollagen (PICP)

N G (U G G (L QI G G

Seite



Inhaltsverzeichnis

II

3.2.3 Knochenspezifische alkalische Phosphatase (bAP)
3.2.4 Intaktes Osteocalcin

3.2.5 Parathormon (PTH)

3.2.6 Insulin-like growth factor 1 (IGF 1)

3.3 Transformiertes Calcium
3.4 Gesamtstickstoff-Analyse

3.5 Messung der Knochenstruktur und Knochendichte
3.5.1  Messung am Radius

3.5.2 Messung an der Tibia

3.5.3 Messung der Knochendichte

3.5.4 Messung der Knochenmasse

3.5.5 Messung der Knochengeometrie

3.6 Messung der Muskelkraft

3.6.1  Messung der Muskelflache

3.6.2 Messung des Strength-Strain-Index (SSI)
3.6.3 Messung der Griffstarke

3.7 Statistik
4 Ergebnisse

4.1 Korpergewicht

4.2 Ernahrungsfragebogen
4.3 Aktivitatsfragebogen
4.4 Stickstoffausscheidung

4.5 Messung der Muskelkraft

4.5.1 Muskelquerschnittsflache (Muskel CSA) des Unterarms
4.5.2 Muskelquerschnittsflache (Muskel CSA) des Unterschenkels
4.5.3 Strength-Strain-Index (SSI) des Radius

454 Strength-Strain-Index (SSI) der Tibia

455 Griffstarke

4.6 Biomarker des Knochen- und Calciumstoffwechsels

4.6.1 Typ 1 Kollagen C-terminales Crosslink Telopeptid (CTX)
4.6.2 Carboxyterminales Propeptid des Typ 1 Prokollagen (PICP)
4.6.3 Knochenspezifische alkalische Phosphatase (bAP)

4.6.4 Intaktes Osteocalcin

4.6.5 Parathormon (PTH)

4.7 Insulin-like growth factor 1 (IGF 1)
4.8 Transformiertes Calcium

4.9 Messung der Knochendichte, -masse und -geometrie
4.9.1 Messung der Knochendichte

4.9.1.1  Trabekulare Knochendichte (BMDyap) des Radius
4.9.1.2  Trabekulare Knochendichte (BMDyp) der Tibia
4.9.1.3 Kortikale Knochendichte (BMDy,t) des Radius

29
30
30
31

32
32

33
33
34
34
35
35

35
35
35
36

37
39

39
39
41
42

44
44
45
46
47
47

48
48
49
51
52
53

55
56

56
56
56
57
58



Inhaltsverzeichnis

I

491.4
49.2

4.9.21
49.2.2
49.2.3
4924
493

4.9.3.1

49.3.2
4.9.3.3
4934
4.9.3.5

Kortikale Knochendichte (BMDy,) der Tibia
Messung der Knochenmasse
Trabekulare Knochenmasse (BMCy4p) des Radius
Trabekulare Knochenmasse (BMCy4p) der Tibia
Kortikale Knochenmasse (BMCyort) des Radius
Kortikale Knochenmasse (BMCyqr) der Tibia
Messung der Knochengeometrie
Gesamte Knochenquerschnittsflache (CSAst) von Radius
und Tibia
Kortikale Knochenquerschnittsflache (CA) des Radius
Kortikale Knochenquerschnittsflache (CA) der Tibia
Kortikalisdicke des Radius
Kortikalisdicke der Tibia

5 Diskussion

6 Zusammenfassung

7 Literaturverzeichnis

8 Anhang

9 Danksagung

59
60
60
61
62
63
64

64
65
66
67
68

70

87

89

106

112



1 Einleitung

Bei der Osteoporose handelt es sich um eine mit Fraktur einhergehende
Verminderung von Knochenmasse, -struktur und -funktion (Consensus
development conference, 1993). Besonders davon betroffen sind Frauen nach
Beginn der Menopause, da hier durch ein Ungleichgewicht zwischen
Knochenaufbau und Knochenabbau verstarkt Knochen degradiert wird. Ohne
entsprechende praventive Mallnahmen kann man davon ausgehen, dass jede
dritte bis vierte Frau im Alter von 70 Jahren mindestens eine osteoporotische
Fraktur erleidet (Gotte et al., 2001). Die zur Zeit angewandten therapeutischen
Malnahmen gegen den altersbedingten Knochenabbau, wie eine Behandlung mit
Ostrogenen, Bisphosphonaten oder Fluoriden sind jedoch zum Teil nicht ohne
Nebenwirkungen oder zeigen nur begrenzt Erfolge. Daher ist die Erforschung
effektiver therapeutischer MalRnahmen dringend erforderlich und auch

gesellschaftlich von besonderer Relevanz.

Aktuelle Forschungsergebnisse zeigen eine positive Wirkung des freien Radikals
Stickstoffmonoxid (NO) auf den Knochenstoffwechsel. So spielt Stickstoffmonoxid
eine wichtige Rolle als parakriner und autokriner Mediator der Knochenzellaktivitat
als Antwort auf Stimuli wie Cytokine (van't Hof et al., 2001; Damoulis et al., 1997;
Ralston et al., 1995), Ostrogene (Armour et al., 1998; Weiner et al., 1994) und
mechanische Belastung (Turner et al., 1996; Klein-Nulend et al., 1998; Zaman et
al., 1999). Ergebnisse aus in vitro Studien (Lowik et al., 1994; Otsuka et al., 1998)
und Tierexperimenten (Aguirre et al., 2001; Armour et al., 2001) zeigten, dass NO
die Osteoklasten (knochenabbauenden Zellen) in ihrer knochenresorptiven
Eigenschaft zu hemmen scheint, wahrend die Osteoblasten (knochenaufbauenden
Zellen) in ihrer Aktivitat unterstitzt werden. NO wird enzymatisch mit Hilfe der
Stickstoffmonoxid-Synthasen (NOS) aus dem Guanidino-Stickstoff des L-Arginins
und molekularem Sauerstoff gebildet. Der Stickstoffmonoxidbestand des Korpers

kann aber auch durch Gabe pharmakologischer NO-Donoren (organische Nitrate
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und nichtnitratartige NO-Donoren) erhéht werden (Feelisch, 1991). NO-Donoren
werden therapeutisch als Vasodilatoren bei Herzerkrankungen, wie der Angina
pectoris, eingesetzt. Durch Denitrierung der NO-Donoren entstehen NO und
Nitrosothiole, die fur die Wirkung der Medikamente verantwortlich sind (Fung,
1993). Ergebnisse tierexperimenteller und erste humanphysiologische
Untersuchungen zum Einfluss von NO-Donoren auf den Knochenstoffwechsel
wurden bereits beschrieben (Wimalawansa, 2000a; Wimalawansa, 2000b). Diese
Ergebnisse zeigen, dass die Applikation von NO-Donoren einen knochen-
erhaltenden Effekt auslbt. Nachteile der Therapie mit NO-Donoren bei
Osteoporose-Patienten sind jedoch die erheblichen unerwinschten Wirkungen,
wie ausgepragte Kopfschmerzen, hypotone Kreislaufregulationsstorungen und
Kollapszustande (Parker, 1993).

L-Arginin, als natlrliche Vorlaufersubstanz des Stickstoffmonoxids hingegen,
scheint in Dosierungen bis 30 g frei von unerwiinschten Wirkungen zu sein (Visek,
1985; (Buchman et al., 1999; Hurson et al., 1995; Kirk et al., 1993; Luiking et al.,
1998). Da nicht nur eine NO-Donorentherapie, sondern auch eine orale
L-Arginingabe zur Bildung von NO im Organismus fiihrt (Bode-Boger et al., 1996;
Kharitonov et al., 1995; Wheeler et al., 1997; Clarkson et al., 1996), ist
anzunehmen, dass eine orale Supplementation mit L-Arginin einen signifikanten
Anstieg der NO-Synthese bewirken und somit einen den NO-Donoren

vergleichbaren Effekt auf den Knochenstoffwechsel ausiiben kdnnte.

Das Wachstumshormon Somatotropin ist besonders in der Kindheit flir seinen
wachstumsfordernden Einfluss auf den Knochen bekannt (Froesch et al., 1985).
Die Rolle des Somatotropins und seines Wachstumsfaktors IGF 1 zur Erhaltung
der Knochenmasse im Alter ist jedoch noch nicht geklart. Die Sekretion des
Somatotropins sowie die IGF 1-Konzentration im Blut nehmen im Alter ab
(Marcus, 1997; Ravn et al., 1995). Diese Abnahme wird unter anderem als Grund
fur eine Abnahme der Knochenmasse diskutiert, da eine positive Korrelation
zwischen der IGF 1-Konzentration und der Knochenmasse postmenopausaler

Frauen nachgewiesen werden konnte (Munoz-Torres et al., 2001, Garnero et al.,
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1999, Poiraudeau et al., 1997). Untersuchungen zeigen, dass eine erhdhte
Arginingabe zu einer signifikanten Steigerung der IGF 1-Konzentration im Blut
fuhrt (Hurson et al., 1995). Daher soll in der vorliegenden Studie L-Arginin oral
supplementiert werden, um neben der Stimulation der Stickstoffmonoxid-
Synthese, den Einfluss einer gesteigerten IGF 1-Bildung auf den

Knochenstoffwechsel gesunder postmenopausaler Frauen zu untersuchen.



2 Thematische Einfiihrung

2.1 Stoffwechsel und Morphologie des Knochens

Der Knochen ist ein ausgesprochen dynamisches Gewebe und befindet sich in
einem standigen Ab- und Aufbauprozess. Die Knochen degradierenden Zellen
(Osteoklasten) und die Knochen bildenden Zellen (Osteoblasten) sind dabei eine
Arbeitseinheit und beeinflussen sich gegenseitig (Aloia, 1994). Durch
Osteoblasten und deren Mediatoren gesteuert, entfernen Osteoklasten an der
Knochenoberflache alte Knochenmatrix (Resorption), die anschliefend von den
Osteoblasten neu gebildet wird (Formation). Im Knochengewebe eingelagert
befinden sich die Osteozyten, die aus Osteoblasten hervorgehen. Die Funktion der
Osteozyten ist noch nicht eindeutig geklart (Nijweide et al., 2002). Ihnen wird eine
entscheidende Rolle bei der Signaltransduktion mechanischer und biochemischer
Reize zugeordnet (Cowin et al., 1991; Klein-Nulend et al., 1995).

Der Knochen besteht aus vier unterschiedlichen Kompartimenten (Abbildung 2.1),
der Knochenhaut (Periost), der Kortikalis (Kompakta), der endostalen Oberflache
und der Spongiosa. Die Kortikalis, die rund 80 % der gesamten Knochenmasse
ausmacht, besteht aus einer calciumreichen dichten Mineralphase und ist dadurch
sehr stabil. Die Spongiosa hingegen ist nur zu 20 % calcifiziert, besteht aus einem
Balkchen- oder Trabekelsystem und hat daher eine geringere Dichte als das
kortikale Knochengewebe (Christenson, 1997). Im Vergleich zur Kortikalis weist
die Spongiosa eine wesentlich schnellere Umbaudynamik auf. Die Ursache dafur
liegt, neben der ungleichen Geometrie der Gewebe mit einem vollkommen
unterschiedlichen Oberflachen/Volumen Verhaltnis, in einer unterschiedlichen
zellularen Aktivitat in den Kompartimenten (Dodds et al., 1989; Aloia, 1994). Der
altersbedingte Knochenmasseverlust ebenso wie die Osteoporose manifestieren

sich daher zunachst im spongiésen Knochen (Delling, 2001).
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Abbildung 2.1: Knochenkompartimente des Réhrenknochens

Neben der unterschiedlichen Umbaudynamik weist der Knochen zwei
unterschiedliche Umbauarten, das ,Modeling® und das ,Remodeling®, auf.
.Modeling“ fihrt zu einem gleichzeitigen Knochenabbau und -aufbau an parallelen
Knochenoberflachen und verandert daher Form und Umfang des Knochens.
Dieser Prozess findet vorwiegend im Wachstum sowie bei starker mechanischer
Belastung der Knochen statt (Marks et al., 2002). Der Prozess des ,Remodeling®
beschreibt den zeitlich und raumlich gekoppelten Ersatz von altem durch neuen
Knochen, wobei im Alter die Resorption die Formation Ubersteigt (de Vernejoul,
1996). ,Remodeling” erfolgt vorwiegend im Trabekelsystem, an der Oberflache der
Havers'schen Kanale des kortikalen Knochens und an der endostalen Oberflache
(Frost, 1985). Ungefahr 95 % des adulten Knochenumbaus beruhen auf

.,Remodeling“-Prozessen.
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2.2 Aufbau und Erhalt der Knochenmasse

Bis zum Ende der Wachstumsphase uberwiegt der Knochenaufbau gegenlber
dem Knochenabbau. Nach Erreichen der maximalen Knochenmasse (peak bone
mass) zum Ende der zweiten Lebensdekade bis Mitte der dritten Lebensdekade,
stehen Auf- und Abbau im Gleichgewicht (Rizzoli et al., 1999). Wie viel
Knochenmasse bis zu diesem Zeitpunkt aufgebaut wird, hangt ab von Geschlecht,
der Bevolkerungszugehorigkeit, der genetischen Pradisposition, der Ernahrung
und vom Grad der mechanischen Belastung (Rizzoli et al., 2001; Heaney et al.,
2000; Lau et al., 1998; Schiessl et al., 1998). Das Plateau der maximalen
Knochenmasse bleibt bis maximal zum 50. Lebensjahr bestehen (Ziegler, 2001).
Danach beginnt der physiologische Knochenabbau. Der Knochen nimmt von
diesem Zeitpunkt an unabhangig von der Lokalisation kontinuierlich um ca. 0,5 bis
1 % pro Jahr ab (Schacht, 2000).

Nicht nur fur den Aufbau sondern auch fur den Erhalt des Knochens spielt die
mechanische Belastung eine bedeutende Rolle. So ist vor allem bei Personen mit
geringer korperlicher Aktivitat und einer verminderten Belastung der Knochen, wie
beispielsweise bei Immobilisation oder in der Schwerelosigkeit, eine
Knochenatrophie zu beobachten (Kamps et al., 2001; Scheld et al., 2001; Heer et
al., 1999; Donaldson et al., 1970). Zum Knochenerhalt ist die Art der
Muskeltatigkeit bei korperlicher Belastung von entscheidender Bedeutung. Dabei
uben Aktivitaten mit einem hohen MalR an Belastung (Kraftsportarten) einen
grolleren Einfluss auf den Knochen aus als Aktivitaten mit niedriger Intensitat
(Ausdauersportarten) (Colletti et al., 1989; Heinrich et al., 1990). Nach der Theorie
von Frost et al. (Frost, 1987; Frost, 1997b) ist demnach ein bestimmter
Schwellenwert an mechanischer Belastung notwendig um dem altersbedingten
Knochenabbau entgegen zu wirken. Einfluss auf diesen Schwellenwert nehmen
systemische und nichtmechanische Faktoren, wie Hormone, Ernahrung,

genetische Faktoren und Medikamente.

2.3 Postmenopausale Osteoporose

Durch einen erhéhten Knochenumsatz (,high turnover) mit einem

Ungleichgewicht zwischen Resorption und Formation erfolgt bei Frauen ab der
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Menopause bis zu zehn Jahren danach eine Beschleunigung des Knochenabbaus
auf das funf- bis zehnfache des pramenopausalen Wertes (Aloia, 1994; Ziegler,
2001). Hauptursache fur die veranderte Knochenstoffwechsellage ist die
veranderte Hormonproduktion. Das knochenprotektive Ostrogen wird nur noch
unzureichend gebildet und eine Beschleunigung des Knochenumbaus ist die
Folge (Garton et al., 1996). Die Umbauzyklen sind dabei derart verkurzt, dass die
Resorption der Formation Uberwiegt (Ziegler, 2001). Bei Frauen, die in jungen
Jahren eine geringe Knochenmasse aufgebaut haben, kann dieser erhohte
Knochenabbau in der Menopause zu einer postmenopausalen Osteoporose

fuhren.

Laut WHO (World Health Organisation) handelt es sich bei der Osteoporose um
.eine systemische Skeletterkrankung mit einer Verminderung der Knochenmasse
und einer Verschlechterung der Mikroarchitektur des Knochengewebes mit
entsprechend reduzierter Festigkeit und erhdhter Frakturneigung“ (Consensus
development conference, 1993). So fuhrt bei der postmenopausalen Osteoporose
die gegenuber dem Aufbau erhdhte Abbaurate zu einer langsam abnehmenden
Knochendichte und damit zu einem konsequenten Anstieg der Knochenfragilitat.

Frakturen sind nicht selten die Folge.

Osteoporose stellt die haufigste metabolische Knochenerkrankung dar. Die Zahl
der Osteoporosepatienten in Deutschland wird derzeit mit vier bis sechs Millionen
angegeben (Gotte und Dittmar, 2001). Allein in Deutschland werden die durch die
Erkrankung verursachten Folgekosten fir Therapie, Rehabilitation und Pflege auf
uber 3,5 Milliarden Euro geschatzt (Pollaehne et al., 2001). Aufgrund einer
erhohten Lebenserwartung und der Altersstruktur ist mit einer Verdoppelung der
Kosten bis ins Jahr 2030 zu rechnen (Gotte und Dittmar, 2001). Therapeutische
Gegenmalinahmen sind daher dringend erforderlich. Zurzeit ist jedoch keine
effektive, nebenwirkungsfreie Therapie der postmenopausalen Osteoporose
bekannt, die fahig ist, dem Knochenabbau entgegenzuwirken (Hanley et al.,
1996).
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2.4 Stickstoffmonoxid als mogliches Regulatormolekil des Knochen-
stoffwechsels

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein kurzlebiges, freies Radikal mit einer hohen
Reaktivitat, dessen Halbwertzeit nur wenige Sekunden betragt. In einer Sauerstoff
(Oz)-abhangigen Reaktion wird L-Arginin katalytisch mit Hilfe der NO-Synthasen
(NOS) zu NO und dem Koprodukt L-Citrullin synthetisiert (Palmer et al., 1988)
(Abbildung 2.2). Es existieren drei verschiedene Isoenzyme der NO-Synthase.
Hier wird zwischen einer neuronalen (nNOS), einer endothelialen (eNOS) und
einer induktiven (iNOS) Form unterschieden (Moncada et al., 1993). Aufgrund
gleicher Regulationsmechanismen werden eNOS und nNOS zusammen als
konstitutive Form (cNOS) bezeichnet. Wahrend Substrat und Kofaktoren fur alle
Isoenzyme identisch sind und cNOS wie INOS als Homodimere vorliegen,
unterscheiden sich die Regulationsmechanismen der Enzymaktivitat fur die

einzelnen Isoformen grundlegend.

NH 0
PN
H,N N X o

N NH,

L-Arginine
+

0O:
iCa™

™~ cNOS Pharmakologische
iNOS NO Donoren

Cytokine 7
L-Citrullin /
G
NO-

Abbildung 2.2: Syntheseweg des Stickstoffmonoxids (NO)

Bei der cNOS erfolgt die Regulation primar posttranslational Uber eine
Veranderung der Enzymaktivitat. Sie wird standig exprimiert und zeigt basale
Aktivitat. Stimulus der NO-Synthese ist eine Erhdhung bzw. eine Erniedrigung der
Calcium (Ca®*)-Konzentration in der Zelle. Ca®" aktiviert den Calciumdetektor

Calmodulin, der nun die Synthase aktiviert. Es folgt eine rasch einsetzende und
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reversible Stimulation der NO-Synthase die zur Produktion picomolarer NO-

Mengen fuhrt (Forstermann et al., 1998).

Die NO-Synthese Uber die iINOS erfolgt nach Stimulation von Zellen, die zur
Expression der iNOS fahig sind. Stimuli sind dabei Cytokine sowie mikrobielle
Faktoren (z. B. Endotoxin), die zur de novo Expression der iNOS-RNA fuhren
(Robbins et al., 1994). Die Synthese erfolgt als aktives Homodimer, wobei
Calmodulin irreversibel an das Enzym gebunden ist. Somit ist die iINOS
weitgehend unabhangig von dem Ca®* Gehalt der Zelle. Die iNOS unterliegt einer
transkriptionalen Kontrolle. Wird die iNOS durch Stimulation von Cytokinen oder
mikrobiellen Faktoren exprimiert, so werden konstant nanomolare Mengen NO
produziert. Nach Expression des Proteins ist die Verfugbarkeit von Substrat und

Kofaktoren der limitierende Faktor der NO Produktion.

Sowohl eNOS als auch iINOS werden im Knochen exprimiert und tGben durch die
unterschiedlichen Regulationsmechanismen einen Einfluss auf die Knochenzellen
aus (Ralston, 1997; Helfrich et al., 1997). Die Aktivierung der iNOS im Knochen
erfolgt dabei ausschliel3lich in entzindlichen Prozessen uber proinflammatorische
Cytokine. Die Ergebnisse verschiedener Studien weisen dabei darauf hin, dass
eine hohe NO-Freisetzung Uber diesen Weg den entzindungsbedingten
Knochenverlust potenziert (Damoulis und Hauschka, 1997; Ralston et al. 1995;
van't Hof und Ralston, 2001). Unter physiologischen Bedingungen ist jedoch die
eNOS die im Knochen vorherrschende NO-Synthase (Brandi et al., 1995; Helfrich,
et al. 1997; Fox et al., 1998). |Ihr scheint hingegen eine positive, regulative Rolle
vor allem bei der Osteoblastenaktivitat und der Knochenformation zuzukommen.
So wurde bei eNOS knock-out Mausen ein Defekt der Knochenformation und
osteoblastaren Aktivitat festgestellt (Armour et al., 2001; Aguirre et al., 2001). Der
Grund fur die unterschiedliche Wirkung der NO-Freisetzung Uber die iINOS und die
eNOS auf die Knochenzellen wird der unterschiedlichen Hohe der NO-Produktion

uber die beiden Synthasen zugeschrieben (van't Hof und Ralston, 2001).

Zudem qilt das uber die eNOS gebildete NO als Mediator des anabolen Effekts
der Ostrogene auf den Knochenstoffwechsel. Ostrogene stimulieren dabei die
eNOS Aktivitat in Osteoblasten (Armour und Ralston, 1998; Weiner et al., 1994).
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Wimalawansa et al. (Wimalawansa et al., 1996) zeigten im Rattenmodell, dass bei
Gabe von eNOS Inhibitoren der protektive Effekt der Ostrogene auf den
Knochenstoffwechsel unterbrochen wird, was zu einem Abbau an Knochenmasse
fuhrt. Hinweise auf einen Zusammenhang gibt auch die Beobachtung, dass die
NO-Produktion bei Frauen in der Menopause abnimmt, wahrend eine
Ostrogensubstitution zu einem Wiederanstieg der NO-Produktion fiihrt (Cicinelli et
al., 1997; Rosselli et al., 1995). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass der
stimulatorische Effekt der Ostrogene auf die Osteoblasten auf eine lokale NO-
Produktion der Knochenzellen Uber die eNOS zurlckzuflhren ist. So kann sich
eine Aktivierung der eNOS mit einer NO-Produktion im picomolaren Bereich vor

allem in der Postmenopause positiv auf den Knochenerhalt auswirken.

Auf der zellularen Ebene zeigte sich, dass auch mechanische Belastung eine
schnell einsetzende NO-Produktion Uber die eNOS in Osteoblasten und
Osteozyten bewirkt (Pitsillides et al., 1995; Klein-Nulend et al., 1998; Zaman et al.,
1999). Diese NO-Freisetzung scheint den Reiz der mechanischen Belastung uber
die Osteozyten an den Knochen weiterzuleiten und so die Knochenformation zu
fordern (Uematsu et al., 1995; Fox et al., 1996). Turner et al. (1996) wiesen auch
im Tierversuch nach, dass die Gabe des NO-Synthase Inhibitors L-NAME die
mechanisch induzierte Knochenformation um 66 % reduziert. Beim Menschen
konnte bisher eine Erhohung der NO-Produktion nach sportlicher Aktivitat durch
Messung der stabilen Endprodukte des NO-Stoffwechsels, Nitrit (NO2) und Nitrat
(NO3), beobachtet werden (Bode-Boger et al., 1994b; Jungersten et al., 1997).

2.4.1 Stickstoffmonoxid-Donoren und Knochenstoffwechsel

Stickstoffmonoxid kann auch nichtenzymatisch durch Einnahme
pharmakologischer NO-Donoren (organische Nitrate und nicht-nitratartige NO-
Donoren) im Organismus gebildet werden (Feelisch, 1991) (Abbildung 2.2). NO-
Donoren werden hauptsachlich als Vasodilatoren bei Herz-Kreislaufpatienten und
aufgrund der antiaggregatorischen Wirkung auf gefallwandnahe Thrombozyten
eingesetzt. Das gemeinsame Strukturmerkmal der organischen Nitrate besteht
aus einem aliphatischen Grundgerust, das mit bis zu vier Molekulen Salpetersaure

verestert ist. Fur die Wirkung der NO-Donoren sind nicht die organischen Nitrate
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selbst, sondern die durch Denitrierung entstehenden Produkte (NO und
Nitrosothiole) verantwortlich (Feelisch et al., 1987). Organische Nitrate sind daher
sogenannte ,prodrugs® ihrer eigentlich wirksamen Metaboliten und setzen NO
entweder bei einer chemischen Redoxreaktion mit Thiolen wie Cystein oder
Methionin frei oder durch eine reduktive Biotransformation im Gewebe. Der
Einsatz von NO-Donoren als Koronarmittel beruht auf der Aktivierung der
wasserloslichen Guanylyl-Cyclase, wodurch der cGMP-Spiegel erhoht wird, was
letztendlich zur Relaxation in der glatten Muskelzelle flhrt, wie sie beispielsweise
in der Herzmuskulatur vorzufinden ist (Honicka et al., 1997). Zu den wichtigsten
klinisch eingesetzten NO-Donoren gehéren Nitroglycerin, Glyceryltrinitrat,
Isosorbiddinitrat, Isosorbid-5-mononitrat und Pentaerithrityltetranitrat sowie die

nicht nitratartigen NO-Donoren Molsidomin und Nitroprussid.

Ist es moglich, den Knochenstoffwechsel durch eine NO-Donoren Gabe zu
beeinflussen? Im Tierversuch konnte ein positiver Effekt einer transdermalen NO-
Donoren Applikation (Nitroglycerin) auf den Knochenstoffwechsel ovariektomierter
Ratten gezeigt werden (Wimalawansa et al., 1996). Dabei wies die Applikation
einen den Ostrogenen vergleichbaren, hemmenden Effekt auf die
Knochenresorption und eine erhéhte Knochenformation auf. Jamal et al. (1998)
stellten eine hohere Knochendichte bei postmenopausalen Frauen mit
intermittierender NO-Donoreneinnahme im Vergleich zur Kontrollgruppe fest.
Wimalawansa et al. (2000a) zeigte, dass bei ovariektomierten Frauen im Alter von
36 bis 45 Jahren eine kutane Applikation des NO-Donors Nitroglycerin die
Knochenresorption hemmt und die Formation erhoht. Dieser Effekt wurde anhand
der Biomarker des Knochenstoffwechsels und Messungen der Knochendichte

gezeigt.

Auf der Basis dieser Forschungsergebnisse untersuchten wir in einem
epidemiologischen Vorexperiment, ob ein positiver Zusammenhang zwischen der
Knochendichte und der Einnahme von NO-Donoren bestehen kdnnte. Dazu wurde
ein retrospektives Screening am Patientenkollektiv des Osteoporose Diagnostik-

und Therapiezentrums in Munchen durchgefuhrt, von denen bereits eine
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radiologische Befundung mittels peripherer quantitativer Computertomographie
(pQCT, Typ Densiscan 1000, Scanco Medical AG, Schweiz) vorlag, um die
Haufigkeit der Einnahme von NO-Donoren bei Osteoporosepatientinnen
epidemiologisch zu erfassen. Mit Hilfe eines Fragebogens (siehe Anhang 8.1)
wurde ermittelt, wie viele der Osteoporosepatientinnen NO-Donoren als
Arzneimittel erhielten, welche NO-Donoren wie lange eingenommen wurden und
welche Dosierung erfolgt ist. Angeschrieben wurden 1409 Osteoporose-
patientinnen. Auf die Fragebdgen haben insgesamt 590 Frauen
(Durchschnittsalter 61,3 £ 9,8 Jahre) geantwortet.

Insgesamt nahmen 33 der Frauen NO-Donoren ein, von denen 17 eine kurzzeitige
NO-Donoreneinnahme aufwiesen (entweder einmalig als Spray oder kurzzeitige
Einnahme uUber wenige Monate). Die Ubrigen 16 Frauen nahmen permanent NO-
Donoren ein. Hier wurden vor allem die NO-Donoren Nitrolingual (Wirkstoff:
Glyceroltrinitrat), Corvaton (Wirkstoff: Molsidomin) und Isoket (Wirkstoff:
Isosorbiddinitrat) eingesetzt. Von den 16 Frauen mit permanenter NO-
Donoreneinnahme konnten nur acht als sogenannte ,fast looser” eingestuft
werden. Fast looser sind definiert als Patienten mit einem Verlust von mehr als
3 % der trabekuldren Knochendichte des Radius im Zeitraum von einem Jahr
(Christiansen et al., 1990).

Die Auswertung der Fragebdgen zeigte, dass nur acht Frauen gefunden werden
konnten, die Uber langere Zeit NO-Donoren eingenommen haben und an
Osteoporose leiden. Basierend auf diesem Experiment der retrospektiven
Datenerfassung und den in der Literatur beschriebenen positiven Effekten der NO-
Donoren (Wimalawansa et al., 1996; Jamal et al., 1998; Wimalawansa, 2000a)
konnte spekuliert werden, dass eine Therapie mit NO-Donoren einer Reduktion
der Knochenmasse entgegenwirkt. Vermutlich konnte daher eine Therapie mit
NO-Donoren die Entwicklung von osteoporotischen Veranderungen des Knochens

gehemmt haben.

Einer erkennbaren  positiven  Wirkung der NO-Donoren auf den
Knochenstoffwechsel stehen jedoch erhebliche unerwiinschte Nebenwirkungen

gegenuber (Parker, 1993). So kann es bei der Einnahme von medikamentos
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verwendeten organischen Nitraten zu ausgepragten Kopfschmerzen, hypotonen
Kreislaufregulationsstérungen und Kollapszustanden kommen. Daher gilt der

Einsatz von NO-Donoren in der Therapie als nicht unbedenklich.

2.4.2 L-Arginin und Knochenstoffwechsel

Anders als bei den NO-Donoren weist L-Arginin (2-Amino-
5-Guanidinopentansaure) als naturlicher Vorlaufer der Formation von
Stickstoffmonoxid in Dosierungen bis zu 30 g keine unerwinschten Wirkungen auf
(Visek, 1986; Barbul, 1986; Mocchegiani et al., 1990). L-Arginin ist eine stark
basische Aminosaure, die eine Vielzahl metabolischer Funktionen im Organismus
aufweist (Barbul, 1986; Beaumier et al., 1996) und eine zentrale Rolle beim

Organwachstum und im Immunsystem spielt (Daly et al., 1988).

Es existieren drei verschiedene Argininquellen. Dazu zahlt das im Protein-Abbau
gebildete Arginin, das Arginin aus der endogenen Synthese und das uber die
Nahrung aufgenommene Arginin (Beaumier et al., 1996; Barbul, 1986; Harper et
al., 1993). Die im Erwachsenenalter unter physiologischen Bedingungen nicht
essentielle Aminosaure wird unter pathogenen Bedingungen, wie bei einer
Gewebeschadigung oder bei der Wundheilung, durch einen erhdhten Bedarf
essentiell (Laidlaw et al., 1987; Albina et al., 1990). Die durchschnittliche orale
L-Arginin  Aufnahme eines 70 Kilogramm schweren Menschen Uber die
Nahrungsmittelaufnahme betragt 5g pro Tag, davon ca. 70 % durch die
Aufnahme von tierischem Protein (Visek, 1986). Aber auch Ndisse
(1,1-3,2 g/100 g), Sojamehl (3,2 g/100 g) und Sesamkorner (2,2 g/100 g) weisen
einen hohen Arginingehalt auf. Die orale Bioverfugbarkeit von L-Arginin liegt bei
68 % (Bode-Boger et al., 1998). L-Arginin ist eine nicht toxische Aminosaure, die
uber langere Zeit in Dosierungen bis zu 30 g pro Tag ohne Nebenwirkungen
eingenommen werden kann (Visek, 1986; Barbul, 1986; Mocchegiani et al., 1990).
Dies wird auch durch Studien zur Untersuchung der vasodilatorischen Wirkung
von NO durch L-Arginin-Supplementation belegt (Buchman et al., 1999; Hurson et
al., 1995; Kirk et al., 1993; Luiking et al., 1998; Blum et al., 2000a). Hier erfolgten

L-Arginin-Supplementationen in Dosierungen zwischen 9 und 30 g pro Tag.
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Wie in zahlreichen Arbeiten gezeigt werden konnte, kann die Bildung von NO im
menschlichen Organismus durch orale L-Arginin-Supplementation (Bode-Boger et
al., 1996; Kharitonov et al., 1995; Wheeler et al., 1997; Clarkson et al., 1996) oder
durch L-Arginin-Infusion (Bode-Boger et al, 1994a) erhoht werden. In
Langzeitstudien wird jedoch die orale Supplementation der Infusion aufgrund der
besseren Durchflihrbarkeit vorgezogen (Preli et al., 2002). Obwohl die
physiologische intrazellulare L-Arginin-Konzentration (2 mmol/L) im Vergleich zu
dem Kn-Wert der NO-Synthase (2,9 pmol/L) sehr hoch ist und die Synthase daher
mit Substrat abgesattigt sein musste, lasst sich die NO-Synthese durch eine
Supplementation mit L-Arginin erhdhen (Wu und Meininger, 2000; Fryburg, 2000;
Peters et al., 1999). Unterschiedliche Theorien sind bisher zur Klarung dieses
sogenannten ,Arginin-Paradoxons® aufgestellt worden (Wu und Meininger, 2000).
So wird zum Beispiel als ein Grund die Lokalisierung von L-Arginin und den
NO-Synthasen in unterschiedlichen intrazellularen Kompartimenten diskutiert
(Bode-Boger et al., 1998; Castillo et al., 1993). Zudem wurde im Plasma und in
kultivierten humanen Endothelzellen der endogene kompetitive Inhibitor der
NO-Synthase ADMA (Asymmetrisches Dimethylarginin) entdeckt, der als
limitierender Faktor der NO-Synthese aus L-Arginin gilt (Boger et al., 2000; Rees
et al., 1990). Bode-Boger et al. (1998) zeigten jedoch, dass ein erhohtes
Substratangebot an L-Arginin das Konzentrationsverhaltnis von ADMA und
L-Arginin so weit verschiebt, dass der NO-Synthase vermehrt L-Arginin als

Substrat zur Verfugung steht und somit auch vermehrt NO gebildet werden kann.

Die intestinale Absorption der Aminosauren erfolgt, abhangig von der
Molekulstruktur, Uber unterschiedliche Transportsysteme. Die Absorption des
L-Arginin im Jejunum erfolgt Uber ein Transportsystem, das ebenso andere
basische Aminosauren transportiert. Da nach erhdhter Gabe von L-Arginin ein
Anstieg der L-Arginin-Konzentration im Blut zu verzeichnen ist (Bode-Boger et al.,
1998), ist anzunehmen, dass L-Arginin die Ubrigen Aminosauren bei der
Absorption verdrangt und dadurch mehr L-Arginin verstoffwechselt wird. Eine
Messung der L-Arginin-Konzentration im Blut zur Erfassung einer Konzentrations-

erhohung ist jedoch nur postprandial sinnvoll, da Regulationsmechanismen dafur
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sorgen, dass eine stolartige @ Konzentrationserh6hung nach  der

Nahrungsaufnahme rasch ausgeglichen wird (Castillo et al., 1993).

Wie bereits erwahnt ist L-Arginin nicht nur Vorlaufersubstanz der NO-Synthese.
L-Arginin dient auch als Quelle zur Ornithin-Synthese im Intestinum, ist im
Harnstoffzyklus involviert, ist der Amidin-Donor zur Kreatin-Synthese oder wird in
der Niere zu Agmatin decarboxyliert. So kdnnte eine zusatzliche L-Arginin-
Supplementation auch andere Stoffwechselwege beschreiten, die nicht zu einer
erhohten Synthese von NO fuhren. Zum Beispiel wird auch die Argininosuccinase-
Defizienz durch Anreicherung der Diat mit L-Arginin behandelt (Stryer, 1996).
Warum eine zusatzliche Gabe von L-Arginin daher zu einer Erhéhung der NO-
Synthese fuhrt ist noch nicht geklart (Peters et al., 1999).

Obwohl in der Literatur Untersuchungen Uber den Einfluss einer L-Arginin-
Supplementation auf den Knochenstoffwechsel des Menschen gefordert werden
(Visser et al., 1994; Lowe, 1998), wurden bisher noch keine humanen Studien zur
Klarung eines Zusammenhanges durchgefuhrt. Ein positiver Einfluss von L-Arginin
auf den Knochenstoffwechsel wurde bisher ausschlieBlich im Zell- und im
Tierexperiment erforscht. Chevalley et al. (1998) fanden eine Stimulation der
Insulin-like growth factor 1 (IGF 1)-Produktion und der Kollagensynthese in
Osteoblasten nach Zugabe von L-Arginin zu dem Medium. Die Ergebnisse weisen
darauf hin, dass Arginin zum einen direkt die Knochenformation stimuliert zum

anderen eine indirekte Stimulation Uber IGF 1 erfolgt.

Erste tierexperimentelle Untersuchungen der Wirkung einer L-Arginin-
Supplementation auf den Knochenstoffwechsel wurden von Fiore et al. (2000)
durchgefuhrt. Im Rattenmodell konnte ein Anstieg der Knochendichte nach
L-Arginin-Supplementation festgestellt werden. Die Untersuchungsergebnisse von
Clementi et al. (2001) weisen ahnliche Ergebnisse auf. Hier wurde durch Gabe
von Cyclosporin A ein Verlust des Knochenmineralgehalts induziert. Dieser Verlust

konnte durch gleichzeitige Gabe von L-Arginin verhindert werden.
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2.5 Einfluss des Somatotropins auf den Knochenstoffwechsel

Insulin-like growth factor 1 (IGF 1) und Insulin-like growth factor 2 (IGF 2)
bezeichnet man als Somatomedine, die unter dem Einfluss des
Wachstumshormons Somatotropin (STH) in der Leber gebildet werden und Uber
spezifische Rezeptoren als Mediatoren (second messenger) des Somatotropins
wirken. Die Uber die Somatomedine vermittelten Wirkungen des Somatotropins
haben neben Auswirkungen auf den Protein-, Fett- und Kohlenhydratstoffwechsel
in erster Linie einen Einfluss auf das Wachstum von Skelett und Organen sowie
auf die Schaffung der daflr erforderlichen metabolischen Voraussetzungen. Ziel
ist die Stimulation der DNA-Synthese, die im Skelettsystem eine Teilung der
Zellen des nichtverknéchernden Knorpels der Epiphysenfugen sowie ein Langen-
und Dickenwachstum des Knochens zur Folge hat (Froesch et al., 1985). Dieser
Effekt ist von einer verstarkten Synthese der extrazellularen Grundsubstanz des

Knorpel- und Knochengewebes (z. B. Kollagen) begleitet.

In den letzten Jahren wurden zahlreiche Untersuchungen zu einer Wirkung des
Somatotropins und seines Wachstumsfaktors IGF 1 auf den Knochenstoffwechsel
in der Postmenopause durchgefuhrt (Ebeling et al., 1993; Munoz-Torres et al.,
2001; Ghiron et al., 1995; Kim et al., 1999; Sugimoto et al., 1999; Marcus, 1997;
Ravn et al. 1995). Ravn et al. (1995) sowie Marcus et al. (1997) zeigten, dass die
Sekretion des Somatotropins sowie die IGF 1-Konzentration in der Menopause
abnimmt und im Blut osteoporotischer Frauen signifikant erniedrigt ist. Bei
Erhdhung der IGF 1-Konzentration durch STH oder IGF 1-Supplementation steigt
dagegen die Knochenmasse signifikant an (Sugimoto et al., 1999; Ebeling et al.,
1993; Vestergaard et al., 1999). Zudem konnte eine positive Korrelation zwischen
der IGF 1-Konzentration und der Knochenmasse postmenopausaler Frauen
nachgewiesen werden (Munoz-Torres et al., 2001; Garnero et al., 1999;
Poiraudeau et al.,, 1997). Infolgedessen wird die Abnahme der IGF 1-
Konzentration in der Menopause unter anderem als ein Grund fur eine Abnahme
der Knochenmasse diskutiert (Kim et al., 1999; Ravn et al., 1995).

L-Arginin ist nicht nur das Substrat fur die NO-Synthase, sondern auch ein
bekannter Stimulus fur die Freisetzung von STH und damit auch wie bereits

erwahnt seines Mediators IGF 1 (Merimee et al., 1965; Isidori et al., 1981). Der
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Mechanismus der STH-Freisetzung Uber L-Arginin ist noch nicht vollstandig
erforscht. Angenommen wird hier eine Inhibition der Somatostatin-Sekretion, eines
Inhibitors der STH-Freisetzung, die im Hypothalamus erfolgt und somit zu einer
erhohten STH-Freisetzung fuhrt (Ghigo et al., 1991; Koppeschaar et al., 1992).
Hurson et al. (1995) zeigten, dass eine orale Arginingabe von 17 g bei alteren
Menschen (67 bis 83 Jahre) zu einer signifikanten Steigerung der IGF 1-
Konzentration im Blut fuhrt. Eine L-Arginin-Supplementation koénnte daher
zusatzlich Uber eine erhodhte Freisetzung von STH und somit von IGF 1 auf den

Knochenstoffwechsel postmenopausaler Frauen wirken.

2.6 Messung der Veranderungen des Knochenstoffwechsels

Um Veranderungen des Knochenstoffwechsels zu erfassen, werden biochemische
Marker und bildgebende Verfahren herangezogen. Wie bereits erwahnt ist der
Knochenstoffwechsel keine statische Grofle, sondern ein kontinuierlicher
Umbauprozess, auf den verschiedene Regulationsmechanismen einwirken. Dieser
dynamische Knochenstoffwechsel und damit die Aktivitat der Osteoblasten und
Osteoklasten, lasst sich durch biochemische Blut- und Urinmarker erfassen (Eyre,
1997; Schmolke, 2001), die in die Zirkulation gelangen und zum Teil Uber die
Niere ausgeschieden werden. Wahrend des Knochenaufbaus werden
verschiedene Proteine oder Peptide, wie das Propeptid des Typ-I-Kollagen
(PICP), die knochenspezifische alkalische Phosphatase (bAP) und Osteocalcin in
die Zirkulation abgegeben, deren Konzentration im Blut gemessen werden kann.
Der Knochenabbau kann beispielsweise durch die Konzentration des C- oder
N-terminalen Telopeptids (CTX, NTX) ebenfalls im Blut erfasst werden.

Veranderungen des Knochenstoffwechsels haben durch den Auf- und Abbau der
calciumreichen Mineralphase auch Einfluss auf den Calciumstoffwechsel. Die
Calciumkonzentration im Blut, die einer strengen homoostatischen Kontrolle
unterliegt, wird Uber Hormone gesteuert. Als Marker des Calciumstoffwechsels

wird hier das Parathormon (PTH) herangezogen.

Im Gegensatz zur Knochenzellaktivitdt werden Veranderungen der Knochendichte

und Knochenstruktur nur langsam sichtbar. Diese Veranderungen konnen mit Hilfe
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bildgebender Verfahren, wie der peripheren quantitativen Computertomographie
(pQCT), erfasst werden.

2.6.1 Biomarker des Knochenstoffwechsels

2.6.1.1 Typ 1 Kollagen C-terminales Crosslink Telopeptid (CTX)

Der Telopeptid Marker CTX ist zur Zeit der aussagekraftigste Resorptionsmarker
der systemischen Osteoklastenaktivitat (Rosen et al., 2000). Wahrend des
Knochenabbaus erzeugen die Osteoklasten durch Abbau des Typ 1 Kollagens
kleine C- und N-terminale Kollagen Bruchstlicke (Telopeptide), die zunachst rasch
in die Zirkulation abgegeben werden und dann Uber die Niere in den Harn
ausgeschieden werden. Der Grad der Knochenresorption ist dabei der
sezernierten Telopeptidmenge direkt proportional (Schmolke, 2001). Die CTX-
Konzentration steigt wahrend der Menopause signifikant zwischen 50 bis 150 %
an (Garnero et al., 1997).

2.6.1.2 Carboxyterminales Propeptid des Typ 1 Prokollagen (PICP)

PICP ist ein biochemischer Marker der Knochenformation. Die von den
Osteoblasten gebildete kollagene Knochenmatrix besteht zu mehr als 90 % aus
Typ 1 Kollagen (Christenson, 1997). Vorlaufer des Typ 1 Kollagens ist das von
den Osteoblasten gebildete Prokollagen, dessen aminoterminales (PINP) und
carboxyterminales (PICP) Ende vor dem Einbau in die Knochenmatrix
enzymatisch en bloc abgespalten werden (Christenson, 1997). Diese
Peptidfragmente gelangen in die Zirkulation und reflektieren die osteoblastare
Kollagenneusynthese (Garnero und Delmas, 1997; Eriksen et al., 1995). PICP

steigt nach der Menopause um 20 % an (Hassager et al., 1994).

2.6.1.3 Knochenspezifische alkalische Phosphatase (bAP)

Die knochenspezifische alkalische Phosphatase gehdrt ebenfalls zu den
Formationsmarkern und ist ein Membranprotein der Osteoblasten mit
enzymatischer Aktivitat. Die Konzentration an DbAP gilt als MalR fur die
Osteoblasten-Aktivitat (Akesson, 1995). Sie wird von den Osteoblasten in der

Phase der Kollagenreifung synthetisiert und sezerniert und 16st die Einlagerung
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von Calciumphosphatkristallen aus. Ein Anstieg der bAP-Konzentration von 20 bis
50 % im Serum wahrend der Menopause wurde von Woitge et al. (Woitge et al.,
1996) und Delmas et al. (Delmas et al., 1983) beobachtet. Eine Erhdhung der
Enzymaktivitat der knochenspezifischen alkalischen Phosphatase ist sicher als
protektive Reaktion des Korpers zu interpretieren, mdglichst viel an abgebautem

Knochen zu ersetzen.

2.6.1.4 Intaktes Osteocalcin

Osteocalcin ist ein sensitiver und hochspezifischer Formationsmarker der Matrix
Mineralisation, der ausschliellich in den Osteoblasten produziert wird (Seibel et
al., 1993; Eyre, 1997; Akesson, 1995). Osteocalcin ist ein Hydroxylapatit
bindendes, knochenspezifisches Protein, das etwa 20 % des nichtkollagenen
Proteins der Knochenmatrix darstellt (Cormier, 1995). Nach Vitamin K abhangiger
Synthese wird der grofRte Anteil des neugebildeten Osteocalcins direkt in die
extrazellulare Knochenmatrix eingebaut (Lee et al., 2000). 10 bis 40 % werden
jedoch an den Extrazellularraum abgegeben (Blumsohn et al., 1995). Dieser Anteil
kann im Blut bestimmt werden. Die Osteocalcin-Konzentration im Blut ist nach der
Menopause um 50 % erhoht (Epstein et al., 1984; Stepan, 2000).

2.6.1.5 Parathormon (PTH)

Ein Anteil von circa 99 % des Calciumgehalts des Korpers ist im Knochen
gespeichert, so dass fur eine schnelle Bereitstellung von Calcium zur
Aufrechterhaltung der Calciumhomoostase ein standiger Umbau des Knochens
notwendig ist. PTH ist ein calciotrophes Hormon, das die Retention von Calcium
aus der Niere fordert und die Phosphatrickresorption hemmt. Durch diese
Wirkung wird der Serumcalciumspiegel erhéht und das Serumphosphat erniedrigt
(Hodsman et al., 2002). Die Sekretion wird hauptsachlich durch die Konzentration
an ionisiertem Calcium im Blut und durch 1,25-(OH),-Vitamin D reguliert. Nach der
Sekretion durch die Nebenschilddrise wird das zirkulierende Parathormon rasch
proteolytisch gespalten und bildet Hormonfragmente. Das biologisch aktive oder
auch intakte Parathormon bleibt im Blut stabil und kann daher mit Hilfe

immunoradiometrischer Assays gemessen werden.
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2.6.2 Messung der Knochenstruktur und Knochendichte

Verschiedenste Messgerate erlauben eine Aussage uber die Knochenstruktur und
Knochendichte. Entscheidend fir die Auswahl des Gerates zur Beurteilung von
Veranderungen des Knochens in der Menopause ist die Reproduzierbarkeit, die
Nichtinvasivitat, eine geringe Strahlenbelastung und die Fahigkeit Veranderungen
der Knochendichte, Knochenmasse und Knochengeometrie getrennt erfassen zu
konnen (Genant et al., 1996; lto et al., 1997; Augat et al., 1998a). Diese
Voraussetzungen erflllt die periphere quantitative Computertomographie (lto et
al., 1997). Neben der QCT ist die pQCT zur Zeit die einzige Methode, die die
wirkliche volumetrische Knochendichte misst und zusatzlich noch Aussagen uber
geometrische Parameter wie Gesamtknochenflache und Kortikalisdicke zulasst
(Groll et al., 1999; Sievanen et al., 1998). Die pQCT bietet dabei den Vortelil,
neben der selektiven Messung rein trabekuldrer Strukturen im ultradistalen
Bereich von Radius und Tibia auch rein kortikale Strukturen im distalen Drittel von

Radius und Tibia in die Messung mit einzubeziehen.

2.7 Messung der Muskelkraft

Wie bereits zu Anfang erwahnt, stellt Bewegung und Muskelkraft den
wahrscheinlich groRten Stimulus auf den Knochenumsatz dar (Frost, 1987; Frost,
1997b). Daher sollten Veranderungen der Muskelkraft, sowie der Muskelmasse
und Muskelflache bei der Beurteilung anderer Einflussfaktoren auf den
Knochenstoffwechsel, wie der L-Arginin-Supplementation, dokumentiert werden,
um Fehlbeurteilungen bezlglich eines Einflusses auszuschlie3en. Auf Grund der
guten Reproduzierbarkeit hat sich zur Beurteilung der Muskelkraft die Bestimmung
der Giriffstarke durchgesetzt. Hier wird die isometrische Muskelkontraktion

untersucht, die die statische Arbeit misst.

Eine Erfassung der Muskelflache ist mit Hilfe des pQCT maoglich. Auch lassen sich
mittels pQCT die morphologischen Informationen erfassen, die zur Berechnung
des sogenannten Strength-Strain Index (SSI) notwendig sind. Dieser Index gibt
Auskunft Uber die mechanische Festigkeit des Knochens, wird als eine Messzahl
fur die Bruchfestigkeit des Knochens angegeben und korreliert unabhangig von
Alter und Geschlecht hoch signifikant mit der Muskelkraft (Ferretti et al., 1996;
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Augat et al., 1998b). Veranderungen der Einflussgrole Muskelstoffwechsel

konnen somit zusatzlich erfasst werden.

2.8 Fragestellung dieser Arbeit

Ziel dieser Studie ist es, den Einfluss einer sechsmonatigen oralen L-Arginin-
Supplementation in Form von L-Argininhydrochlorid auf den Knochenstoffwechsel
gesunder, postmenopausaler Frauen zu untersuchen. Dabei sollen folgende

Fragestellungen geklart werden:

e Welchen Einfluss nimmt die L-Ariginhydrochlorid-Supplementation auf die

Biomarker des Knochenstoffwechsels?

e |st durch die L-Argininhydrochlorid-Supplementation eine Veranderung der
Knochendichte, -masse oder -geometrie, gemessen durch ein bildgebendes

Verfahren, moglich?

e Wird das trabekulare oder das kortikale Knochenkompartiment durch die

L-Argininhydrochlorid-Supplementation beeinflusst?

e Wird die IGF 1-Produktion durch die orale L-Argininhydrochlorid-
Supplementation gesteigert und kann dies als sekundare Einflussgroflie

einen Effekt auf den Knochenstoffwechsel ausiiben?
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3.1 Versuchsdesign

Im Rahmen der prospektiven, plazebo-kontrollierten Untersuchung zur
Uberprifung der Auswirkung einer L-Argininhydrochlorid-Supplementation auf den
Knochenstoffwechsel wurden 60 gesunde, postmenopausale Frauen untersucht,
von denen 30 in die Studie aufgenommen wurden. Die Studie wurde ambulant
durchgefuihrt. Die postmenopausalen Frauen wurden randomisiert in zwei
Gruppen eingeteilt. Die Halfte der Probandinnen (n = 15) erhielt Uber ein halbes
Jahr eine tagliche Supplementation von 18 g L-Argininhydrochlorid (dies entspricht
einer Supplementation von 14,8 g L-Arginin). Die ubrigen 15 Probandinnen

erhielten als Kontrollgruppe 18 g Glucose-Monohydrat (Dextrose).

3.1.1 Ethikkommission

Das Experiment wurde von der Ethikkommission Nordrhein begutachtet und als
ethisch unbedenklich angesehen. Nach Aufklarung tUber mogliche Risiken und
Nebenwirkungen der Studie haben alle Probandinnen eine schriftliche

Einverstandniserklarung zur freiwilligen Teilnahme an dieser Studie unterzeichnet.

3.1.2 Einschlussuntersuchung

Eine Woche vor Versuchsbeginn erfolgte die medizinische Einschluss-
untersuchung in der Flieger-Untersuchungsstelle des Instituts far Luft- und
Raumfahrtmedizin (DLR, KolIn). Die Untersuchung bestand aus einer klinisch-
chemischen Untersuchung (Kreatinin, Harnstoff, Eiweil3, Albumin, SGOT, SGPT,
vGT, Lipase, alkalische Phosphatase, Elektrolyte, Calcium, Glucose), Hamatologie
(kleines Blutbild, Blutsenkung), Urinuntersuchung (Glucose, Eiweif3, Urobilinogen),

Belastungs-EKG sowie einer Anamnese.
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3.1.3 Probandenkollektiv
Far die teilnehmenden Probandinnen wurden folgende Einschlusskriterien
festgelegt:

Weibliche, gesunde Probandinnen im Alter zwischen 45 und 60 Jahren
Gesicherte Menopause, d. h. seit mindestens sechs Monaten keine Regel-
blutung mehr

Probandinnen, die physisch und psychisch bereit und in der Lage sind an der
gesamten Untersuchung teilzunehmen

Teilnahme und erfolgreicher Abschluss der Einschlussuntersuchung

Aus der Studie ausgeschlossen wurden Probandinnen mit folgenden Kriterien:

Drogen-, Medikament- oder Alkoholabusus (regelmaldiger Genuss von mehr
als 15 g Alkohol/Tag)

Teilnahme an einer anderen klinischen Studie innerhalb der letzten 30 Tage
vor Beginn dieser Untersuchung

Niereninsuffizienz

Blutspende innerhalb der vergangenen drei Monate

Hormoneinnahme (z. B. Ostrogentherapie)

Hysterektomie

Ovariektomie

Knochenbriche innerhalb der letzten sechs Monate

Diabetes mellitus

Steroidhormoneinnahme

Rheumatische Erkrankung

Keine schriftlich vorliegende Einverstandniserklarung vor Beginn der Studie
Jeder andere Zustand, der nach Ansicht des Prifers den Patienten fir die

Aufnahme in die Studie als ungeeignet erscheinen lasst

Nahere Angaben 2zu den Studienteilinehmerinnen (Alter, Gewicht zu
Studienbeginn, Grofle und Body-Mass-Index (BMI)) sind Tabelle 3.1 zu

entnehmen.
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Tabelle 3.1 Anthropometrische Daten der Probandinnen

Alter (Jahre) Gewicht (kg) Grole (cm) BMI (kg/m?)
MW + SD MW + SD MW + SD MW + SD
Verumgruppe |545 + 41 |66,3 + 105(1658 + 6,1 240 = 3,0
Plazebogruppe [ 553 + 44 |642 + 91 (1656 + 56 233 + 3,1

BMI = Body Mass Index

Der Body-Mass-Index (BMI) errechnet sich dabei aus der Formel nach Du Bois
(Du Bois et al., 1989):

BMI - Korpergewicht[kg|

Korpergréfe’[m*]

3.1.4 Experimentablauf

Der Gesamtablauf der Studie ist in Abbildung 3.1 dargestellt. Die
L-Argininhydrochlorid- bzw. Plazeboeinnahme erfolgte dreimal taglich zu den
Mahlzeiten. Initial sowie nach zwei, vier und sechs Monaten fand eine
morgendliche Blutabnahme zur Analyse von IGF 1, der Biomarker des Knochen-
und Calciumstoffwechsels und der Elektrolyte statt. Jeweils zwei Tage vor dem
Termin zur Blutabnahme sammelten die Probandinnen zwei 24-Stunden Urine, zur
Analyse der Gesamt-Stickstoffausscheidung als Compliance Parameter. Um die
Ernadhrungsgewohnheiten der Probandinnen erfassen zu kénnen, wurden diese
angehalten jeweils zwei Wochen vor den Blutabnahmeterminen ein Food-
Frequency-Questionnaire (FFQ) auszufullen. Dadurch konnte die Haufigkeit des
Verzehrs der aufgenommenen Nahrungsmittel eines Tages und die
durchschnittliche Nahrstoffzufuhr pro Tag erfasst werden. Die Probandinnen
wurden am Tag der Blutabnahme gewogen, um Gewichtsveranderungen erfassen
zu kénnen. Zudem fullten die Probandinnen Uber den gesamten Studienzeitraum

Aktivitatsprotokolle aus.

Vor Beginn der Supplementation bzw. Plazeboeinnahme, sowie nach sechs
Monaten wurde die trabekuldre und kortikale Knochenmasse distal und proximal
an Radius und Tibia mit Hilfe eines pQCT-Messgerates erfasst (XCT 2000™,
Stratec, Birkenfeld, Deutschland). Die pQCT-Messung wurde ein weiteres Mal

nach insgesamt einem Jahr durchgefuhrt. Grund dafur war, dass die Effekte einer
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Intervention bei den bildgebenden Verfahren erst langsam sichtbar werden.
Weiterhin konnte mit dem pQCT-Messgerat die Muskelflache bestimmt werden.
Die Griffstarke wurde ebenfalls vor Beginn der Studie sowie nach sechs und 12
Monaten mittels eines Griffstarkemessgerates erfasst (Jamar Handdynamometer,
Jackson, USA). Diese Messungen wurden in der Klinik und Poliklinik fr
Kinderheilkunde der Universitat Kéln durchgeflhrt. Die gesamte Betreuung der
Probandinnen und die Blutabnahmen fanden im Institut far Luft- und
Raumfahrtmedizin des DLR in Kdln statt.

Initial nach 1 nach 2 nach 3 nach 4 nach 5 nach 6 | nach 12
Monat | Monaten | Monaten | Monaten | Monaten | Monaten | Monaten
Arginin- oder Plazeboeinnahme (18 g, 3 x taglich)
Blutabnahme X X X X
Urinsammlung N x N N
(2x24 h)
FFQ (je 2
Wochen) X X X X
Aktivitats-
X X X X X X X
protokoll
pQCT- " x x
Messung

Abbildung 3.1: Gesamtablauf der Studie

3.1.5 Verum- und Plazebopraparat

Als Verumpraparat wurde Argininhydrochlorid (18 g pro Tag entsprechen 14,8 g
Arginin pro Tag) der Firma Omikron GmbH, Neckarwestheim, Deutschland,
verwendet. Als Plazebopraparat wurde Glucose-Monohydrat (18 g) der Firma Euro
OTC Pharma®, Kamen, Deutschland, verwendet. Sowohl das Verum- als auch das
Plazebopraparat wurde gleichmaRig auf drei Einnahmezeiten verteilt zu den
Mahlzeiten in Wasser oder Saft gelost eingenommen. Dies entspricht 6 g

L-Argininhydrochlorid oder Glucose-Monohydrat pro Einnahmezeitpunkt.

3.1.6 Blutabnahmen
Die Blutabnahmen erfolgten in zweimonatigem Abstand morgens zwischen 08:00
Uhr und 08:30 Uhr in Nuchternzustand. Die letzte Mahlzeit inklusive der Getranke

durfte am Vorabend des Experimenttages bis 20:00 Uhr eingenommen werden.
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Die Blutabnahmen erfolgten durch einmaligen Einstich in eine periphere Vene des
Unterarmes mittels Butterfly (Sarstedt-System®). Zur Abnahme wurden
Monovetten mit EDTA-Additiv und Serum-Monovetten verwendet. Die EDTA-
Monovetten wurden vor und nach der Abnahme auf Eis gekuhlt und zehn Minuten
bei 3500 rpm und 4°C zentrifugiert. Die Serum-Monovetten wurden 30 Minuten
nach der Blutabnahme bei 3500 rpm zentrifugiert. Die Proben wurden aliquotiert

und bis zur Bearbeitung im tiefgefrorenen Zustand (-20°C bzw. -80°C) gelagert.

3.1.7 Urinabgaben

Jeweils zwei Tage vor den Blutabnahmen sammelten die Probandinnen zwei
24-Stunden Urine. Zum Sammeln der Urine erhielten die Probandinnen
nummerierte, gewogene Polyethylenflaschen. Die Probandinnen wurden
angehalten die Uhrzeit jeder Urinabgabe zu dokumentieren. Die Urine wurden bis
zur Ankunft im DLR in Kihltaschen mit Kiuhlakkus gekuhlt und bei Eintreffen im
DLR sofort weiterverarbeitet. Dabei wurden die Gewichte der Urine durch Wiegen
der Urinflaschen und Abzug der Flaschentara ermittelt und dokumentiert. Durch
Poolen der einzelnen Urine eines Tages wurden 24-Stunden Urine ermittelt. Die
24-Stunden Urine wurden aliquotiert und bis zur Bestimmung der einzelnen

Parameter bei -20°C tiefgefroren.

3.1.8 Korpergewicht
Die Probandinnen wurden initial sowie nach zwei, vier und sechs Monaten

Supplementation nach einem standardisierten Protokoll (nuchtern, nach
Urinabgabe, vor der Blutabnahme, mit Unterwasche bekleidet) gewogen (Soehnle

Personenwaage). Das Koérpergewicht wurde dokumentiert.

3.1.9 Ernahrungsfragebogen

Zur  Erfassung des  Erndhrungsstatus und -musters wurde ein
Ernahrungsfragebogen in Form eines Food-Frequency-Questionnaires (FFQ)
eingesetzt. Dieser ermdglicht es eine kurze Beschreibung des aktuellen
Ernahrungsmusters zu fest definierten Zeitpunkten innerhalb der Studie zu
erhalten, da eine kontrollierte, nahrstoffdefinierte Diat wahrend der Studiendauer

von einem halben Jahr, die zudem ambulant durchgefihrt wurde, nicht méglich
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war. Food-Frequency-Questionnaires sind ein  geeignetes Mittel die
Nahrstoffzufuhr wahrend Langzeitstudien zu beurteilen (Winkler, 1995). Dieser
Fragebogen gibt Auskunft dartber, welche Mengen an bestimmten Lebensmitteln
zu den einzelnen Mabhlzeiten verzehrt werden. Ein FFQ in dieser Studie war flr
sieben Tage ausgelegt. Jeweils zwei Wochen vor den Blutabnahmen flllten die
Probandinnen zwei FFQs in zwei aufeinander folgenden Wochen aus (siehe
Anhang 8.2). Uber die Auswertung mittels einer kommerziell erhaltlichen Software
(EBIS Pro) (Erhardt, 1999) wurde dann die Nahrstoffzufuhr der Probandinnen
abgeschatzt. Um die Genauigkeit des Protokollierens zu erhdhen, enthalt das
Protokoll Beschreibungen durchschnittlicher Portionsgroflen. Zudem hatten die
Probandinnen die Moglichkeit nicht aufgefuhrte Lebensmittel sowie die verzehrte
PortionsgroRe zu erganzen. Um erndhrungsbedingte Einflussfaktoren auf den
Knochenstoffwechsel ausschlielen zu kdnnen, wurden die Probandinnen
angehalten ihre Ernahrungsgewohnheiten wahrend der Studiendauer nicht zu

verandern.

3.1.10 Aktivitatsprotokoll

Die sportliche Aktivitat der Probandinnen wurde wahrend der gesamten
Studiendauer Uberpruft. Die Versuchsteilnehmerinnen flllten daher jeweils fur
zwei Monate ein Aktivitatsprotokoll (siehe Anhang 8.3) aus, in dem die Dauer und
die Art der sportlichen Aktivitat innerhalb dieser zwei Monate abgefragt wurde.
Zudem konnten die Probandinnen zwischen sieben verschiedenen sportlichen
Aktivitatsarten auswahlen. Die Gesamtzeit der sportlichen Aktivitat wurde in

Minuten in einem freien Antwortformat angegeben.

3.2 Bestimmungsmethoden

3.2.1 Typ 1 Kollagen C-terminales Crosslink Telopeptid (CTX)
Testprinzip:

Die Konzentration von CTX im Serum wird mit Hilfe eines Festphasen-ELISAs
(Enzym-Linked Immunosorbend Assay) quantitativ bestimmt (Osteometer Bio
Tech A/S, OsteoPark, Herlev, Danemark). In dem Assay werden zwei

monoklonale Antikdrper (AK) verwendet. Ein biotinylierter und ein Peroxidase-
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konjugierter AK bilden einen Komplex mit dem in der Probe enthaltenen CTX aus.
Dieser Komplex bindet mit dem biotinylierten AK an das mit Streptavidin
beschichtete Rohrchen (Festphase). Die Absorption wurde im ELISA-Reader

gemessen und ist der CTX-Konzentration in der Probe direkt proportional.
Assay-Durchfihrung:

Standards, Kontrollen und Serum-Proben wurden in mit Streptavidin beschichtete
Mikrotiter-Rohrchen pipettiert. Eine Mixtur aus biotinyliertem und Peroxidase-
konjugiertem AK wurde jedem Rdhrchen hinzugegeben. Nach einer zweistindigen
Inkubation bei Raumtemperatur (RT) auf dem Mischer wurden die Proben funf mal
gewaschen. Anschlieliend wurde ein chromogenes Substrat hinzugegeben und
15 min bei RT inkubiert. Die Farbreaktion wurde durch Zugabe einer Stoplosung
unterbrochen. Die Extinktion konnte bei 450 nm im ELISA-Reader gemessen

werden.

Der Nachweisbereich lag zwischen 448 und 17878 pmol/L. Der Intraassay-

Variationskoeffizient betrug 5,2 % und der Interassay-Variationskoeffizient 6,7 %.

3.2.2 Carboxyterminales Propeptid des Typ 1 Prokollagen (PICP)
Testprinzip:

Zur Bestimmung von PICP im Serum wurde ein immunoradiometrischer Assay
(Orion Diagnostika, Espoo, Finnland) gewahlt. Zugrunde liegt das Prinzip der
kompetitiven Hemmung. Radioaktiv markierte und unmarkierte Antigene
konkurrieren um eine begrenzte Anzahl von Antikorperbindungsstellen eines
spezifischen Antiserums. Hohe Serum PICP-Konzentrationen werden durch
geringe Radioaktivitat, niedrige Serum PICP-Konzentrationen durch hohe
Radioaktivitat widergespiegelt. Die jeweiligen Konzentrationen werden anhand

einer Standardkurve ermittelt.
Assay-Durchfuhrung:

Die Totalaktivitat (TA), Serumproben und Kontrollen wurden in Duplikaten, die
nichtspezifische Bindung (NSB), die maximale Bindung (BO) und die Standards in
Triplikaten in Polystyrolrdhrchen angesetzt. In alle Roéhrchen wurde '*Jod

markiertes PICP pipettiert. PICP-Antiserum wurde in alle Polystyrolréhrchen aul3er
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in NSB und TA gegeben. In die NSB Roéhrchen wurde die gleiche Menge
destilliertes Wasser gegeben. Alle Rdhrchen wurden mit Parafilm abgedeckt,
gemischt und bei 37°C im Inkubator fur zwei Stunden inkubiert. Ein
Separationsreagenz mit einem zweiten AK, der an feste Partikel gebunden ist,
wurde in alle Rohrchen auler TA pipettiert und gemischt. Es folgte ein weiterer
Inkubationsschritt (30 Minuten bei RT), bei dem sich die noch freien Antigene an
den zweiten Antikorper binden. Nach 15-minutiger Zentrifugation (2000 rpm, 4°C)
wurde der Uberstand abgesaugt. Die Radioaktivitat des gebundenen Préazipitats
wurde im Gamma-Counter gemessen und die in der Probe vorhandene PICP-

Konzentration durch Interpolation tber die Standardkurve ermittelt.

Der Nachweisbereich des Assays lag zwischen 25 und 500 ug/l. Der Intraassay-

Variationskoeffizient betrug 2,8 % und der Interassay-Variationskoeffizient 5,1 %.

3.2.3 Knochenspezifische alkalische Phosphatase (bAP)
Testprinzip:

Die Bestimmung wurde mit Hilfe eines immunoradiometrischen Festphasen-
Assays (Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, USA) im Zweischrittverfahren
durchgefuihrt. Die Serumprobe reagiert mit zwei verschiedenen monoklonalen
AKs, die spezifisch fur zwei verschiedene Bindungsstellen des Molekuls sind. Ein
AK ist an eine Kunststoffkugel gebunden, wahrend der zweite AK mit '**Jod
markiert ist. Beide monoklonalen AKs binden nach dem Sandwichmodell an die
bAP-Bindungsstellen. Die Menge der gemessenen Radioaktivitat ist dem bAP-

Spiegel im Blut direkt proportional.
Assay-Durchfuhrung:

TA, Kontrollen und Serum Proben wurden in Duplikaten, Nullstandard und die
ubrigen Standards in Triplikaten angesetzt. Standards, Kontrollen und
Plasmaproben wurden in die vorbereiteten Polystyrolrohrchen pipettiert. In jedes
Testrohrchen wurde ein '®Jod-Antikdrpergemisch gegeben und umgeriihrt. Die
mit AK beschichteten Kugeln wurden mit einem Kugeldispensor in Standards,
Kontrollen und Plasmaproben gegeben. Nach kurzem Mischen inkubierten die

Roéhrchen bei 2 bis 8°C im Kiihischrank. Nach der Inkubation wurden alle Proben
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drei mal mit einer Waschlésung gewaschen, dekantiert und drainiert. Die Messung
der Radioaktivitat erfolgte im Gamma-Counter. Der Nachweisbereich des Assays
lag zwischen 7,75 ug/l und 60,7 ug/l. Der Intraassay-Variationskoeffizient betrug

7,4 % und der Interassay-Variationskoeffizient 4,8 %.

3.2.4 Intaktes Osteocalcin
Testprinzip:

Osteocalcin wurde mit Hilfe eines immunoradiometrischen Festphasen (ELSA)-
Assays (CIS Diagnostik GmbH, Dreieich, Deutschland) bestimmt. In dem Assay
werden zwei monoklonale AKs verwendet, die an sterisch entfernte
Bindungsstellen des Osteocalcin-Molekuls binden und einen Sandwich-Komplex
ausbilden. Ein AK ist dabei am ELSA-Festkdrper gebunden, der zweite ist '*°Jod
markiert. Die an der Elsa-Festphase gebundene Radioaktivitat ist proportional der

Konzentration von intaktem Osteocalcin in der Probe.
Assay-Durchfuhrung:

Plasma-Proben wurden vor Gebrauch im Eisbad aufgetaut. Die lyophilisierten
Standards und Kontrollen im Eisbad aufgeldst. Die Standards wurden dreifach, die
TA, B0, Kontrollen und Serum Proben wurden in Doppelbestimmungen angesetzt.
Nach Pipettieren in die ELSA-Réhrchen wurde in alle Réhrchen '®Jod markiertes
Anti-Human Osteocalcin gegeben. Die Rohrchen wurden gemischt und zwei
Stunden (RT) auf dem Horizontalschittler inkubiert. Nach der Inkubation wurden
alle Réhrchen drei mal mit Waschlésung gewaschen. Die an ELSA gebundene

Radioaktivitat wurde im Gamma-Counter gemessen.

Der Nachweisbereich des Assays lag zwischen 4,0 und 172,0 ng/ml. Der
Intraassay-Variationskoeffizient betrug 3,7 % und der Interassay-Variations-
koeffizient 4,0 %.

3.2.5 Parathormon (PTH)
Testprinzip:

Die Bestimmung erfolgte mit einem zweiseitigen immunoradiometrischen Assay
(IRMA) (Nichols Institute Diagnostics, San Juan Capistrano, CA, USA). Zwei
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verschiedene polyklonale AKs, die spezifisch flr zwei verschiedene Bereiche des
PTH-Moleklls sind, bilden zusammen mit PTH einen Sandwich-Komplex aus.
Dabei ist ein AK 'Jod markiert, der Zweite ist an eine Kugel gebunden. Die
Radioaktivitdt des Komplexes steht in direktem Verhaltnis zu der in der Probe

vorhandenen Konzentration an PTH.
Assay-Durchfihrung:

Standards, Kontrollen, Plasma-Proben und Testrohrchen wurden wahrend des
Ansatzes im Eisbad gelagert. Die Standards wurden in Triplikaten angesetzt. TA,
Nullstandard, Kontrollen und Plasma-Proben in Duplikaten. '*Jod radioaktiv
markierter AK wurde in alle Réhrchen, auRer der TA pipettiert. Anschlief3end
wurde mit dem Kugel-Dispensor je eine biotinylierte Kugel gegeben. Es folgte eine
Inkubation fur 22 Stunden bei RT. Nach zweimaligem Waschen mit Waschlosung

und dekantieren der Réhrchen wurde die Aktivitat im Gamma-Counter gemessen.

Der Nachweisbereich des Assays lag zwischen 7,5 und 505,0 pg/ml. Der
Intraassay-Variationskoeffizient betrug 2,6 % und der Interassay-Variations-
koeffizient 5,9 %.

3.2.6 Insulin-like growth factor 1 (IGF 1)
Testprinzip:

Der IGF 1 IRMA (Immunoradiometrischer Assay) verwendet zwei polyklonale,
regionspezifische AKs (Nichols Institute Diagnostics, San Juan Capistrano, CA,
USA). Ein AK ist an Biotin gebunden, wahrend der zweite AK radioaktiv markiert
ist. Das IGF 1 in der Probe bildet einen Sandwich-Komplex zwischen diesen
beiden AKs. Als Festphase dient eine Avidin beschichtete Kugel, die den
Sandwichkomplex bindet. Die gemessene Radioaktivitat ist direkt proportional zu
der IGF 1 Menge in der Probe.

Assay-Durchfuhrung:

Die Serum-Proben und Kontrollen wurden vor Einsatz in den Assay angesauert.
Nach Rekonstruktion der Standards und Kontrollen mit bidestilliertem Wasser
wurden selbige und die Serum-Proben in die vorbereiteten Polystyrolréhrchen

pipettiert. TA, Kontrollen und Serum-Proben wurden in Duplikaten, Nullstandard
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und Ubrige Standards in Triplikaten angesetzt. Biotinylierter und '**Jod-markierter
AK wurden nacheinander in alle Rohrchen pipettiert und umgeruhrt. Mit Avidin
beschichtete Kugeln wurden mit einer Kunststoffpistole in die Standards,
Kontrollen und Serum-Proben gegeben. Nach einer Inkubation (4 h, RT) auf dem
Mischer wurden alle Proben gewaschen, dekantiert und drainiert. Durch Messung
der Radioaktivitat im Gamma-Counter wurde die IGF 1-Konzentration der Proben

bestimmt.

Der Nachweisbereich des Assays lag zwischen 32 und 1100 ng/ml. Der
Intraassay-Variationskoeffizient betrug 4,0 % und der Interassay-Variationskoeffi-
zient 11,8 %.

3.3 Transformiertes Calcium

Zur Beurteilung des Calciumstoffwechsels kann die Bestimmung von
Gesamtcalcium und ionisiertem Calcium im Blut herangezogen werden. Das
Gesamtcalcium ist dem ionisierten Calcium gleichwertig, wenn keine Veranderung
des Gesamteiweilles vorliegt. Ist nur eine Messung der Gesamtcalcium-
Konzentration (Cagemessen) MOglich, so kann dies bei Vorliegen einer abnormalen
Gesamteiweil3-Konzentration zur besseren Vergleichbarkeit auf einen Albuminwert
von 4 g/dl (Korrektur nach Payne et al., 1979) korrigiert werden. Dieser Wert wird

transformiertes Calcium genannt. Die Berechnung erfolgt nach folgender Formel:

Calcium

transformiert

= (Calcium,,,, {%ﬂ —~0,025)* Albumin .. E} +1.0

Die Bestimmung von Calcium und Albumin in Blut und Urin erfolgte mit Hilfe eines
vollselektiven, diskreten Mehrfachanalysensystems (Hitachi 704, Boehringer,

Mannheim).

3.4 Gesamtstickstoff-Analyse
Testprinzip:
Die Probe wird in einer Atmosphare von relativ reinem Sauerstoff bei 1050°C im

hochsensitiven Stickstoffanalysator (Antec 7000 V, CTC Analytics AG) verbrannt.

Chemisch gebundener Stickstoff wird dabei quantitativ zu Stickstoffmonoxid



3 Material und Methoden 33

uberfuhrt. Das freigesetzte Stickstoffmonoxid wird anschlieRend mit Ozon zu
einem meta-stabilen Sauerstoffradikal umgewandelt. Der Ubergang in den stabilen
Grundzustand kann photometrisch gemessen werden und ist direkt proportional zu

der Gesamtstickstoffmenge in der Probe.

Die Gesamtstickstoff-Bestimmung erfolgte pro Probandin aus zwei 24-Stunden-
Urinen. Zur Darstellung der Ergebnisse wurde der Mittelwert aus den beiden

gemessenen Werten genommen.

Der Variationskoeffizient wurde aus 20 Analysen einer Protein-Standardidsung

(a-Lactalbumin, 2,5 mg/mL) ermittelt und lag unter 3 %.

3.5 Messung der Knochenstruktur und Knochendichte

Der spongiose und kortikale Knochen distal und proximal an Radius und Tibia
wurde initial, sowie nach sechs und 12 Monaten Studiendauer
computertomographisch mit Hilfe des XCT 2000™ (Stratec, Birkenfeld,
Deutschland) eines pQCT-Messgerates erfasst (Abbildung 3.2). Dieses Messgerat
misst durch eine bildgebende, hochprazise, quantitative Computertomographie.
Als Strahlenquelle wird eine Rontgenrdhre mit einem Energieniveau von 38,5 KeV
eingesetzt. Gemessen wird dabei die echte volumetrische Knochendichte
(mg/cm®) der Kortikalis und der Spongiosa distal und proximal sowohl des Radius
als auch der Tibia unter einer Strahlenbelastung von <2 uSv. Der
Variationskoeffizient betragt 0,5 bis 1,4 %. Zusatzlich misst das Gerat die
Geometrie des Knochens, was zudem eine Abschatzung der Knochenfestigkeit
erlaubt. Das Gerat befindet sich in der Klinik und Poliklinik fur Kinderheilkunde der

Universitat Koln.

3.5.1 Messung am Radius

Vor der Messung scannt das pQCT planar ein Ubersichtsbild (scout view) im
distalen Bereich des Radius, anhand dessen die Referenzlinie medial an der
Endplatte des Radius gelegt wird. Nach dieser Linie setzt das Gerat nach proximal
gehend automatisch die zu scannende Position bei 4 % der Gesamtlange des
Unterarms fest. Es wird eine einzelne Dunnschicht-Aufnahme von 2,0 mm Dicke

mit einer VoxelgroRe von 0,4 mm gescannt. Im metaphysaren, distalen Bereich
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des Radius wird die kompakte Knochenmasse bestimmt. Die zu scannende
Position liegt, ausgehend von der Referenzlinie, bei 65 % der Gesamtlange des

Unterarmes. Jedes einzelne Tomogramm kann qualitativ beurteilt werden.

Abbildung 3.2: pQCT-Messgerét

3.5.2 Messung an der Tibia
Ebenso wie am Radius wird ein scout view im distalen Bereich der Tibia gescannt
und die Referenzlinie im medialen Bereich der Endplatte der Tibia platziert.

Gemessen wird an den Positionen 4 % und 38 % der Unterschenkellange.

Bei der Messung nach sechs und 12 Monaten wird computerkontrolliert an den

selben Messpunkten an Radius und Tibia gemessen.

3.5.3 Messung der Knochendichte

Die Gesamte Knochendichte (BMDy.t) setzt sich zusammen aus der trabekularen
und kortikalen mineralisierten Knochenmasse dividiert durch das relative Volumen
des zugehorigen trabekularen und kortikalen Kompartiments. Die Maldeinheit ist
mg/cm?®. Dabei erlaubt die Messung am 4 % Messort des Radius eine Aussage

uber die trabekulare Knochendichte (BMDyap), die Messung am 65 % Messort des
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Radius eine Aussage Uber die kortikale Knochendichte (BMDyort). Ebenso wie am
Radius erlaubt die Messung am 4 % Messort der Tibia eine Aussage Uber die
trabekulare Knochendichte und die Messung am 38 % Messort eine Aussage uber
die kortikale Knochendichte.

3.5.4 Messung der Knochenmasse

Die Knochenmasse (BMC) setzt sich zusammen aus der mineralisierten Masse
(BMD) pro Einheit der Knochenquerschnittsflache (CSA). Die Berechnung der
BMC erfolgt nach folgender Formel:

3

CSA[mm? |+ BMD[mg}
cm

BMC{ mg } _

mm 1000

BMC = Knochenmasse
CSA = Knochenquerschnittsflache
BMD = Knochendichte

3.5.5 Messung der Knochengeometrie

Zur Beurteilung von Veranderungen der Geometrie wird die gesamte
Knochenquerschnittsflache (CSAt), die kortikale Knochenquerschnittsflache (CA)
und die Kortikalisdicke an 65 % Messort erfasst. Die Beziehung zwischen CSAt,
CA und der Kortikalisdicke an 65 % gibt dabei Auskunft Gber Veranderungen des
Knochendurchschnitts.

3.6 Messung der Muskelkraft

3.6.1 Messung der Muskelflache

Die Messung der Muskelquerschnittsflache (Muskel CSA) erfolgte ebenfalls mit
dem pQCT Gerat. Der Messort am Radius wurde am 65 % Messort durchgefuhrt,
an der Tibia am 66 % Messort, da an diesen Messorten der grofite Muskelumfang

ist.

3.6.2 Messung des Strength-Strain Index (SSI)
Der Strength-Strain Index errechnet sich aus der Kortikalisdichte und der

dazugehorigen geometrischen Anordnung im Knochenquerschnitt, dargestellt als
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,polares Tragheitsmoment des Querschnitts“. Die Berechnung erfolgt nach

folgender Formel:

(¢> x 4%vBMD,,,, )/vBMD,
d

max)

SStlmm*]=Y

(max)

d= Entfernung eines Voxels (hier 0,4 mm x 0,4 mm) vom Zentrum der Gravitation der
Flache des Kortikalisquerschnitts (mm)
= Flache des Voxels

VBMDvox) = Knochendichte im Voxel (mg/cmS)
Vbmdmayx) = maximale physiologische Knochendichte
d(max) = maximale Entfernung eines Voxels vom Gravitationszentrum

3.6.3 Messung der Griffstarke

Gemessen wurde die Muskelkraft der Hand mit Hilfe eines hydraulischen
Handdynamometers (Jamar Handdynamometer, Jackson, USA). Das Gerat
(Abbildung 3.3) halt dabei automatisch die hochste gemessene Kraft in Kilogramm
(kg) auf einer Anzeige fest. Gemessen wird die Kraft an beiden Handen. Der
Ellenbogen befindet sich dabei in einem 90° Winkel. Die Probandin drickt mit
ganzer Kraft die zwei Metallstabe des Dynamometers zusammen, so dass die
maximale Handkraft in der Anzeige abgelesen werden kann. Jede Messung wurde

zwei mal wiederholt.
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Abbildung 3.3: Jamar Handdynamometer

3.7 Statistik

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt als Mittelwerte + Standardabweichung
(SD). Durchgefuhrt wurde die statistische Auswertung mit dem Statistikprogramm
SYSTAT (2000). Der Einfluss der L-Argininhydrochlorid-Supplementation im
Vergleich zu Placebo wurden durch eine zweifaktorielle Varianzanalyse (ANOVA,
General Linear Model) mit Messwertwiederholung (repeated measure design), die
zudem Veranderungen im zeitlichen Verlauf der Studie anzeigt, untersucht. Dabei
wurde der angepasste Greenhouse-Geisser-Wert als Signifikanzschranke
verwendet. War der p-Wert kleiner als das Signifikanzniveau von 0,05 wurde die
Nullhypothese verworfen und die post-hoc Testung mit einem t-Test mit
Bonferroni-Adjustierung zur Fehlerminimierung durchgefihrt um die einzelnen

Messzeitpunkte zu vergleichen.

Statistische signifikante Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen sind
mit einem Stern (*) gekennzeichnet. Signifikante Veranderungen der untersuchten
Parameter im zeitlichen Verlauf aller Probandinnen sind mit einem offenen Kreis

(°) gekennzeichnet.
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Ist der p-Wert kleiner 0,001 so wird, zum besseren Verstandnis, nicht der
tatsachliche p-Wert sondern p < 0,001 verwendet. Alle p-Werte mit p > 0,001

werden als exakte Werte beschrieben.



4 Ergebnisse

4.1 Korpergewicht
In Tabelle 4.1

Probandinnen im Studienverlauf dargestellt. Das Korpergewicht liegt im Mittel bei

ist das morgendliche Korpergewicht in Kilogramm (kg) der

66,5 + 10,6 kg in der Verumgruppe und bei 63,8 + 8,5 kg in der Plazebogruppe.
Die statistische Auswertung mittels ANOVA (repeated measure design) zeigte
keine signifikanten Unterschiede des Korpergewichtes der Probandinnen im

Vergleich der beiden Gruppen (p = 0,161; Greenhouse-Geisser angepasst).

Ebenso sind keine statistisch signifikanten Veranderungen des Korpergewichts
beider Gruppen im zeitlichen Verlauf erkennbar (p = 0,374; Greenhouse-Geisser
angepasst). Sowohl bei der Verum- als auch bei der Plazebogruppe blieb das

Korpergewicht im Verlauf der Studie konstant.

Tabelle 4.1: Korpergewichte in Kilogramm (kg) der Probandinnen (Verumgruppe und Plazebo-
gruppe) initial, sowie nach zwei, vier und sechs Monaten. Dargestellt sind die
Mittelwerte + Standardabweichung (SD)

Initial 2 Monate 4 Monate 6 Monate
Kdrpergewicht | Koérpergewicht | Korpergewicht | Korpergewicht p
in kg in kg in kg in kg
Verumgruppe 66,3 + 10,5/66,2 + 10,7/666 =+ 10,8|66,8 =+ 104 ns
Plazebogruppe 64,2 + 91/63,5 + 84638 + 8,3/63,7 <+ 8,1

ns = nicht signifikant
p = Unterschied zwischen den Gruppen

4.2 Ernahrungsfragebogen

Tabelle 4.2 zeigt die Auswertung der Ernahrungsfragebdgen. Der prozentuale
Anteil der Hauptnahrstoffe an der Gesamtnahrstoffzufuhr verteilt sich in der
Verumgruppe im Mittel auf 55,6 £+ 0,2 % Kohlenhydrate (KH), 23,3 £ 0,7 % Fett,
19,4 + 0,7 % Proteine und 1,7 £ 0,3 % Alkohol pro Tag. In der Plazebogruppe liegt
die prozentuale Verteilung im Mittel bei 57,4 £ 0,5 % KH, 22,2 £ 0,8 % Fett, 18,6
1 1,6 % Proteine und 1,8 £ 0,3 % Alkohol pro Tag.
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Tabelle 4.2: Auswertung der Erndhrungsfragebdgen der beiden untersuchten Gruppen. Dargestellt
ist die durchschnittliche Energie- und Makronéhrstoffaufnahme sowie die Aufnahme
von Calcium und Arginin pro Tag innerhalb von zwei Wochen vor jeder Blutabnahme
initial sowie nach zwei, vier und sechs Monaten Intervention. Gezeigt sind die
Mittelwerte + SD

Verumgruppe Initial nach 2 Monaten nach 4 Monaten nach 6 Monaten
MJ 8,279 + 0919 7,856 + 0,759| 7,750 + 0,730, 7,915 + 0,604
KH (g) 2072 + 253| 211,3 + 26,3| 2093 + 184 2158 + 17,2
Fett (9) 90,3 + 139 87,8 + 90| 868 + 10,8 88,2 + 8,8
Protein (g) 68,8 =+ 8,5 759 + 93| 723 % 9,9 78,2 + 8,0
Alkohol (g) 55 + 24 74 + 1,7 76 + 3,3 6,0 + 2,7
Calcium (g) 1196,0 + 170,4| 12119 + 110,3[(1211,2 + 178,0| 11105 + 164,3
Arginin (g) 3,5 + 0,5 3,8 + 0,5 3,6 + 0,5 4,0 + 0,4
Plazebogruppe Initial nach 2 Monaten | nach 4 Monaten nach 6 Monaten
MmJ 8,201 + 0,823| 8,010 + 1,055| 8,074 + 0,587 7,844 + 0,837
KH (g9) 2201 + 19,5 211,3 £+ 24,7 2093 + 246| 2096 + 30,9
Fett (g) 88,5 + 12,5 80,2 + 141 79,5 + 7,0 80,1 + 8,5
Protein (g) 64,8 + 6,2 720 + 12,7 722 + 9,3 66,6 =+ 8,9
Alkohol (g) 64 + 3,2 76 + 4,1 73 + 4,1 54 + 3,0
Calcium (g) 1060,0 + 117,4| 1082,6 + 182,8(12442 + 219,2| 9195 + 156,8
Arginin (g) 32 + 0,3 3,6 + 0,6 33 £ 0,5 34 + 0,5
p ns ns ns ns

ns = nicht signifikant

p = Unterschied zwischen den Gruppen
MJ = Megajoule

KH = Kohlenhydrate

Die statistische Auswertung mittels ANOVA (repeated measure design) zeigte
keine signifikanten Unterschiede bei der Zufuhr der Hauptnahrstoffe (p > 0,05 fur
KH, Fett, Protein, Alkohol; Greenhouse-Geisser angepasst), sowie von Arginin
(p = 0,314; Greenhouse-Geisser angepasst) und Calcium (p =0,398; Green-

house-Geisser angepasst) im Vergleich beider Gruppen.

Die ANOVA =zeigte zudem keine statistisch signifikanten Veranderungen der
Nahrstoffzufuhr im Zeitverlauf des gesamten Studienkollektivs (p > 0,05 fur KH,
Fett, Protein, Alkohol; Greenhouse-Geisser angepasst). Auch die mit der Nahrung
aufgenommene Argininzufuhr zeigte keine statistisch signifikante Veranderung im
Studienverlauf in den beiden untersuchten Gruppen (p = 0,059; Greenhouse-
Geisser angepasst). Jedoch konnte eine signifikante Abnahme der Calciumzufuhr

im Zeitverlauf ermittelt werden (p = 0,030; Greenhouse-Geisser angepasst). Die
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Nachtestung (gepaarter t-Test mit Bonferroni-Adjustierung) zeigte dabei eine
signifikante Abnahme (p = 0,012) der Calciumzufuhr zwischen dem vierten und
sechsten Monat der Intervention. Die Calciumzufuhr liegt dennoch in beiden
Gruppen wahrend des gesamten Studienzeitraums im empfohlenen Bereich fur
postmenopausale Frauen (Deutsche Gesellschaft fuer Ernaehrung, 2000). So liegt
die Calciumzufuhr der Verumgruppe mit Werten zwischen 1110,5 £ 164,3 mg und
1211,9 £ 110,3 mg und die Zufuhr in der Plazebogruppe insgesamt mit Werten
zwischen 919,5 £ 156,8 mg und 1244,2 + 219,9 mg im empfohlenen Bereich.

Die orale Argininaufnahme Uber die tagliche Ernahrung liegt mit Werten zwischen
3,56+0,5g und 4,0£0,4 g in der Verumgruppe bei einem Korpergewicht von
durchschnittlich 66,5 + 10,6 kg und zwischen 3,2 + 0,3 g und 3,6 + 0,6 g bei einem
Korpergewicht von durchschnittlich 63,8 + 8,5 kg in der Plazebogruppe etwas
unterhalb der in der Literatur beschriebenen durchschnittlichen Argininaufnahme

von 5 g pro Tag fir einen 70 kg schweren Menschen (Visek, 1986).

4.3 Aktivitatsfragebogen

Bei der Auswertung der Aktivitatsfragebdgen (Tabelle 4.3) lasst sich eine deutliche
Praferenz der Probandinnen beider Gruppen flr Sportarten mit niedriger
Kraftintensitat erkennen. Zum besseren Verstandnis wurden hier jeweils die
Veranderungen der sportlichen Aktivitat als prozentuale Abweichung vom initialen
Mittelwert dargestellt. Die bevorzugten Aktivitdten der Probandinnen lagen
uberwiegend im Ausdauersportbereich. Ein Vergleich (ANOVA, repeated measure
design) der beiden Gruppen zeigte keine signifikanten Unterschiede bei der
Verteilung und Dauer der einzelnen Sportarten (p > 0,05; Greenhouse-Geisser

angepasst).

Auch die statistische Testung von Veranderungen im Studienverlauf wies keine
signifikanten Veranderungen der Verteilung und Dauer der einzelnen sportlichen
Aktivitaten in den beiden untersuchten Gruppen auf (fur alle Aktivitaten p > 0,05;

Greenhouse-Geisser angepasst).
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Tabelle 4.3: Sportliche Aktivitét der Probandinnen (Verum- und Plazebogruppe) im Studienverlauf.
Dargestellt ist die Dauer der sportlichen Aktivitdt zu Beginn der Studie (initial) in
Minuten pro Woche (Mittelwerte + SD) und die prozentuale Abweichung (A%) der
sportlichen Aktivitdt nach zwei, vier und sechs Monaten Intervention in Bezug auf den

Anfangswert
Initial A% Abweichung | A% Abweichung | A% Abweichung
o der Aktivitat vom | der Aktivitat vom | der Aktivitat vom
Verumgruppe (mﬁixt/l\\//:)tca:]:]e) initialen Wert initialen Wert initialen Wert
nach 2 Monaten | nach 4 Monaten | nach 6 Monaten
Radfahren 163,0 + 249,11 20,6 + 576| 515 + 86,6 716 + 168,9
Gymnastik 61,0 + 96,6 57 + 964| 26,3 + 1296| 222 + 107,1
Ausdauersport 59,0 + 122,0 -3,8 + 493 -84 + 59,8 48 + 69,2
Kraftsport 40 + 16,4 0,0 + 0,0 6,7 + 26,7 6,7 + 26,7
Kampfsport 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0
Spielsport 26,0 + 71,1 1,3 + 99| 111 + 78,0 1,3 + 22,7
Wandern 282,0 + 277,3| -25,7 + 33,9 9,7 + 59,3 6,4 + 62,8
Initial A% Abweichung | A% Abweichung | A% Abweichung
o der Aktivitat vom | der Aktivitat vom | der Aktivitat vom
Plazebogruppe (mﬁljt/l\\llcl)tc?;e) initialen Wert initialen Wert initialen Wert

nach 2 Monaten | nach 4 Monaten | nach 6 Monaten
Radfahren 118,0 £+ 153,2 1,2 + 37,8 14,3 + 53,01 26,2 + 108,8
Gymnastik 82,0 + 89,6 4,7 + 16,4 22 + 48,9 -1,5 + 50,5
Ausdauersport 114,7 + 261,8| 17,3 + 735 234 + 111,4| 356 + 1004
Kraftsport 2,0 + 7,8 6,7 + 25,8 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0
Kampfsport 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0
Spielsport 40,0 + 83,8 -3,3 + 399 11,7 + 31,2 211 + 38,0
Wandern 208,0 + 220,9| -16,7 + 83,01 159 + 95,5 0,9 + 82,0

p ns ns ns ns

ns = nicht signifikant

p = Unterschied zwischen den Gruppen
* Ausdauersport = Jogging, Dauerlauf, Schwimmen

4.4 Stickstoffausscheidung

Die renale Stickstoffausscheidung als ,Complience“-Parameter ist in Abbildung 4.1

dargestellt. Die statistische Auswertung (ANOVA, repeated measure design)

ergab einen signifikanten Unterschied

im Vergleich der Verum- mit der

Plazebogruppe (p =0,008; Greenhouse-Geisser angepasst). Die Nachtestung

(ungepaarter t-Test mit Bonferroni-Adjustierung) ergab einen signifikanten

Unterschied zum Messzeitpunkt nach zwei Monaten von p < 0,001, nach vier

Monaten von p = 0,018 und nach sechs Monaten von p < 0,001. Da die initialen

Werte statistisch nicht signifikant unterschiedlich sind

(p=1,00), sind die
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signifikanten Unterschiede in der renalen Stickstoffausscheidung nach zwei, vier
und sechs Monaten als Folge der L-Argininhydrochlorid-Supplementation
einzustufen. Die Stickstoffausscheidung zu Anfang der Studie lag in der
Verumgruppe bei 443,7 £ 109,9 ymol/min  und stieg nach 2zwei Monaten
Intervention im Mittel um 51,7 % an. Nach vier Monaten lag die Ausscheidung in
der Verumgruppe um 41,6 % hoher als der Anfangswert und blieb auch nach
sechs Monaten Intervention um 47,3 % gegenuber der initialen Konzentration
erhoht. In der Plazebogruppe blieb die Stickstoffausscheidung im Zeitverlauf mit
einem Anfangswert von 417,3 + 131,7 ymol/min und einem Endwert von
403,6 + 71,7 umol/min konstant.
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Abbildung 4.1: Renale Stickstoffausscheidung im 24-Stunden Harn initial, sowie nach zwei, vier
und sechs Monaten Intervention. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD der Verum-
und der Plazebogruppe. ANOVA: Unterschied zwischen den Gruppen: p = 0,008
(Nachtestung: *p = 0,018; ***p < 0,001); Verdnderung im Studienverlauf: p < 0,001;
(Nachtestung:, ®°p = 0,009; °p < 0,05)

Im zeitlichen Verlauf zeigten sich ebenfalls signifikante Veranderungen der

Stickstoffausscheidung beider Gruppen (p <0,001; Greenhouse-Geisser



4 Ergebnisse 44

angepasst). Die Nachtestung mittels gepaartem t-Test mit Bonferroni-Adjustierung
zwischen den einzelnen Messzeitpunkten ergab eine signifikante Erhéhung der
Stickstoffausscheidung vom initialen Messzeitpunkt zum Messzeitpunkt nach zwei
Monaten (p = 0,009) sowie vom initialen Messzeitpunkt zum Messzeitpunkt nach
vier Monaten (p =0,027) und vom initialen Messzeitpunkt zum Messzeitpunkt

nach sechs Monaten (p = 0,043).

4.5 Messung der Muskelkraft

4.5.1 Muskelquerschnittsflaiche (Muskel CSA) des Unterarms

Abbildung 4.2 zeigt die Muskel CSA gemessen am 65 % Messort des Unterarmes
beider untersuchter Gruppen. Die statistische Auswertung mittels ANOVA
(repeated measure design) zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den
beiden untersuchten Gruppen bei Betrachtung der Muskelquerschnittsflache des

Unterarmes (p = 0,298; Greenhouse-Geisser angepasst).

Jedoch konnte eine zeitliche Veranderung der Muskelquerschnittsflache beider
Gruppen im Studienverlauf festgestellt werden (p < 0,001; Greenhouse-Geisser
angepasst). Die Nachtestung (gepaarter t-Test mit Bonferroni-Adjustierung) zeigte
eine signifikante Abnahme der Muskelquerschnittsflache der Verum- und der
Plazebogruppe von der initialen Messung zur Messung nach sechs Monaten
(p = 0,001).
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Abbildung 4.2: Die Abbildung zeigt die Muskelquerschnittsfliche (Muskel CSA) gemessen am
Unterarm der beiden untersuchten Gruppen initial, sowie nach sechs und 12
Monaten. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD. ANOVA: Unterschied zwischen den
Gruppen: p =0,298; Verdnderung im Studienverlauf: p < 0,001 (Nachtestung:
°°p =0,001)

4.5.2 Muskelquerschnittsflache (Muskel CSA) des Unterschenkels

Die Muskelquerschnittsflache (Muskel CSA) gemessen am 38 % Messort des
Unterschenkels der Verum- und der Plazebogruppe ist in Abbildung 4.3
dargestellt. Im statistischen Vergleich der beiden Gruppen (ANOVA, repeated
measure design) wies die Muskel CSA des Unterschenkels keine signifikanten

Unterschiede auf (p = 0,780; Greenhouse-Geisser angepasst).

Bei der statistischen Betrachtung von Veranderungen im zeitlichen Verlauf weist
die ANOVA eine signifikante Veranderung (p =0,007; Greenhouse-Geisser
angepasst) der Muskel CSA des Unterschenkels beider untersuchter Gruppen auf.
Dabei zeigte die statistische Nachtestung (gepaarter t-Test, Bonferroni-adjustiert)

eine signifikante Zunahme der Muskelquerschnittsflache des Unterschenkels
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zwischen der basalen Messung zu Studienbeginn und der Messung nach sechs
Monaten (p = 0,001). Zwischen der basalen Messung und der Messung nach 12
Monaten ist eine Tendenz in Richtung Zunahme der Muskelquerschnittsflache des

Unterschenkels zu erkennen (p = 0,057).
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Abbildung 4.3: Die Abbildung zeigt die Muskelquerschnittsfliche (Muskel CSA) des
Unterschenkels der beiden untersuchten Gruppen im Zeitverlauf, dargestellt als
Mittelwerte + SD. ANOVA: Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen:
p = 0,780; Verédnderung im Studienverlauf: p = 0,007 (Nachtestung: °°p = 0,001)

4.5.3 Strength-Strain Index (SSI) des Radius

Der berechnete Strength-Strain Index (SSI) des Radius der Verum- und der
Plazebogruppe im zeitlichen Verlauf der Studie ist in Tabelle 4.4 dargestellt. Die
ANOVA (repeated measure design) zeigte keine signifikanten Unterschiede des
SSI zwischen den beiden untersuchten Gruppen (p = 0,389; Greenhouse-Geisser
angepasst). Ebenso konnte keine signifikante Veranderung im zeitlichen Verlauf

festgestellt werden (p = 0,706; Greenhouse-Geisser angepasst).
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4.5.4 Strength-Strain Index (SSI) der Tibia

In Tabelle 4.4 ist ferner der berechnete Strength-Strain Index (SSI) der Tibia der
beiden beobachteten Gruppen im zeitlichen Verlauf dargestellt. Bei der
statistischen Auswertung (ANOVA, repeated measure design) konnte kein
signifikanter Unterschied des SSI zwischen den beiden untersuchten Gruppen
beobachtet werden (p=0,783; Greenhouse-Geisser angepasst). Auch der
zeitliche Verlauf zeigte keine signifikanten Veranderungen des SSI beider

untersuchter Gruppen (p = 0,406; Greenhouse-Geisser angepasst).

Tabelle 4.4: Berechneter Strength-Strain Index (SSI) des Radius und der Tibia der beiden
untersuchten Gruppen initial sowie nach sechs und 12 Monaten dargestellt als
Mittelwerte + SD

Zeit in SSI Radius (mm?®) SSI Tibia (mm®)

Monaten | verumgruppe Plazebogruppe P Verumgruppe Plazebogruppe P
0 266,3 = 56,1 (240,3 38,8 1460,0 + 1934 |{1408,6 = 134,5
6 2581 = 516 (237,7 421 | ns |1460,5 + 1954 (1397,8 + 134,7| ns
12 252,7 +* 48,7 |233,7 36,5 1450,8 + 212,6 {1393,9 = 137,2

ns = nicht signifikant
p = Unterschied zwischen den Gruppen

4.5.5 Griffstarke

Ein weiteres Beurteilungskriterium der Muskelkraft ist die Griffstarke, gemessen
mit einem hydraulischen Handdynamometer (Abbildung 4.4). Die statistische
Auswertung (ANOVA, repeated measure design) zeigte keine signifikanten
Unterschiede in der Griffstarke im Vergleich der beiden untersuchten Gruppen

(p = 0,364; Greenhouse-Geisser angepasst).

Zudem konnte keine signifikante Veranderung der Griffstarke beider Gruppen im
zeitlichen Verlauf festgestellt werden (p = 0,061; Greenhouse-Geisser angepasst).
Die Messungen tendieren jedoch eher zu einer Erhdhung der Griffstarke beider

Gruppen im Studienverlauf.
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Abbildung 4.4: Griffstarke der beiden untersuchten Gruppen initial, sowie nach sechs und 12
Monaten. Gezeigt werden die Mittelwerte + SD. ANOVA: Unterschied zwischen
den untersuchten Gruppen: p = 0,364; Verdnderung im Studienverlauf: p = 0,061

4.6 Biomarker des Knochen- und Calciumstoffwechsels

4.6.1 Typ 1 Kollagen C-terminales Crosslink Telopeptid (CTX)

Die CTX-Konzentration (Abbildung 4.5) als Marker der Osteoklastenaktivitat,
zeigte im statistischen Vergleich (ANOVA repeated measure design) der
Kurvenverlaufe zwischen den untersuchten Gruppen keine signifikanten

Unterschiede (p = 0,533; Greenhouse-Geisser angepasst).

Jedoch konnten statistisch signifikante Veranderungen im zeitlichen Verlauf in der
CTX-Konzentration beider Gruppen (p = 0,008; Greenhouse-Geisser angepasst)
festgestellt werden. Die Nachtestung (gepaarter t-Test mit Bonferroni-

Adjustierung) ergab beim Vergleich der einzelnen Messzeitpunkte eine signifikante
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Erhéhung der CTX-Konzentration aller Probandinnen zwischen dem basalen Wert

und der Messung nach vier Monaten (p = 0,036).

Der vom Assay-Hersteller angegebene Normwert flUr postmenopausale Frauen
liegt bei 3634 + 1833 pmol/L (Mittelwert £ SD). Die Mittelwerte der Probandinnen
beider Gruppen liegen an der oberen Grenzen dieses angegebenen

Normbereichs.
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Abbildung 4.5: CTX-Konzentration im Serum der Probandinnen (Verum- und Plazebogruppe)
initial, sowie nach zwei, vier und sechs Monaten Intervention. Dargestellt sind die
Mittelwerte + SD. ANOVA: Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen
p = 0,533; Verédnderung im Studienverlauf: p = 0,008 (Nachtestung :°p = 0,036)

4.6.2 Carboxyterminales Propeptid des Typ 1 Prokollagen (PICP)
In Abbildung 4.6 ist die Veranderung der osteoblastaren Kollagensynthese durch

den Formationsmarker PICP in den beiden untersuchten Gruppen dargestellt. Die
statistische Auswertung (ANOVA, repeated measure design) zeigte einen

signifikanten Unterschied im Vergleich der Verum- mit der Plazebogruppe
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(p =0,026; Greenhouse-Geisser angepasst). Die Nachtestung mittels
ungepaartem t-Test mit Bonferroni-Adjustierung zu den einzelnen Messzeit-
punkten wies jedoch keinen signifikanten Unterschied der PICP-Konzentrationen
im Vergleich der beiden Gruppen auf. Grund daflr ist die vorgenommene
a-Adjustierung nach Bonferroni. Die Wahrscheinlichkeit oder das Risiko
falschlicherweise einen signifikanten Unterschied oder eine signifikante
Veranderung anzunehmen steigt mit der Anzahl der Vergleiche. Um die globale
Fehlerwahrscheinlichkeit einzuhalten, wird bei der Bonferroni-Adjustierung die

Fehlerwahrscheinlichkeit der Einzeltests durch die Anzahl der Vergleiche dividiert:

A
aBonferroni = k

OBonterroni = Fehlerwahrscheinlichkeit mit Bonferroni Korrektur
(o= = Fehlerwahrscheinlichkeit der Einzeltests (Testfamilie)
k = Anzahl der Vergleiche

Die Fehlerwahrscheinlichkeit fur den Einzeltest wird dadurch kleiner als
ursprunglich und eine Signifikanz ist damit im Einzeltest schwerer nachzuweisen.
Gleichwohl ist aber auch das Risiko falschlicherweise einen signifikanten
Unterschied anzunehmen durch die a-Adjustierung nach Bonferroni stark

reduziert.

Im zeitlichen Verlauf ergab die ANOVA (repeated measure design) keine
signifikanten Veranderungen (p =0,263; Greenhouse-Geisser angepasst) der

PICP-Konzentration beider untersuchter Gruppen.
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Abbildung 4.6: Die PICP-Konzentration im Serum der Probandinnen (Verumgruppe und
Plazebogruppe) initial, sowie nach zwei, vier und sechs Monaten Intervention.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SD. ANOVA: Unterschied zwischen den
untersuchten Gruppen: p = 0,026 (Nachtestung ohne Signifikanz); Verdnderung im
Studienverlauf: p = 0,263

Vom Assay-Hersteller wurden keine Normbereiche der PICP-Konzentration im
Serum postmenopausaler Frauen angegeben. De Leo et al. (2000) untersuchte
202 postmenopausale Frauen im Alter von 55 £ 4 Jahren mit dem auch von uns
verwendeten PICP-Assay und fand Messwerte zwischen 103 und 172 ug/L. Die im
vorliegenden Experiment gemessenen Konzentrationen sind vergleichbar mit

diesen Angaben.

4.6.3 Knochenspezifische alkalische Phosphatase (bAP)

Die bAP-Konzentration, als Mal} flr die osteoblastare Aktivitat, ist in Abbildung 4.7
dargestellt. Im statistischen Vergleich (ANOVA, repeated measure design) der
Verum- mit der Plazebogruppe weisen die Kurven keine signifikanten

Unterschiede im Studienverlauf auf (p = 0,187; Greenhouse-Geisser angepasst).
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Jedoch zeigt die ANOVA eine signifikante Veranderung des zeitlichen Verlaufs der
bAP-Konzentration aller Probandinnen an (p = 0,002; Greenhouse-Geisser ange-
passt). Die Nachtestung wies dabei eine signifikante Erhohung der DbAP-
Konzentration zwischen dem Anfangswert und der Messung nach sechs Monaten
auf (p =0,017).

Der Assay-Hersteller gibt als Normbereich fir postmenopausale Frauen einen
Mittelwert von 13,2 + 4,7 ug/L an. Die in dieser Studie gemessenen Werte von

Frauen in der fruhen Postmenopause liegen im oberen Bereich und hoher.
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Abbildung 4.7: Dargestellt sind die bAP-Konzentrationen im Serum der beiden untersuchten
Gruppen als Mittelwerte £ SD initial, sowie nach zwei, vier und sechs Monaten

Intervention. ANOVA: Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen: p = 0,187;
Verdnderung im Studienverlauf: p = 0,002 (Nachtestung: °p = 0,017)

4.6.4 Intaktes Osteocalcin
Abbildung 4.8 zeigt die Konzentration des Intakten Osteocalcins, einem Marker

der Matrix Mineralisation, im zeitlichen Verlauf beider untersuchter Gruppen. Die
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ANOVA (repeated measure design) zeigte keine signifikanten Unterschiede im
Vergleich der Gruppen (p =0,369; Greenhouse-Geisser angepasst). Auch die
statistische Auswertung der zeitlichen Veranderungen zeigte keine Signifikanz

(p = 0,358; Greenhouse-Geisser angepasst).
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Abbildung 4.8: Osteocalcin-Konzentrationen im Serum der Verum- und der Plazebogruppe initial,
sowie nach zwei, vier und sechs Monaten Intervention. Dargestellt sind die Mittel-
werte £ SD. ANOVA: Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen: p = 0,369;
Verédnderung im Studienverlauf: p = 0,358

Vom Assay-Hersteller sind keine Normbereiche flr postmenopausale Frauen
angegeben. Gernero et al. (1994) ermittelte bei postmenopausalen Frauen mit
dem auch in dieser Studie verwendeten Assay Konzentrationen von 15,4 £ 4,8
ng/ml. Diese Angaben sind mit den in der vorliegenden Studie gemessenen

Werten vergleichbar.

4.6.5 Parathormon (PTH)
PTH (Abbildung 4.9), als Regulator der Calciumhomaoostase, wies keine signifikan-

ten Unterschiede zwischen der Verum- und der Plazebogruppe im statistischen
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Vergleich auf (p = 0,247; ANOVA, repeated measure design; Greenhouse-Geisser
angepasst).

Die ANOVA zeigte jedoch eine statistisch signifikante Veranderung der PTH-
Konzentration im zeitlichen Verlauf beider Gruppen an (p = 0,009; Greenhouse-
Geisser angepasst). Die Nachtestung mit gepaartem t-Test (Bonferroni-adjustiert)
konnte jedoch keine signifikante Veranderung zwischen bestimmten

Messzeitpunkten feststellen (siehe 4.6.2).
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Abbildung 4.9: Dargestellt ist die PTH-Konzentration als Mittelwerte + SD der Verum- und der
Plazebogruppe im zeitlichen Verlauf. ANOVA: Unterschied zwischen den
untersuchten Gruppen: p = 0,247; Verdnderung im Studienverlauf: p = 0,009
(Nachtestung ohne Signifikanz)

Der Assay-Hersteller gibt keine Normbereich fur postmenopausale Frauen an. Der
Normbereich fur gesunde Erwachsene wird mit Werten zwischen 10 und 65 pg/ml
(geometrischer Mittelwert + 2 SD) angegeben. Cantatore et al. (1999) geben eine
Konzentration von 33,4 +6,5 pg/ml fur postmenopausale Frauen an. Diese

Messwerte stimmen mit den hier ermittelten Werten tberein.
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4.7 Insulin-like growth factor 1 (IGF 1)

In Abbildung 4.10 sind die IGF 1-Konzentrationen der beiden untersuchten
Gruppen im Zeitverlauf dargestellt. IGF 1, als Mediator des Somatotropins, blieb in
beiden Gruppen Uber die Zeit unverandert. Die ANOVA (repeated measure
design) zeigte weder einen signifikanten Unterschied in den Kurvenverlaufen der
beiden untersuchten Gruppen (p = 0,889; Greenhouse-Geisser angepasst) noch
signifikante zeitliche Veranderungen der IGF 1-Konzentration aller Probandinnen

(p = 0,316; Greenhouse-Geisser angepasst).
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Abbildung 4.10:Die IGF 1-Konzentration im Serum initial, sowie nach zwei, vier und sechs
Monaten. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD der Verum- und der Plazebogruppe.
Die statistische Auswertung (ANOVA) ergab weder signifikante Verdnderungen
zwischen den Gruppen (p = 0,889) noch im Studienverlauf (p = 0,316)

Flr postmenopausale Frauen wurde vom Assay-Hersteller ein Messbereich von

48 ng/ml bis 255 ng/ml (Geometrischer Mittelwert + 2 SD) beobachtet. Die IGF 1-

Konzentrationen in der vorliegenden Studie liegen innerhalb dieses Messbereichs.
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4.8 Transformiertes Calcium

Das Transformierte Calcium (ohne Abbildung) als Mal} der Calciumhomaoostase im
Blut zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden untersuchten
Gruppen (p =0,56; ANOVA, repeated measure design, Greenhouse-Geisser
angepasst). Die Konzentration des transformierten Calciums blieb in den beiden
untersuchten Gruppen auch im Zeitverlauf konstant (p =0,338; Greenhouse-
Geisser angepasst). Die durchschnittiche Konzentration lag bei 2,34
+ 0,07 mmol/L in der Verumgruppe und bei 2,36+ 0,06 mmol/L in der
Plazebogruppe.

4.9 Messung der Knochendichte, -masse und -geometrie

4.9.1 Messung der Knochendichte

4.9.1.1 Trabekuldre Knochendichte (BMDy.;) des Radius

In Abbildung 4.11 ist die BMDya am 4 % Messort des Radius der beiden
untersuchten Gruppen dargestellt. Die statistische Auswertung (ANOVA, repeated
measure design) zeigte keine signifikanten Unterschiede in der trabekularen
Knochendichte des Radius (p =0,536; Greenhouse-Geisser angepasst) im

Vergleich beider Gruppen.

Auch die statistische Testung von zeitlichen Veranderungen der BMDy,, des
Radius im gesamten Studienkollektiv zeigte keine Signifikanz (p =0,113;

Greenhouse-Geisser angepasst).
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Abbildung 4.11: Trabekuldre Knochendichte (BMDy,.;,) des Radius am 4 % Messort der Verum- und
der Plazebogruppe initial, sowie nach Ende der Supplementation und nach
insgesamt einem Jahr. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD. ANOVA: Unterschied
zwischen den untersuchten Gruppen: p = 0,5636; Verdnderung im Studienverlauf:
p=0,113

4.9.1.2 Trabekuldre Knochendichte (BMDy.p) der Tibia

Abbildung 4.12 zeigt die BMDya, am 4 % Messort der Tibia der beiden
untersuchten Gruppen. Hier wies die statistische Auswertung (ANOVA, repeated
measure design) keine signifikanten Unterschiede im Vergleich beider Gruppen

auf (p = 0,501; Greenhouse-Geisser angepasst).

Zudem konnte keine signifikante Veranderung der BMDyg, der Tibia beider
Gruppen im Studienverlauf ermittelt werden (p =0,336; Greenhouse-Geisser

angepasst).
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Abbildung 4.12: Trabekuldre Knochendichte (BMDy.,,) der Tibia am 4 % Messort der beiden
untersuchten Gruppen im Zeitverlauf. Gemessen wurde initial, sowie nach sechs
und 12 Monaten. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD. ANOVA: Unterschied
zwischen den untersuchten Gruppen: p = 0,501; Verdnderung im Studienverlauf:
p=0,336

4.9.1.3 Kortikale Knochendichte (BMDy,) des Radius

Die BMDyot des Radius (65 % Messort) der Verum- und der Plazebogruppe ist in
Abbildung 4.13 gezeigt. Die ANOVA (repeated measure design) wies hier weder
signifikante Unterschiede im Vergleich der beiden Gruppen (p = 0,394; Green-
house-Geisser angepasst) noch im zeitlichen Verlauf der Studie auf (p =0,319;

Greenhouse-Geisser angepasst).
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Abbildung 4.13:Dargestellt ist die kortikale Knochendichte (BMDy,;) am 65 % Messort des Radius
als Mittelwerte = SD initial, sowie nach sechs und 12 Monaten der beiden unter-
suchten Gruppen. ANOVA: Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen:
p = 0,394; Verdnderung im Studienverlauf: p = 0,319

4.9.1.4 Kortikale Knochendichte (BMDyor) der Tibia

Abbildung 4.14 zeigt die BMDy.rt der Tibia (38 % Messort) der beiden untersuchten
Gruppen. Bei der statistischen Auswertung (ANOVA, repeated measure design)
wurden keine signifikanten Unterschiede im Vergleich der Gruppen ermittelt

(p = 0,692; Greenhouse-Geisser angepasst).

Jedoch zeigte sich hier eine statistisch hochsignifikante Veranderung der BMDyort
der Tibia aller Probandinnen im zeitlichen Verlauf (p < 0,001; Greenhouse-Geisser
angepasst). Die Nachtestung mittels gepaartem t-Test (Bonferroni-adjustiert)
zwischen der initialen Messung und der Messung nach sechs Monaten wies dabei
eine signifikante Abnahme auf (p=0,012). Zudem konnte eine signifikante
Abnahme (p= 0,001) zwischen der initialen Messung und der Messung nach 12

Monaten festgestellt werden.
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Abbildung 4.14:Kortikale Knochendichte (BMDy,;) am 38 % Messort der Tibia der beiden
untersuchten Gruppen dargestellt als Mittelwerte £+ SD initial, sowie nach sechs
und 12 Monaten. ANOVA: Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen:
p = 0,692, Verénderung im Studienverlauf: p < 0,001 (Nachtestung: °p = 0,012;
°°p =0,001)

4.9.2 Messung der Knochenmasse

4.9.2.1 Trabekuldre Knochenmasse (BMCy.;) des Radius

Abbildung 4.15 zeigt die BMCy,, des Radius am 4 % Messort. Die statistische
Auswertung mittels ANOVA (repeated measure design) wies keinen signifikanten
Unterschied zwischen den beiden Gruppen innerhalb eines Jahres auf (p = 0,426;

Greenhouse-Geisser angepasst).

Die ANOVA zeigte jedoch eine statistisch signifikante Veranderung im zeitlichen
Verlauf der BMCya, des Radius (p < 0,001; Greenhouse-Geisser angepasst). Die
Nachtestung (gepaarter t-Test mit Bonferroni-Adjustierung) zeigte dabei eine

Abnahme der BMCy,, des Radius der beiden untersuchten Gruppen zwischen der
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initialen Messung und der Messung nach sechs Monaten (p=0,009) und
zwischen der initialen Messung und der Messung nach 12 Monaten (p = 0,005).
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Abbildung 4.15: Knochenmasse im trabekuldren Bereich (BMCy..,) am 4 % Messort des Radius der
Verum- und der Plazebogruppe im Zeitverlauf. Dargestellt sind die Mittelwerte
+ SD. ANOVA: Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen: p = 0,426,
Verdnderung im Studienverlauf: p < 0,001(Nachtestung: °°p < 0,01)

4.9.2.2 Trabekuldre Knochenmasse (BMCy..p) der Tibia
Abbildung 4.16 zeigt die BMCya, der Tibia am 4 % Messort. Die statistische

Auswertung mittels ANOVA (repeated measure design) zeigte keine signifikanten

Veranderungen im Vergleich der beiden Gruppen innerhalb eines Jahres
(p = 0,370; Greenhouse-Geisser angepasst).

Die statistischen Testung von Veranderungen im zeitlichen Verlauf ermittelte keine
signifikanten Veranderungen der BMCy, der Tibia des gesamten Studienkollektivs

(p = 0,279; Greenhouse-Geisser angepasst).
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Abbildung 4.16: Knochenmasse im trabekuldren Bereich (BMC.,) gemessen am 4 % Messort der
Tibia der Verum- und der Plazebogruppe initial, sowie nach sechs und 12
Monaten. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD. ANOVA: Unterschied zwischen den
untersuchten Gruppen: p = 0,370; Verdnderung im Studienverlauf: p = 0,279

4.9.2.3 Kortikale Knochenmasse (BMCy,) des Radius

Die BMCyqrt des Radius am 65 % Messort ist in Abbildung 4.17 abgebildet. Die
ANOVA (repeated measure design) zeigte keine signifikanten Unterschiede
zwischen den beiden untersuchten Gruppen im Zeitverlauf (p = 0,508;
Greenhouse-Geisser angepasst). Es konnten jedoch signifikante Veranderungen
der BMCyot des Radius im Zeitverlauf der beiden Gruppen erfasst werden
(p =0,003; Greenhouse-Geisser angepasst). Dabei zeigte die Nachtestung
(gepaarter t-Test mit Bonferroni-Adjustierung) eine signifikante Abnahme BMCort
des Radius aller Probandinnen zwischen der initialen Messung und der Messung
nach sechs Monaten (p = 0,002) sowie zwischen der initialen Messung und der

Messung nach 12 Monaten (p = 0,023).
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Abbildung 4.17:Kortikale Knochenmasse (BMC,,: des Radius (65 % Messort) der beiden
untersuchten Gruppen initial, sowie nach sechs und 12 Monaten. Dargestellt sind
die Mittelwerte + SD. ANOVA: Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen:
p = 0,508; Verdnderung im Studienverlauf: p = 0,003 (Nachtestung: °°p = 0,002;
°p =0,023)

4.9.2.4 Kortikale Knochenmasse (BMCy,.) der Tibia
In Abbildung 4.18 ist die BMCyt der Tibia der Verum- und der Plazebogruppe im

Studienverlauf dargestellt. Mittels ANOVA (repeated measure design) konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden untersuchten Gruppen im

Zeitverlauf (p = 0,752; Greenhouse-Geisser angepasst) ermittelt werden.

Jedoch konnte hier eine statistisch signifikante zeitliche Veranderung der BMCyort
der Tibia des gesamten Studienkollektivs festgestellt werden (p = 0,011; Green-
house-Geisser angepasst). Der t-Test (Bonferroni-adjustiert) ergab dabei eine
signifikante Abnahme (p = 0,019) der BMCy,t der Tibia Uber die Beobachtungs-

dauer von einem Jabhr.
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Abbildung 4.18:Kortikale Knochenmasse (BMCy,:) der Tibia (38 % Messort) der beiden
untersuchten Gruppen initial, sowie nach sechs und 12 Monaten. Dargestellt sind
die Mittelwerte £ SD. ANOVA: Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen:
p = 0,752; Verédnderung im Studienverlauf: p = 0,011 (Nachtestung: °p = 0,019)

4.9.3 Messung der Knochengeometrie

4.9.3.1 Gesamte Knochenquerschnittsflache (CSA:«) von Radius und Tibia

Tabelle 4.5 zeigt die CSAwt von Radius und Tibia der Verum- und der
Plazebogruppen. Der statistische Vergleich mittels ANOVA (repeated measure
design) zeigte keine signifikanten Unterschiede der CSAi,: gemessen am Radius
zwischen den beiden Gruppen im Zeitverlauf (p = 0,862; Greenhouse-Geisser
angepasst). Ebenso zeigt die statistische Untersuchung hier keine signifikanten
Veranderungen im zeitlichen Verlauf der beiden Gruppen (p = 0,536 Greenhouse-

Geisser angepasst).

Auch bei der CSAy: der Tibia konnte weder ein statistisch signifikanter

Unterschied zwischen der Verum- und der Plazebogruppe (p=0,532;
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Greenhouse-Geisser angepasst) noch eine Veranderung im Studienverlauf

(p = 0,255; Greenhouse-Geisser angepasst) ermittelt werden.

Tabelle 4.5: Gesamte Knochenquerschnittsfliche (CSAw;) der beiden untersuchten Gruppen
gemessen im Kortikalen Knochenbereich des Radius und der Tibia initial, sowie nach
sechs und 12 Monaten. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD.

Zeitin CSAt (mmz) des Radius CSA (mmz) der Tibia
Monaten |  verumgruppe Plazebogruppe P Verumgruppe Plazebogruppe P
0 1152 + 194 |110,7 = 19,4 3910 + 39,7 3812 28,8
6 1140 + 18,6 |{109,5 = 19,5 | ns |389,7 =+ 40,6 (3746 % 42,3 | ns
12 112,2 + 17,5 109,11 # 16,2 3920 + 43,3 3816 + 27,6

p = Unterschied zwischen den Gruppen
ns = nicht signifikant

4.9.3.2 Kortikale Knochenquerschnittsflache (CA) des Radius

Die CA des Radius gemessen initial, sowie nach sechs und 12 Monaten ist in
Abbildung 4.19 dargestellt. Die CA des Radius zeigte keine statistisch
signifikanten Unterschiede (p =0,308; ANOVA, repeated measure design;
Greenhouse-Geisser angepasst) im Zeitverlauf zwischen den beiden untersuchten
Gruppen.

Eine statistisch signifikante zeitliche Veranderung der CA des Radius im
Studienverlauf konnte ebenfalls nicht ermittelt werden (p=0,116; ANOVA,

repeated measure design; Greenhouse-Geisser angepasst).
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Abbildung 4.19: Kortikale Knochenquerschnittsfliche (CA) des Radius (Mittelwerte + SD) der
Verum- und Plazebogruppe initial, sowie nach sechs und 12 Monaten. ANOVA:
Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen: p = 0,308; Verédnderung im
Studienverlauf: p = 0,116

4.9.3.3 Kortikale Knochenquerschnittsflache (CA) der Tibia

Die Messung der CA der Tibia (Abbildung 4.20) wies keine signifikanten
Unterschiede (ANOVA, repeated measure design) zwischen der Verum- und der
Plazebogruppe auf (p =0,586; Greenhouse-Geisser angepasst). Auch konnten
keine Veranderungen der CA der Tibia im Verlauf der Studie ermittelt werden

(p = 0,066; Greenhouse-Geisser angepasst).



4 Ergebnisse 67

300
—A— Verumgruppe
A Plazebogruppe
280 - _ _
Tl A -
£ X 2 —A
)
|—
g 240 1
220 -
;E ;f
0 ) ) ) )
0 6 12
Zeit (Monate)

Abbildung 4.20: Kortikale Knochenquerschnittsfliche (CA) der Tibia der beiden untersuchten
Gruppen als Mittelwerte £+ SD. Gemessen wurde initial, sowie nach sechs und 12
Monaten. ANOVA: Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen: p = 0,586;
Verédnderung im Studienverlauf: p = 0,066

4.9.3.4 Kortikalisdicke des Radius

Abbildung 4.21 zeigt die Messergebnisse der Kortikalisdicke des Radius der
Verum- und der Plazebogruppe im Zeitverlauf. Die statistische Auswertung
(ANOVA, repeated measure design) der Messungen der Kortikalisdicke am
Radius zeigte signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen (p = 0,034,
Greenhouse-Geisser angepasst). Bei der Nachtestung (ungepaarter t-Test mit
Bonferroni-Adjustierung) lie® sich eine signifikante hohere Kortikalisdicke des
Radius in der Verumgruppe im Vergleich zur Plazebogruppe zum Messzeitpunkt
nach 12 Monaten feststellen (p = 0,024).

Die ANOVA (repeated measure design) zeigte jedoch keine statistisch signifikante
Veranderung des zeitlichen Verlaufs der Kortikalisdicke des Radius des gesamten

Studienkollektivs (p = 0,822; Greenhouse-Geisser angepasst).
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Abbildung 4.21: Kortikalisdicke des Radius der Verum- und der Plazebogruppe zu Beginn der
Studie sowie nach sechs und 12 Monaten dargestellt als Mittelwerte + SD.
ANOVA: Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen: p = 0,034 zwischen
den Gruppen (Nachtestung: *p = 0,024 zwischen der Messung nach sechs und
nach 12 Monaten); Verdnderung im Studienverlauf: p = 0,822

4.9.3.5 Kortikalisdicke der Tibia

In Abbildung 4.22 ist die Kortikalisdicke der Tibia beider untersuchter Gruppen im
Zeitverlauf dargestellt. Die Messungen zeigten keine statistisch signifikanten
Veranderungen (ANOVA, repeated measure design) im Vergleich der beiden

Gruppen (p = 0,807; Greenhouse-Geisser angepasst).

Jedoch zeigt sich hier eine signifikante Veranderung der Kortikalisdicke der Tibia
im Studienverlauf des gesamten Probandenkollektivs (p = 0,003; Greenhouse-
Geisser angepasst). Die Nachtestung (gepaarter t-Test mit Bonferroni-
Adjustierung wies dabei eine signifikante Abnahme der Kortikalisdicke der Tibia

zwischen der initialen Messung und der Messung nach 12 Monaten (p = 0,013)
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sowie zwischen der Messung nach sechs Monaten und der Messung nach 12
Monaten (p = 0,034) nach.
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Abbildung 4.22:Die Kortikalisdicke der Tibia beider untersuchter Gruppen dargestellt als
Mittelwerte £ SD initial, sowie nach sechs und 12 Monaten. ANOVA: Unterschied
zwischen den untersuchten Gruppen: p = 0,807; Verdnderung im Studienverlauf:
p = 0,003 (Nachtestung: °p < 0,05)
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In dem vorliegenden Experiment wurde erstmals die Auswirkung einer sechs-
monatigen oralen Supplementation der physiologischen Stickstoffmonoxid-
Vorlaufersubstanz L-Arginin in Form von L-Argininhydrochlorid auf den
Knochenstoffwechsel gesunder postmenopausaler Frauen in einer Plazebo-
kontrollierten  Studie untersucht. Dabei zeigten die Biomarker des
Knochenstoffwechsels als Mall fur die kurzzeitigen Veranderungen von
Knochenformation und Knochenresorption keine signifikanten Veranderungen
infolge der vorgenommenen Intervention. Die periphere quantitative Computer-
tomographie, die zu Anfang und Ende der Interventionsphase und nach insgesamt
einem Jahr durchgefuihrt wurde, wies bei der Messung der Kortikalisdicke des
Radius eine signifikante Erhéhung in der Verumgruppe im Vergleich zur

Plazebogruppe nach einem Jahr auf.

In diesem Experiment konnte zudem nachgewiesen werden, dass eine
Supplementation von 18 g L-Argininhydrochlorid Uber ein halbes Jahr, entgegen
den Ergebnissen von Hurson et al. (1995) sowie Blum et al. (2000a), zu keiner
langfristigen Erhohung der IGF 1-Konzentration fuhrt und somit keinen IGF 1
vermittelten Einfluss auf den Knochenstoffwechsel postmenopausaler Frauen

ausubit.

Da die Studie ambulant durchgefuhrt wurde, war es insbesondere wichtig,
Faktoren, die den Knochenstoffwechsel beeinflussen oder Veranderungen in der
Konzentration der Biomarker des Knochenstoffwechsels bewirken, wahrend des
Experiments konstant zu halten und zu kontrollieren. Bei der Auswahl der
Probandinnen wurden daher ausschliel3lich Frauen in der frihen Postmenopause
gewahlt, die keine Medikamente oder Hormone einnahmen, die den Knochenstoff-
wechsel beeinflussen kdnnten. Zudem ist die Gewahrleistung einer Konstanz in
der sportlichen Betatigung im Beobachtungszeitraum wichtig, da diese einen

wesentlichen Einfluss auf die Knochenzusammensetzung ausubt. So wird in der
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Literatur eine Adaptation der Knochenstruktur und -geometrie durch sportliche
Aktivitat beschrieben, die insbesondere das kortikale Knochenkompartiment
betrifft (Frost, 1997a; Martin, 1991; Spadaro et al., 1994). Die Probandinnen
dokumentierten daher die Art und Dauer der sportlichen Aktivitat wahrend der
Studie in Aktivitatsprotokollen. Die Auswertung der Protokolle (Tab 4.3) ergab
keine Veranderung der sportlichen Aktivitat im Studienverlauf, so dass dieser
Einflussfaktor in der vorliegenden Studie keine Auswirkung auf den

Knochenstoffwechsel austbte.

Es ist bekannt, dass Vitamin D die intestinale Calciumabsorptionsrate erhdht.
Somit kann eine verminderte Vitamin D-Bildung Uber die Haut den
Knochenstoffwechsel negativ beeinflussen. Zittermann et al. (1998) stellten jedoch
in einer Untersuchung an premenopausalen Frauen fest, dass eine jahreszeitlich
bedingte unterschiedliche Vitamin D-Bildung uber die Haut durch eine
ausreichende Calciumzufuhr kompensiert werden kann, solange kein akuter
Vitamin D-Mangel vorliegt. In der vorliegenden Studie wurde daher die
Calciumzufuhr anhand von Ernahrungsprotokollen (Tab. 4.2) erfasst. Diese lag im
Normbereich flr postmenopausale Frauen, so dass eine mdglicherweise
unterschiedliche Sonnenbestrahlung und damit eine unterschiedliche Vitamin D-
Bildung uber die Haut ausgeglichen werden konnte. Das Ernahrungsprotokoll
erlaubte ebenso eine Erfassung der Energiezufuhr durch Berechnung der Zufuhr
an Hauptnahrstoffen. Da eine defizitare Energiezufuhr eine Auswirkung auf den
Knochenstoffwechsel ausubt (Ricci et al., 2001; Talbott et al., 1998) wurde die
Nahrstoffzufuhr und damit die Energiezufuhr wahrend der Studie Uber
Ernahrungsfragebdgen kontrolliert. Die Auswertung der Fragebdgen wies eine
ausreichende Energiezufuhr beider Gruppen wahrend der gesamten
Experimentdauer auf. Somit ist auch ein erndhrungsbedingter Einfluss auf den

Knochenstoffwechsel durch defizitare Energiezufuhr auszuschlie3en.

Der Umbau des Knochens weist eine zirkadiane Rhythmik auf. So ist die Aktivitat
der Osteoklasten in der Nacht héher als bei Tag (Blumsohn et al., 1994). Auch die
Osteoblastenaktivitat weist eine, wenn auch nicht so ausgepragte, Rhythmik auf
(Greenspan et al., 1997). Zur Elimination einer Auswirkung dieser zirkadianen

Rhythmik wurde zur Bestimmung der Biomarker des Knochenstoffwechsels bei
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allen Probandinnen stets zur gleichen Zeit morgens in nuichternem Zustand Blut

abgenommen.

Wie beschrieben, wurden die exogenen (Aktivitat, Jahreszeit, Medikamente,
Erndhrung) und endogenen (zirkadiane Rhythmik der  Biomarker,
Menopausenstatus) Einflussfaktoren in der vorliegenden Studie eng kontrolliert.
Auftretende Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen sind daher auf die

L-Argininhydrochlorid-Supplementation zurickzufuhren.

Unter standardisierter Nitratzufuhr wird die Nitratexkretion im Urin als
gebrauchliche Methode zur Bestimmung der Stickstoffaktivitdt angenommen
(Suzuki et al., 1992). Da die Nitratzufuhr in dem vorliegenden Experiment jedoch
nicht standardisiert wurde, erfolgte die Kontrolle der Einnahme des
L-Argininhydrochlorid durch die Bestimmung der Gesamtstickstoff-Konzentration
im Urin (Abb. 4.1). Der Annahme, dass eine erhdhte Zufuhr an Nitrat oder Nitrit
uber die Nahrung fur die Veranderungen der Gesamtstickstoffexkretion
verantwortlich gewesen sei, kann entgegengehalten werden, dass die
Gesamtstickstoffexkretion der nicht-substituierten Frauen wahrend des
Untersuchungszeitraums unverandert blieb. Die signifikante Erhéhung der Stick-
stoff-Konzentration in der Verumgruppe zeigt daher, dass L-Arginin tatsachlich
eingenommen und verstoffwechselt wurde. Es ist bekannt, dass die Stickstoff-
exkretion jedoch ebenso durch den Abbau von Muskelproteinen oder durch
Erhéhung der Proteinzufuhr mit der Nahrung gesteigert werden kann. Da hier aber
weder eine Veranderung des Korpergewichts der Probandinnen noch der
Proteinaufnahme oder der sportlichen Aktivitat Gber den Studienzeitraum zu
verzeichnen war, lasst sich der Anstieg der Stickstoffexkretion auf die
Supplementation zurickfihren und wurde somit als ,Complience“-Parameter

herangezogen.

In den ersten Jahren nach der Menopause ist der Verlust an trabekularer aber
auch an kortikaler Knochensubstanz stark erhoht (Gatti et al., 1996). Dieser

erhohte Knochenumsatz nimmt in der spaten Postmenopause wieder ab. Es
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erscheint daher sinnvoll, die Wirkung und Effektivitat neuer therapeutischer
Malnahmen gerade wahrend dieser Zeit des erhdhten Knochenumbaus zu prifen
(Delmas, 2000; Bjarnason et al., 2000). Daher bestand das in der Studie gewahlte
Probandenkollektiv aus Frauen in der frihen Postmenopause. Nach De Leo et al.
(2000) bieten biochemische Marker des Knochenstoffwechsels dabei die
Madglichkeit, frihzeitig die Auswirkungen einer Therapie beobachten zu kénnen.
Zudem korrelieren sie signifikant mit den zeitlich versetzt sichtbaren
Veranderungen der Knochenstruktur und Knochendichte (Garnero et al., 1994;
Delmas, 2000). Bei Betrachtung der Biomarker des Knochenstoffwechsels konnte
jedoch kein Einfluss der L-Argininhydrochlorid-Supplementation auf die
Knochenresorption, gemessen durch den Resorptionsmarker CTX als
zuverlassigen Marker der Osteoklastenaktivitat (Barthlen et al., 2000; Rosen et al.,
2000; Hannon et al, 2000), ermittelt werden (Abb. 4.5). Im gesamten
Studienkollektiv ist eine Zunahme der CTX-Konzentration zwischen der basalen
Messung und der Messung nach vier Monaten zu erkennen, die wahrscheinlich
auf den naturlichen Anstieg der Knochenresorption in der Menopause
zuruckgefuhrt werden kann (Garnero und Delmas, 1997). Dem entgegen zeigten
Wimalawansa et al. (2000a) bei transdermaler NO-Donoren-Applikation im
Humanexperiment eine Reduktion der Knochenresorption, gemessen durch das
N-terminale Crosslink Telopeptid (NTX), einem weiteren Biomarker der
Knochenresorption. Dabei wurde die Wirkung des NO-Donors Nitroglycerin auf die
Marker des Knochenstoffwechsels bei ovariektomierten Frauen untersucht. Den
Probandinnen wurde Uber ein Jahr Nitroglycerin (0,2 mg/kg Korpergewicht)
transdermal appliziert, wahrend die Vergleichsgruppe ein Ostrogenpraparat
erhielt. In der Gruppe mit Nitroglycerin-Applikation sank die Konzentration des
Knochenresorptionsmarker NTX um 30 % ab, wahrend die Osteocalcin-
Konzentration um 53 % und die bAP-Konzentration um 27 % anstieg. Basierend
auf diesen Ergebnissen diskutieren Wimalawansa et al. (2000a) einen moglichen
Aufbau des Knochens durch eine erhdhte Knochenformation auf Grund der
Nitroglycerin-Gabe und damit nicht nur eine Suppression des Knochenumsatzes,
sondern sogar eine anabole Therapiemdglichkeit, da trotz Anstieg der

Konzentration der Formationsmarker die Konzentration der Resorptionsmarker
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absinkt. In der Vergleichsgruppe mit Ostrogengabe hingegen nahm sowohl die
NTX Konzentration als auch die Konzentration der Formationsmarker wie erwartet
ab, da die Therapie mit Ostrogenen, wie bekannt (Rosen et al., 1997; Bonde et al.,
1995), zu einer rasch einsetzenden Suppression des Knochenumsatzes, also der
Resorption und der Formation, fihrt. Mit Bezug auf diese Ergebnisse ware in der
vorliegenden Studie eine Reduktion der Knochenresorption und damit eine
Erniedrigung der CTX-Konzentration in der Verumgruppe zu erwarten gewesen.
Somit hatte die L-Arigininhydrochlorid-Supplementation von 18 g nicht den einer

Nitroglycerin-Applikation vergleichbaren Effekt auf die Knochenresorption.

Im Zell- und im Tierexperiment wurde bisher ein positiver Einfluss von
Stickstoffmonoxid auf die Osteoblastenaktivitdt und damit auf die
Knochenformation festgestellt (Armour et al., 2001; Aguirre et al., 2001). Auch
beim Menschen wies die exogene Stimulation der NO-Synthese Uber die Gabe
von NO-Donoren (Wimalawansa, 2000a), wie bereits beschrieben, neben der
Reduktion der Knochenresorption eine erhdhte Konzentration der
Knochenformationsmarker auf. Entgegen den daraus resultierenden Erwartungen
konnte in der vorliegenden Studie bei Supplementation mit dem Stickstoffmonoxid-
Vorlaufer L-Arginin in Form von L-Argininhydrochlorid keine Erhohung der
Knochenformation, gemessen durch die Formationsmarker PICP (Abb. 4.6), bAP
(Abb. 4.7) und Osteocalcin (Abb. 4.8), festgestellt werden. Der Formationsmarker
PICP wies einen signifikanten Unterschied im Vergleich der Verum- mit der
Plazebogruppe auf, dabei ist ein leichter Anstieg des Formationsmarkers in der
Verumgruppe im Vergleich zu einer leichten Abnahme der PICP-Konzentration in
der Plazebogruppe nach sechs Monaten zu erkennen. Anzumerken sei jedoch,
dass bAP und Osteocalcin auf Grund ihrer Sensitivitdt und Spezifitat als
bevorzugte Biomarker der Knochenformation, vor allem zur Beurteilung der
Effektivitat von Therapien, herangezogen werden (Eyre, 1997). PICP wird in der
Wissenschaft eher kritisch betrachtet (Gundberg, 2000). Obwohl einige Arbeiten
eine gute Korrelation zwischen Knochenaufbau und PICP Konzentration
feststellten (De Leo et al., 2000; Christenson, 1997) bemerken Eyre et al. (1997),

dass PICP zwar die Aktivitat der Kollagensynthese widerspiegelt, hierzu aber nicht
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nur die Typ | Kollagensynthese des Knochens in der Knochenformation sondern
auch die Typ | Kollagensynthese anderer Gewebe, wie z. B. der Haut zahlt. Auch
Hassager et al. (1991) und Parfitt et al. (1987) konnten nur eine geringe
Korrelation zwischen PICP und Knochenaufbau feststellen. Betrachtet man diesen
Uberlegungen folgend die Veranderungen der sensitiven Formationsmarker bAP
und Osteocalcin, so lassen die Ergebnisse keinen Einfluss der
L-Argininhydrochlorid-Supplementation erkennen. Die Ergebnisse zeigen in
beiden untersuchten Gruppen einen signifikanten Anstieg der bAP-Konzentration
im Studienverlauf. Dies ist vermutlich, ebenso wie der Anstieg der CTX-
Konzentration, altersbedingt auf den natirlichen Anstieg der Knochenumbaurate
in der frthen Postmenopause zuruckzufuhren (De Leo et al., 2000; Garnero und
Delmas, 1997).

Die Messung der Knochendichte, -struktur und -geometrie erfolgte an Radius und
Tibia, den klinisch anerkannten Messorten zur Bestimmung von Veranderungen
innerhalb der Knochenkompartimente (Cummings et al., 1993). Dabei wurden
Messungen zu Beginn der Studie sowie nach sechs und 12 Monaten durchgeflhrt.
Grund fur die Messung sechs Monate nach Ende der Supplementationsphase ist
der langsame Remodellierungszyklus, der Veranderungen innerhalb der
Knochenkompartimente erst langsam sichtbar werden lasst (de Vernejoul, 1996).
Im Gegensatz zu den Biomarkern des Knochenstoffwechsels, die die aktuellen
Resorptions- und Formationsvorgange im Knochen widerspiegeln, sind die daraus
resultierenden Veranderungen der Knochendichte, -masse und -struktur erst dann
sichtbar, wenn der Umbauzyklus abgeschlossen ist (Seibel et al., 2002). Eriksen
et al. (1984; 1986) untersuchten den Remodellierungszyklus des trabekularen
Knochens und fanden heraus, dass der Resorptionsvorgang zwar in sehr kurzer
Zeit durchgefuhrt wird (2 bis 3 Wochen), die Formation des Knochen jedoch
erheblich langer andauert (132 bis 172 Tage). So konnten Brockstedt et al. (1993)
auch im kortikalen Knochenkompartiment in der Postmenopause einen
Remodellierungszyklus von durchschnittlich 28 Tagen zur Knochenresorption mit
einer anschlielenden Dauer von 51 bis 127 Tagen zur Knochenformation

feststellen. Demzufolge lassen sich Veranderungen durch Interventionsmal}-
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nahmen in den einzelnen Knochenkompartimenten erst zeitversetzt erfassen. Die
Ergebnisse verschiedener Studien haben gezeigt, dass eine signifikante
Korrelation zwischen fruhen Veranderungen der Knochenmarker (nach drei bis
sechs Monaten) und spaten Veranderungen der Knochendichte und -masse (nach
ein bis zwei Jahren) bei Therapie mit Ostrogenen oder Bisphosphonaten besteht
(Delmas, 2000; Chesnut, IlIl. et al., 1997; Garnero et al., 1994; Harris et al., 1993).
Um in der vorliegenden Studie =zeitversetzte Veranderungen durch die
L-Argininhydrochlorid-Supplementation mittels bildgebender Verfahren messen zu
kénnen, wurde daher eine zusatzliche Messung sechs Monate nach Ende der

Supplementationsphase durchgefihrt.

Entgegen den Untersuchungsergebnissen von Jamal et al. (1998) sowie
Wimalawansa et al. (2000a), die einen positiven Effekt einer NO-Donoren-
Einnahme auf die Knochendichte bei postmenopausalen (Jamal et al., 1998) und
bei ovariektomierten Frauen (Wimalawansa, 2000a) nachweisen konnten, zeigte
die Auswertung der pQCT-Messung der vorliegenden Studie keinen Einfluss der
Supplementation mit L-Argininhydrochlorid auf die Knochendichte, die
Knochenmasse oder die Geometrie des Knochens. Eine Ausnahme bildet die
Kortikalisdicke des Radius, da hier eine signifikant dickere Kortikalis der
Verumgruppe nach 12 Monaten im Vergleich zur Plazebogruppe gemessen
werden konnte. Hier stellt sich die Frage, warum die Supplementation einen
Einfluss auf die Kortikalisdicke des Radius hat, die Kortikalisdicke der Tibia jedoch
nicht beeinflusst wird? Ein Erklarungsansatz ware eine unterschiedliche Wirkung
der L-Argininhydrochlorid-Supplementation auf unterschiedliche Skelettregionen.
So beobachteten Uusi-Rasi et al. (2002) einen signifikanten Effekt einer Calcium-
Supplementation auf die mittels pQCT gemessene Knochendichte des Radius,
wahrend keine Veranderungen der Knochendichte der Tibia infolge der Calcium-
Supplementation zu erkennen waren. Diese unterschiedliche Reaktion verschiede-
ner Skelettregionen auf eine Calciumgabe wird auch von Prince et al. (1995)
beschrieben. Zudem stellten Kerr et al. (1996) sowie Adami et al. (1999) fest, dass
auch durch korperliche Aktivitdt nicht alle Skelettregionen gleichermalien
beeinflusst werden. Uusi-Rasi et al. (2002) stellten die Vermutung auf, dass

sportliche Aktivitat auf die gewichtstragenden Knochen der Tibia einen starkeren
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Einfluss ausulbt als auf die nicht gewichtstragenden Knochen des Radius. Der
Radius scheint durch andere Einflussfaktoren, wie z. B. die Nahrstoffversorgung,
starker beeinflusst zu werden. Moglicherweise lasst sich dadurch erklaren, dass
auch in der vorliegenden Studie die L-Argininhydrochlorid-Supplementation,
ebenso wie eine Calcium-Supplementation, einen positiven Effekt auf den Radius

ausubt ohne den gleichen Effekt auf die Tibia auszuiben.

Im Gegensatz zu der unterschiedlichen Kortikalisdicke des Radius zwischen der
Verumgruppe und der Plazebogruppe zeigen die zeitlichen Veranderungen eine
Abnahme der kortikalen Knochenmasse und der Kortikalisflache des Radius in
beiden Gruppen zwischen der initialen Messung und der Messung nach 12
Monaten an. Jedoch =zeigt die kortikale Knochenmasse des Radius der
Verumgruppe zwischen der Messung nach sechs Monaten und der Messung nach
12 Monaten keine Veranderung an. Die kortikale Knochenquerschnittsflache des
Radius zeigt in der Verumgruppe zwischen der Messung nach sechs Monaten und
der Messung nach 12 Monaten sogar eher eine ansteigende Tendenz. Diese
Beobachtungen sind nicht signifikant, zeigen aber Tendenzen, die die

Messergebnisse der Kortikalisdicke des Radius in der Verumgruppe unterstitzen.

Wie ist zu erklaren, dass die Knochenformations- und Knochenresorptionsmarker
den Unterschied in der Kortikalisdicke des Radius zwischen den beiden Gruppen
nicht widerspiegeln? Durch die Biomarker des Knochenstoffwechsels konnen
ausschlieflich die Formations- und Resorptionsvorgange des gesamten skeletalen
Umbaus erfasst werden (,overall“-Effekt) (Seibel et al., 2002). Da in der
vorliegenden Studie ausschlieBlich ein Unterschied der Kortikalisdicke des Radius
durch die Supplementation auftrat, konnte dieser Effekt durch die Formations- und
Resorptionsvorgange der Ubrigen Skelettbereiche Uberlagert worden sein.
Vermutlich sind daher die Veranderungen durch die Supplementation zu gering,
um signifikant durch die Biomarker erfasst werden zu konnen. Bei genauer
Betrachtung der Konzentrationsverlaufe der Biomarker sind jedoch Hinweise auf
die Veranderung zu erkennen. So nimmt die CTX-Konzentration in der
Verumgruppe zwischen dem vierten und sechsten Monat tendenziell eher ab und
liegt auf einem niedrigeren Niveau als die CTX-Konzentration der Plazebogruppe.

Zudem zeigt die bAP-Konzentration nach sechs Monaten, ebenso wie die PICP-
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Konzentration, eine hohere Konzentration in der Verumgruppe im Vergleich zur
Plazebogruppe. Moglicherweise sind dies Indizien flr die Veranderungen, die

nach 12 Monaten anhand der Kortikalisdicke zu sehen sind.

Die pQCT-Messungen der Tibia zeigten in beiden Gruppen eher die Tendenz
einer Reduktion des Knochens. Dabei wurde in beiden Gruppen ausschlielich im
kortikalen Knochenbereich der Tibia eine Abnahme im Studienverlauf gemessen.
Veranderungen im kortikalen Knochenkompartiment konnen durch Veranderungen
des kortikalen Volumens durch periostale Expansion, endokortikale Resorption
oder durch Veranderung des ,Remodeling® im kortikalen Kompartiment
hervorgerufen werden (Frost, 1990). In der Postmenopause ist eine periostale
Expansion ohne gleichzeitige  endokortikale  Resorption  weitgehend
ausgeschlossen, wobei dann die Resorption der Expansion Uberwiegt (Adami et
al., 1996). Die Veranderungen im kortikalen Knochenkompartiment kénnen in der
vorliegenden Studie daher entweder durch endokortikale oder periostale
Resorption oder durch erhohtes ,Remodeling” in der Kortikalis hervorgerufen
worden sein. Da sich die kortikale Knochenquerschnittsflache und das trabekulare
Kompartiment der Tibia beider Gruppen jedoch nicht andert, liegt die Vermutung
nahe, dass ein erhOhtes ,Remodeling® innerhalb des kortikalen
Knochenkompartiments der Tibia stattgefunden hat. Diese Annahme stimmt mit
den Ergebnissen der Biomarker Uberein, da die Erhdhung der CTX- und bAP-
Konzentration ebenfalls fur ein erhohtes ,Remodeling spricht (Garnero und
Delmas, 1997). Diese Veranderungen traten in beiden untersuchten Gruppen auf
und zeigen, dass der Knochenabbau im kortikalen Bereich der Tibia durch die

L-Argininhydrochlorid-Supplementation nicht aufgehalten werden konnte.

Wimalawansa et al. (2000a) zeigten, dass eine Gabe von NO-Donoren ebenso
effektiv wie eine Ostrogen-Therapie ist und eventuell sogar eine anabole Wirkung
auf den Knochenstoffwechsel besitzt. Im Gegensatz dazu zeigen die Ergebnisse
der vorliegenden Untersuchung ausschlieldlich bei der Messung der Kortikalisdicke

einen signifikanten Effekt der L-Argininhydrochlorid-Supplementation. Die NO-
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Synthese Uber NO-Donoren scheint also weitaus effektiver als die
Supplementation mit L-Argininhydrochlorid. Wie ist dies zu erklaren? Ein Grund
dafir konnte die Bioverfugbarkeit von L-Arginin sein. Vermutlich ist die
Bioverfugbarkeit von 68 % (Bode-Boger et al., 1998) zu gering, um genugend
Stickstoffmonoxid aus Arginin zu bilden. Zudem beschreiben Tangphao et al.
(1999) eine grolke Varianz der Bioverfugbarkeit von L-Arginin zwischen
verschiedenen Probanden. Ein Grund fur diese Variabilitat ist nicht bekannt. Eine
weitere Ursache konnte in einem Mangel der Coenzyme bei der Synthese des NO
aus L-Arginin liegen. Die NOS bendtigt verschiedene Coenzyme (Nicotinamid-
Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH), Flavinadenindinukleotid (FAD), Flavin-
mononukleotid (FMN) und Tetrahydrobiopterin (BH4)) zur vollen enzymatischen
Aktivitat. BH4 ist ein allosterischer Effektor, der die Oxidase- und Reduktase-
Domanen der NO-Synthase verbindet (Kaufman, 1993). Bei Abwesenheit von BH4
kommt es zur Entkopplung des L-Arginin-NO Syntheseweges und zur Formation
von Superoxiden (Heinzel et al., 1992). Higashi et al. (2002) beschreiben eine
Gefalerweiterung des Unterarmes durch Erhdhung der NO-Synthese Uber die
eNOS nach BH, Infusion bei Bluthochdruckpatienten. Im Tierversuch konnten
Hong et al. (2001) einen niedrigeren Blutspiegel an BH; bei Ratten mit
Bluthochdruck im Vergleich zur Kontrollgruppe feststellen. Diese und andere
Studien zeigen, dass bei Mangel an BH4 die NO-Produktion herabgesetzt ist und
eine Gabe von BH4 zu einer gesteigerten Produktion von NO flahrt (Higashi et al.,
2002, Hong et al., 2001; Setoguchi et al., 2002; Fukuda et al., 2002). Die
Menopause ist assoziiert mit einem niedrigen Serum-Level an NO und damit einer
geringen Synthese (Cicinelli, et al., 1997; Rosselli et al., 1995). Mdglicherweise ist
eine geringe NO-Synthese durch einen Mangel an BH4 ein Grund daflr. Die
Bestimmung von BH4 im Plasma postmenopausaler Frauen wurde bisher in der

Literatur noch nicht beschrieben, kdnnte hier aber weiterfUhrende Hinweise geben.

Weiterhin zeigten Fiore et al. (2000) im Tierversuch einen Anstieg der Knochen-
dichte nach L-Arginin-Supplementation, wenn NO, durch vorherige Gabe des NO-
Synthese hemmenden Medikamentes Cyclosporin A, im Mangel vorlag. Zusatzlich
stellten Khartinov et al. (1995) die Vermutung auf, dass ein signifikanter Effekt

einer L-Arginin-Supplementation nur dann zu messen sei, wenn durch die
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Supplementation ein Mangel ausgeglichen wird. Folglich ware ein Anstieg der NO-
Synthese durch L-Arginin-Supplementation nur dann mdglich, wenn die Synthese
zuvor unzureichend war. Zudem zeigte sich im Tierexperiment, dass der positive
Effekt der NO-Donoren-Gabe von der Haufigkeit der Applikation abhangig ist
(Wimalawansa et al., 2000). Dabei zeigte eine intermittierende Frequenz der NO-
Donoren-Applikation den wirksamsten Effekt auf die Knochendichte. Dies konnte
auch von Jamal et al. (1998) beobachtet werden, der die effektivste Wirkung durch
eine intermittierende Gabe von Nitraten (Nitroglycerin, Isosorbiddinitrate und
Isosorbidmononitrate) auf den Knochenstoffwechsel feststellte. In der
vorliegenden Studie wurde ausschliellich die Effektivitat einer kontinuierlichen
L-Arginin-Supplementation beobachtet. Ob die NO-Synthese uber L-Arginin
ebenso wie die NO-Freisetzung Uber die NO-Donoren bei intermittierender
Supplementation eine effektivere Wirkung als eine kontinuierliche Gabe auf den
Knochenstoffwechsel ausiben kann, wurde bisher in der Literatur nicht

beschrieben und bedarf weiterer Untersuchungen.

Im Gegensatz zu der gleichbleibenden sportlichen Aktivitat wiesen die Ergebnisse
der pQCT-Messung eine signifikante Zunahme der Muskelquerschnittsflache des
Unterschenkels in beiden Gruppen auf (Abb.4.3). Dabei wird die
Muskelquerschnittsflache als aussagekraftiger Parameter zur Erfassung der
Muskelkraft beschrieben (Schoenau et al., 2002). Warum nimmt aber in der
vorliegenden Studie die Muskelquerschnittsflache des Unterschenkels, und damit
die Muskelkraft zu, wenn sich die sportliche Aktivitat der Probandinnen im
Zeitverlauf nicht verandert? Ist also die Muskelquerschnittsflache in dieser Studie
tatsachlich ein geeigneter Parameter zur Beschreibung der Muskelkraft? Die
Bestimmung der Muskelquerschnittsflache wird als Methode zur Beurteilung der
Muskelkraft als vorteilhaft beschrieben, da sie die Motivation, den Gemutszustand
und die Gewdhnung an das Gerat unbeachtet lasst (Schoenau et al., 2002). Sie ist
jedoch, anders als die computertomographische Messung des Knochens,
zusatzlich von verschiedenen Faktoren abhangig. So muss die Messung des
Unterschenkels unter Ruhebedingungen stattfinden, da Flussigkeitsverschie-

bungen, z. B. durch koérperliche Betatigung (Nygren et al., 2002) aber auch alleine
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schon durch den Wechsel zwischen aufrechter und liegender oder sitzender
Position kurz vor der Messung (Berg et al., 1993), die Messergebnisse verfalschen
konnen. Auch die Fulistellung, das heil3t ob der Fuld gestreckt oder angezogen
wird, kann einen Einfluss haben, da die Muskellange und damit die Form des
Muskelbauchs verandert wird. Da die Messung moglichst standardisiert
durchgefuhrt wurde, konnte die FulRstellung als Einflussfaktor durch Einlegen des
FulRes in eine feste FulRschale weitgehend eliminiert werden. Dennoch konnten
durch die ambulante Durchfihrung der Studie nicht alle exogenen Faktoren, die
einen Einfluss auf die FlUssigkeitsverschiebungen haben koénnten, eliminiert
werden. Diese EinflussgroRen scheinen daher die Messung der
Muskelquerschnittsflache des Unterschenkels in dieser ambulant durchgefuhrten
Studie zu einem nur bedingt verwendbaren Parameter zu machen. Zudem wuirde
eine Zunahme der Muskelquerschnittsflache ausgeldst durch eine Zunahme der
Muskelkraft laut Literatur eine Veranderung des kortikalen Knochenkompartiments
bewirken (Baumgartner et al., 1999). So fanden Adami et al. (Adami et al., 1999)
heraus, dass eine maximale Belastung des Knochens zu einer Expansion der
kortikalen Knochenflache zu Lasten der trabekularen Knochenflache durch Anbau
von kortikalem Knochen an der endostalen Oberflache bei postmenopausalen
Frauen fuhrt. Diese Veranderungen der Tibia konnten jedoch in der vorliegenden
Studie bei beiden Gruppen nicht festgestellt werden. In beiden untersuchten
Gruppen ist im Gegenteil eher der Trend zum Knochenabbau der Tibia erkennbar.
Ferner korreliert der Strength-Strain Index, als Mal} fir die mechanische Festigkeit
des Knochens, signifikant mit der Muskelkraft (Augat et al., 1998b; Ferretti et al.,
1996) und hatte bei steigender Muskelquerschnittsflache aufgrund erhdhter
Muskelkraft ebenfalls ansteigen mussen. Der SSI der Tibia blieb jedoch in beiden
Gruppen unverandert (Tab. 4.4). Insofern scheinen die bereits genannten
exogenen Einflussfaktoren die Ergebnisse derart zu beeinflussen, dass die
Bestimmung der Muskelquerschnittsflache des Unterschenkels in der
vorliegenden Studie nicht als aussagekraftiger Parameter zur Beurteilung der
Muskelkraft herangezogen werden kann. Die Einhaltung einer gewissen
Vorlaufzeit, um die Messungen unter Ruhebedingungen durchfuhren zu kénnen,

sollte daher in zukunftigen Studien unbedingt stattfinden.
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Entgegen dem Anstieg der Muskelquerschnittsflache des Unterschenkels ist
innerhalb der ersten sechs Monate eine signifikante Abnahme der
Muskelquerschnittsflache des Unterarmes in den beiden untersuchten Gruppen zu
erkennen (Abb. 4.2). Diese Ergebnisse stimmen nicht mit den Messungen des
Handdynamometers (Abb. 4.4) Uberein, das ebenfalls zur Bestimmung der
Muskelkraft des Unterarms dient. Hier wurde keine Veranderung der Muskelkraft
im Zeitverlauf gemessen. Diese widerspruchlichen Ergebnisse zeigen ebenfalls,
dass die Beurteilung der Muskelkraft durch die oben genannten Messmethoden in

einer Feldstudie nur schwer moglich zu sein scheint.

Die Art, Dauer und Intensitat der sportlichen Aktivitat, die einen positiven Einfluss
auf den Knochenstoffwechsel ausubt, ist bisher noch nicht vollstandig erforscht.
Dennoch ist bekannt, dass Sportarten mit grollem Kraftaufwand, wie zum Beispiel
Gewichtheben, effektive Stimuli des Knochenaufbaus sind (Frost, 1997b;
Heinonen et al., 2001; Taaffe et al, 1997). Wie die Auswertung der
Aktivitatsprotokolle in der vorliegenden Studie zeigte, wurden Kraftsport- und
Kampfsportarten in beiden Gruppen nur sehr selten oder gar nicht betrieben. Die
Probandinnen haben folglich keine Sportarten betrieben bei der die Muskelkraft
und sportliche Beanspruchung einen signifikanten Einfluss auf den Knochenstoff-
wechsels gehabt hatte. Seit langem wird versucht den Mechanismus der
mechanischen Reizleitung (Mechanotransduktion) auf den Knochen zu finden, der
fahig ist, Architektur und Masse des Knochens zu andern. Einige Wissenschaftler
propagieren dabei die Signalfunktion von NO zur mechanischen Umsetzung der
Aktivitat auf den Knochenstoffwechsel (Jungersten et al., 1997; Fox et al., 1996;
Maxwell et al., 2001). Jungersten et al. (1997) zeigten, dass bei Messung der
Plasma Nitratwerte von Athleten und Nichtathleten die Konzentrationen im Blut der
Athleten um 22 % im Gegensatz zu den Nichtathleten erhoht waren. Fox et al.
(1996) fanden im Tierversuch heraus, dass eine rasche NO-Freisetzung Uber die
eNOS als Antwort auf mechanische Belastung des Knochens erfolgt und nach
Inhibition des Arginin-NO Syntheseweges eine Erhdhung der Knochenformation
bei mechanischer Belastung ausbleibt. Zudem konnte Maxwell et al. (2001) am

Rattenmodell einen Anstieg der NO-Konzentration nach L-Arginingabe bei
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gleichzeitiger sportlicher Aktivitat feststellen. So weisen Ralston et al. (1997)
darauf hin, dass eine durch mechanische Stimulation induzierte NO-Produktion
positiv auf den Knochenaufbau wirken kann. Fraglich ist, ob es mdglich ist, durch
L-Arginin-Supplementation in Kombination mit kraftintensiver sportlicher Aktivitat
den Knochenstoffwechsel zu beeinflussen. Weitere Untersuchungen zur Klarung

dieses Zusammenhangs sind daher erforderlich.

Dass die L-Argininhydrochlorid-Supplementation zu keiner Erhdhung der IGF 1-
Konzentration fuhrte (Abb. 4.10), war unerwartet. Bekanntlich erfolgt nach
L-Arginin-Gabe eine erhohte Freisetzung des Wachstumshormons, wobei der
Mechanismus noch nicht erforscht ist (Koppeschaar et al., 1992). So wird der
L-Arginin-Infusionstest standardmallig angewandt um einen Wachstumshormon-
Mangel zu diagnostizieren. Auch bei oraler L-Arginin-Supplementation konnten
Hurson et al. (1995) bereits nach zwei Wochen L-Argininaspartat-Supplementation
von 30 g (17 g L-Arginin) bei alteren Menschen (30 Manner und Frauen, 67 bis 82
Jahre) eine signifikante Erhdhung der IGF 1-Konzentration um 44 % gegenuber
der Kontrollgruppe feststellen. Hier wurde die Supplementation wie in der
vorliegenden Studie auf drei Einnahmezeiten Uber den Tag verteilt. Zudem stellten
Blum et al. (2000a) bei einer einmonatigen L-Arginin-Supplementation (9 g
L-Arginin reinst.) bei postmenopausalen Frauen (n = 10) eine Erhéhung (p = 0,02)
der Konzentration des Wachstumshormons im Vergleich zur Kontrollgruppe fest.
Warum konnte also in der vorliegenden Studie bei Supplementation mit 18 g
L-Argininhydrochlorid (14,8 g L-Arginin) keine Erhdhung der IGF 1-Konzentration
beobachtet werden? Bei den bisher durchgefuhrten Studien mit einer L-Arginin-
Supplementation wurde die IGF 1-Konzentration nach einem Zeitraum von zwei
Wochen (Hurson et al., 1995) oder einem Monat (Blum et al., 2000a) gemessen.
In dem vorliegenden Experiment betrug der Zeitraum bis zur ersten Messung
jedoch zwei Monate. Moglicherweise spielt die Dauer der L-Arginin-
Supplementation zur Erhohung der IGF 1-Konzentration eine Rolle. Eine
Adaptation an das hohe Substratangebot durch die Supplementation ware daher
ein Erklarungsansatz. Isgaard et al. (1988) weisen darauf hin, dass die IGF 1

Produktion im Skelettsystem stark von einer pulsierenden Sekretion des
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Wachstumshormons abhangig ist. Eine weitere Erklarung ware daher, dass diese
pulsierende Sekretion des Wachstumshormons durch ein Uberangebot an
L-Arginin beeinflusst wird und folglich zu keiner vermehrten Freisetzung an IGF 1
fuhrt. Hurson et al. (1995) verwendeten L-Argininaspartat zur Supplementation,
wahrend in dem vorliegenden Experiment L-Argininhydrochlorid supplementiert
wurde. So kénnte auch die Substratverbindung von L-Arginin und Hydrochlorid
eine entscheidende Rolle spielen. Visser et al. (1994) fordern einen Vergleich
verschiedener L-Arginin Supplemente zur Erfassung der wirksamsten Verbindung.
So sollte in einer Studie der Vergleich einer Supplementation mit L-Arginin in
Reinform, L-Argininhydrochlorid, L-Argininaspartat und einer Kombination von

L-Arginin und L-Lysine untersucht werden.

Auch stellt sich die Frage, ob die Supplementationsmenge an L-Arginin
ausreichend war. Nach Barbul et al. (1986) ware eine L-Arginin-Supplementation
von 30g pro Tag tolerabel. Auch Blum et al. (2000b) sehen eine orale
Supplementation von 12 bis 21 g pro Tag als unbedenklich an und beschrieben
keine klinischen Nebenwirkungen. Dem entgegen halten Chin-Dusting et al.
(1996) 20 g pro Tag fur die maximal tolerable Dosis, da vermehrt Diarrhoe,
Unwohlsein und Bauchkrampfe auftreten. Hurson et al. (1995) wahlten bei
Probanden im Alter von 67 bis 82 Jahren eine Supplementationsmenge von 17 g
L-Arginin. Hier traten keine unerwunschten Nebenwirkungen auf. In der
vorliegenden Untersuchung wurde daher in Anlehnung an diese Studie eine
Supplementationsmenge von 18 g Argininhydrochlorid und damit 14,8 g L-Arginin,
einer gut vertraglichen Supplementationsmenge, gewahlt. Eine Erhohung der
Supplementationsmenge ist zudem schwierig, da L-Arginin sehr bitter schmeckt
und die Akzeptanz dadurch stark abnimmt. Das Lésen der Aminosaure in Sirup
oder sulen Saften, wie es haufig in Studien mit L-Arginin-Supplementation
durchgefuhrt wurde (Clarkson et al., 1996; Hurson et al., 1995; Luiking et al.,
1998; De Aloysio et al., 1982), mildert zwar den bitteren Geschmack, bleibt jedoch
bei taglicher Einnahme unangenehm. Auch in der vorliegenden Studie war nach
Aussagen der Probandinnen die angewandte Menge noch tolerabel, eine hohere

Dosis ware jedoch kritisch gewesen und hatte somit Einfluss auf die Komplience
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der Probandinnen genommen. Eine Umsetzung einer hoheren L-Arginin-

Supplementation birgt dadurch gewisse Probleme.

Im menschlichen Organismus ist im Durchschnitt mehr als ein Kilogramm Calcium
gespeichert, wovon sich 99 % in Form von Hydroxyapatit im Knochen und den
Zahnen befinden. Bei unzureichender Zufuhr oder vermehrter Ausscheidung von
Calcium wird die Calciumhomoostase des Blutes durch Freisetzung von Calcium
aus dem Skelett aufrecht erhalten. In der Literatur wird beschrieben (Kerstetter et
al., 2001; Zittermann, 1997; Heaney, 1994), dass eine Erhéhung der Proteinzufuhr
eine Erhohung der glomerularen Filtrationsrate bewirkt und dadurch die renale
Calciumausscheidung steigert. Verantwortlich werden insbesondere die
schwefelhaltigen Aminosauren auf Grund der durch Oxidation entstehenden
Sulfate fir den Anstieg der renalen Calciumausscheidung bei erhohter
Proteinzufuhr gemacht (Heaney et al., 1982). Ob die Gabe der basischen
Aminosaure L-Arginin einen Einfluss hat, sollte durch die Bestimmung von PTH
erfasst werden. Eine Erhdhung der PTH Konzentration ist ein Anzeichen einer
vermehrten Freisetzung von Calcium aus dem Knochen, da PTH direkt auf die
Freisetzung von Calcium aus dem Knochen und die Calcium Reabsorption der
Niere wirkt. PTH (Abb. 4.9) zeigt in der vorliegenden Untersuchung jedoch keine
Veranderungen in Folge der L-Argininhydrochlorid Supplementation. Somit wurde
der Calciumstoffwechsel durch die L-Argininhydrochlorid Supplementation nicht

beeinflusst.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass eine orale Supplementation mit
L-Argininhydrochlorid nicht den einer NO-Donoren-Applikation vergleichbaren
Effekt auf den Knochenstoffwechsel postmenopausaler Frauen ausubt. Die
Erfolge, die durch die Intervention erzielt werden konnten, sind auf die kortikale
Struktur des Radius beschrankt und somit nicht auf das gesamte Skelettsystem
ubertragbar. Demnach sollten mogliche Faktoren, die zu dieser reduzierten

Wirkung gefuhrt haben konnten, in Folgestudien untersucht werden, um die
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Wirkung der Aminosaure auf den Knochenstoffwechsel durch Erhéhung der
Stickstoffmonoxid-Synthese oder Steigerung der IGF 1-Produktion im Organismus

des Menschen zu verbessern.



6 Zusammenfassung

Einleitung: Aktuelle Forschungsergebnisse zeigen eine positive Wirkung des freien
Radikals Stickstoffmonoxid auf den Knochenstoffwechsel. Der Stickstoffmonoxid-
bestand des Organismus kann durch Gabe pharmakologischer NO-Donoren
erhoht werden. Erste Humanexperimente bestatigen einen positiven Einfluss einer
NO-Donoren-Applikation auf den Knochenstoffwechsel. Andererseits kann eine
orale Supplementation des Stickstoffmonoxid-Vorlaufers L-Arginin ebenfalls zu
einer Erhéhung der NO-Produktion fliihren und scheint zudem, im Gegensatz zu
den NO-Donoren, in Mengen bis 30 g frei von unerwunschten Wirkungen zu sein.
Zudem fuhrt eine orale Supplementation von L-Arginin zu einer signifikanten
Steigerung der IGF 1 Konzentration, was ebenfalls einen positiven Einfluss auf

den Knochenstoffwechsel austbt.

Ziel: In der vorliegenden Studie wurde daher die Auswirkung einer
sechsmonatigen Supplementation von 18 g L-Argininhydrochlorid auf den
Knochenstoffwechsel postmenopausaler gesunder Frauen in einer ambulant

durchgefuhrten Studie untersucht.

Methode: 30 gesunde postmenopausale Frauen, aufgeteilt auf zwei Gruppen a 15
Probandinnen, nahmen an der Untersuchung teil. Die Verumgruppe
(54,5 £ 4,1 Jahre, 66,3 £ 10,5 kg) erhielt Uber sechs Monate eine tagliche
Supplementation mit 18 g L-Argininhydrochlorid (14,8 g freies L-Arginin), die
Plazebogruppe (55,3 +4,4 Jahre, 64,2 +9,1kg) erhielt 18 g Dextrose. Um
exogene Einflussfaktoren auszuschliellen wurden die Probandinnen gebeten ihre
Essgewohnheiten und die sportliche Aktivitat wahrend des Studienzeitraumes
nicht zu verandern. Zur Uberpriifung wurden die Erndhrungsgewohnheiten und die
sportliche Aktivitat innerhalb des Studienzeitraumes dokumentiert. Zur Kontrolle
der L-Arginin-Einnahme wurde als ,Complience“-Parameter die Gesamtstickstoff-
exkretion zweier aufeinanderfolgender 24 Stunden-Urine zu Beginn sowie nach
zwei, vier und sechs Monaten bestimmt. Zur Analyse von IGF 1, den Knochen-

formationsmarkern PICP, bAP und Osteocalcin, dem Knochenresorptionsmarker
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CTX, sowie Parathormon und Serum-Calcium wurden ebenfalls zu Beginn der
Studie sowie nach zwei, vier und sechs Monaten Blutproben entnommen. Zudem
wurde zu Beginn und zum Ende der Supplementation sowie nach insgesamt
einem Jahr das trabekulare und kortikale Knochenkompartiment von Radius und
Tibia mittels peripherer quantitativer ~Computertomographie gemessen.

Desweiteren wurden Parameter zur Beurteilung der Muskelkraft erfasst.

Ergebnisse: Die Probandinnen anderten weder ihre Essgewohnheiten noch traten
Veranderungen der sportlichen Aktivitat Uber den Studienzeitraum auf. Wie
erwartet stieg die Gesamtstickstoff-Exkretion der Verumgruppe im Vergleich zur
Plazebogruppe signifikant an. Anhand der Biomarker des Knochenstoffwechsels
konnten in diesem Experiment keine Veranderungen durch die
L-Argininhydrochlorid-Supplementation beobachtet werden. Die Ergebnisse der
pQCT-Messung zeigten ausschlieRlich bei der Messung der Kortikalisdicke des
Radius eine supplementationsbedingte Erhohung in der Verumgruppe. Zudem
wurde keine Erhohung der IGF 1-Konzentration durch die L-Argininhydrochlorid-

Supplementation ermittelt.

Schlussfolgerung: Die Ergebnisse zeigen, dass eine Supplementation mit
L-Argininhydrochlorid nicht den einer NO-Donoren-Applikation vergleichbaren
Effekt auf den Knochenstoffwechsel postmenopausaler Frauen ausubt. Einzig die
Kortikalisdicke des Radius zeigte eine supplementationsbedingte Erhdhung in der
Verumgruppe. Da kein Anstieg der IGF 1-Konzentration aufgrund der
L-Argininhydrochlorid-Supplementation gemessen wurde, konnte zudem kein
IGF 1-vermittelter Effekt auf den Knochenstoffwechsel erfolgen. Daher sollten
mogliche Faktoren, die zu dieser reduzierten Wirkung gefuhrt haben konnten, in
Folgestudien untersucht werden um die Wirkung der Aminosaure auf den
Knochenstoffwechsel durch Erhéhung der Stickstoffmonoxid-Synthese oder durch

Steigerung der IGF 1-Produktion im Organismus des Menschen zu verbessern.
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8.1 Fragebogen zur Erfassung der NO-Donoreneinnahme bei Osteoporose-
Patientinnen

Hatten/Haben Sie Probleme mit dem Herzen? (Bitte antworten Sie mit Ja, auch

wenn die Erkrankung schon langere Zeit zurickliegt) Ja Nein
Nehmen/Nahmen Sie Herzmedikamente ein? Ja Nein

Befindet sich eines der im Folgenden genannten Medikamente darunter?

Nitroglycerin retard-ratiopharm Ja Nein
Nitrokapseln ratiopharm Ja Nein
Nitrolingual Ja Nein
Corangin Ja Nein
Elantan Ja Nein
IS-5-mono-ratiopharm Ja Nein
ISDN Stada retard Ja Nein
Ismo 20 retard Ja Nein
Isoket Ja Nein
Deponit Ja Nein
Nitroderm Ja Nein
Nitro-Pflaster-ratiopharm Ja Nein
Beta-isoket retard Ja Nein
Corvaton Ja Nein

Corangin Ja Nein
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Wie lange nehmen Sie schon die oben aufgefiihrten Medikamente? (bzw. falls die
Behandlung abgeschlossen ist: Wie lange nahmen Sie die Medikamente und

wann wurde die Behandlung abgeschlossen?)

Nehmen Sie noch andere Medikamente ein? (Bitte flhren Sie hier auch

Medikamente auf, die nicht aufgrund einer Herzerkrankung eingenommen wurden)
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8.2 Diatetischer Fragebogen

Ernahrungsplan

Name: Woche vom: bis zum: DLR

Geben Sie bitte in den untenstehenden Plan die Héufigkeit ein mit der Sie die aufgefiihrten Lebensmittel pro
Woche verzehren. Wenn Sie z.B. 3 mal in der Woche zum Friihstiick jeweils 2 Tassen Bohnenkaffee trinken
einfach 6. Fiir Lebensmittel die nicht in den Mahlzeiten enthalten sein sollten, versuchen Sie bitte dhnliche
Lebensmittel einzusetzen. Evtl. findet sich auch in einer anderen Mahlzeit das fehlende Lebensmittel.

Friihstiick
Anzahl Anzahl

Bohnenkaffee (1 Tasse 150 ml) Tee (1 Tasse 125 ml)
Zucker (5 g, 1 Wurfel) Kondensmilch (15 g)
Vollmilch, mind. 3,5% (1 Glas 150 ml), Kakao (150 ml Milch + 2 TL Kakaopulver = 2 g)
fettarme Milch, 1,5 % Fett (1 Glas 150 ml) Orangensaft (1 Glas 200 ml)
Vollkornbrot / Schwarzbrot (1 Scheibe, 50 g) Graubrot/Mischbrot (1 Scheibe, 45 g)
Toast/Weilbrot (1 Scheibe, 30 g) Knackebrot (1 Scheibe, 10 g)
Tagesbrétchen (1 Brotchen, 45 g) Zwieback (1 Scheibe, 10 g)
Croissant (1 Stuick) Mehrkornbrétchen (1 Brétchen, 60 g)
Margarine (20 g, ca. 1 EL) Butter (20 g, ca. 1 EL)
kalorienreduzierte Margarine (20 g, ca. 1 EL)
Honig ( 20 g, ca. 1 EL), Marmelade Wurstaufschnitt (30 g, 1 Scheibe)
NuR-Nougat-Creme (20 g, 1 EL) Hartwurst, Salami (30 g, 1 Scheibe)

Streichwurst, Teewurst (30 g, 1 EL)
Schnittkase (30 g,1 Scheibe) Frischkase (30 g, 1 EL)
Weichkase (z.B. Camembert) (30 g) Hittenkase (30 g, 1 EL)
Schmelzkase (30 g, 1 EL) Mozarella-Kase / Feta-Kase (150 g)
Quark (30 g, 1 EL) Frihstiicksei (1 Ei, 60 g)
Musli (50 g) Cornflakes (30 g) bei 1 EL=10g
Haferflocken (60 g) Trockenfrichte (25 g)
Niisse/Mandeln (10 g, 2 TL) Buchweizen (60 g)
Mittagessen

Anzahl Anzahl

Suppe

Rindfleisch (150 g)

Hammel / Lamm (125 g)

Schweinefleisch / Kassler (150 g)

Wild (150 g)

Gefligel (150 g)

Bratwurst (150 g)

Fleischkase (125 g)

W rstchen/Brihwurst/Mettwurst (115 g)

Leber (125 g)

Schellfisch, Scholle, Seehecht, Seezunge
Barsch, Hecht, Karpfen (150 g)

Kalbfleisch (150 g)

Forelle, Buckling, Aal (150 g)

Hering, Makrele (150 g)

Salzkartoffeln (200 g)

Reis (180 g)

Pommes frites / Kroketten (150 g)

Eiernudeln, Spatzle (125 g)

Kartoffelknodel / Semmelknddel (100g)

Kartoffelplree (200g)

Blattgemuse (z.B. Spinat) (150 g)

Blumenkohl / Broccoli (150 g)

Blattkohl (Wei3kohl, Rotkohl, Wirsing)(150 g)

Méohren, Paprika, Tomaten (150 g)

Knollengemiise (Sellerie, Kohlrabi) (150 g)

Griinkohl (150 g)

Hiilsenfriichte gegart (z.B.Erbsen) (150 g)

Lauch, Porree (100 g)

Blattsalat, Feldsalat (50 g)

Speisemais (150 g)

Fruchtgemise (z.B. Gurke, Zucchini) (150 g)

Linsen (150 g)

Rosenkohl (150 g)

Bratensosse (50 ml)

Champignons/Pilze (100 g)

Bohnen (150 g)

Bechamelsosse (200 ml)

Zubereitungsfett (20 g)

Oel (Olivenocel, Disteloel...)

Sahne / Creme fraiche (1 EL=15 ml)

Senf (1 TL)

Ketchup (1 EL)

Pudding (125 g)

Joghurt 3,5 % Fett ( 1 Becher, 150 g)

Obstsalat (125 g)

Eis (1 Kugel = 30 g)
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Name: Woche vom: bis zum:
Abendessen
Anzahl Anzahl
Vollkornbrot/Schwarzbrot (50 g, 1 Scheibe) Graubrot/Mischbrot (1 Scheibe, 45 g)
Toast/WeilRbrot (1 Scheibe, 30 g) Knéckebrot (1 Scheibe, 10 g)
Brotchen (1 Brotchern, 45 g) Zwieback (1 Scheibe, 15 g)
Mehrkornbrétchen (1 Brétchen, 60 g)
Butter (20 g, ca. 1 EL) Margarine (20 g, ca. 1 EL)
kalorienreduzierte Margarine (20 g, ca. 1 EL)
Honig (20 g, ca. 1 EL) Wurstaufschnitt (30 g, 1 Scheibe)
Marmelade (25 g) Hartwurst Salami (30 g)
Streichwurst (30 g, 1 EL) Weichkase (z.B. Camembert) (30 g)
Emmentaler, Gouda, Gruyere (30 g, 1 Scheibe) Frischkase (30 g)
Schmelzkase (30 g) Hittenkase (30 g)
Quark (30 g, 1 EL) Mozarella-Kase / Feta-Kase (30 g)
Hihnerei (60 g) Fischkonserve (150 g)
Zwischendurch
Anzahl Anzahl

Bohnenkaffee (1 Tasse 150 ml)

Apfel-,Orangen-,Multivitaminsaft (200 ml)

Schwarztee (125 ml)

Limonade/ Cola (200 ml)

Tee (Frichte, Pfefferminz 125 ml)

Malzbier (250 ml)

Kondensmilch (15 g)

alkoholfreies Bier (330 ml = halbe Flasche)

Zucker (1 Warfel, 5 g)

Tomaten-, Méhren-, Gemusesaft (150 ml)

Trinkmilch 3,5 % (1 Glas 150 ml)

Weilwein, Rotwein (130 ml)

Buttermilch (150 ml)

Schaumwein, Sekt (100 ml)

Dickmilch (150 ml)

Bier (250 ml = halbe Flasche)

Leitungswasser (200 ml)

Likére, Branntwein, Cognac (20 ml)

Mineralwasser (200 ml)

bitte geben Sie an, welches Mineralwasser Sie

TNKEN.....cci e

Apfel (Stk.=125 g), Birne (Stk.=140 g)

Feigen, getrocknet (25 g)

Banane (1 Stiick = 100 g)

Kirschen (120 g, ca. 20 Kirschen)

Orange, Mandarine, Zitrone (100 g)

Erdbeeren (250 g)

Pflaumen (125 g)

Ananas (125g) bei 1 EL=25¢g

Weintrauben (125 g)

Kiwis (Stk.= 45 g)

Mango (Stk.= 125 g)

Grapefruit (Stk.= 250 g)

Pfirsich, Aprikosen (Stk. = 115 g)

Rosinen (25 g) bei 1 EL=15g

Melone (Wasser-, Honigmelone) (1250 g)

Joghurt 1,5 % (150 g)

Joghurt mit/ohne Fruchtgeschmack(150 g)

Joghurt 3,5 % (150 g)

Quark mit/ohne Fruchtgeschmack (150 g)

Obstkuchen (150 g, 1 Stk.)

Kartoffelchips (25 g)

Torten (120 g, 1 Stk.)

Salzgeback (25 g)

Trockenkuchen (50 g)

Erdnusse (100 g)

Schokolade (20 g)

Cashewnuf} (60 g)

Weingummi, Gummibérchen (15 g)

Kleingeback, Kekse (50 g)

Lakritze (50 g)

Haselnuss, Walnuss, Paranuf} (60 g)

Eis (2 Kugeln = 75 g)

Mandel (60 g)

Bonbons 5g

[Sonnenblumenkerne (1 EL, 20 g)

|Sesam (1 EL, 20 g)

besondere Bemerkungen:
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8.3 Aktivitatsprotokoll
Proband:

Dauer und Art der sportlichen Aktivitit

Datum:

Wie oft haben Sie die folgenden sportlichen Aktivititen_in den letzten 2 Monaten ausgeiibt?

e Radfahren (auch Heimrad)

Dl (fast) jeden Tag

Gesamtzeit
Dz mehrmals pro Woche ==> pro Woche
D3 einmal pro Woche etwa:

, 1-3 mal pro Monat
4
([l 5 seltener oder nie

e  Gymnastik, Turnen, Aerobics, Tanzen, Yoga

Dl (fast) jeden Tag

Gesamtzeit
Dz mehrmals pro Woche == pro Woche
D3 einmal pro Woche etwa:

U, 1-3 mal pro Monat
4
Q 5 seltener oder nie

L]

Stunden

L

Stunden

e Ausdauersport (Schwimmen, Dauerlauf, Jogging, Rudern, Trimmen usw.)

Dl (fast) jeden Tag

Gesamtzeit
Dz mehrmals pro Woche == pro Woche
D3 einmal pro Woche etwa:

D4 1-3 mal pro Monat
a 5 seltener oder nie

e Kraftsport (Bodybuilding, Krafttraining, Gewichtheben usw.)

Dl (fast) jeden Tag

Gesamtzeit
Dz mehrmals pro Woche ==> pro Woche
D3 einmal pro Woche etwa:

U, 1-3 mal pro Monat
4
a 5 seltener oder nie

L

Stunden

L

Stunden

LU

Minuten

L]

Minuten

LU

Minuten

L]

Minuten



8 Anhang

111

Kampfsport (Karate, Judo, Tae Kwon Do, Aikido, Kendo, Kickboxen, Boxen usw.)

Dl (fast) jeden Tag

Dz mehrmals pro Woche

D3 einmal pro Woche

Q 4 1-3 mal pro Monat

u 5 seltener oder nie

2> pro Woche

Gesamtzeit |:| |:|

Stunden

HjN

Minuten
etwa:

Spielsport (FuB3ball, Volleyball, Tennis, Handball, Basketball, Squash, Federball usw.)

Q 1 (fast) jeden Tag

DZ mehrmals pro Woche
U, einmal pro Woche
3

D 4 1-3 mal pro Monat

D 5 seltener oder nie
Wandern, Spazierengehen

Q (fast) jeden Tag

1

O, mehrmals pro Woche
2

D3 einmal pro Woche

Q 4 1-3 mal pro Monat
D 5 seltener oder nie

>

Gesamtzeit |:| |:| |:| |:|
= pro Woche
Stunden Minuten
etwa:
Gesamtzeit |:| |:| |:| |:|
pro Woche
etwa: Stunden Minuten
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