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1 PROBLEMSTELLUNG UND ZIEL DER ARBEIT

Osteoporose ist eine Volkskrankheit der Industrienationen, welche durch
Knochensubstanzverlust und ein erhohtes Frakturrisiko charakterisiert ist. Bei der
Pathogenese spielen neben genetischen Faktoren Lebensweise, Umwelt- und
Erndhrungseinfliisse eine Rolle.

Eine fiir den Knochen optimierte Erndhrung kann dem Knochensubstanzverlust
priventiv entgegenwirken. Die Identifizierung von Nahrungsbestandteilen, welche die
Knochendichte positiv beeinflussen, ist daher eine relevante Frage fiir die klinisch
orientierte Forschung. Wihrend die Bedeutung des mit der Nahrung aufgenommenen
Calciums fiir den Knochenstoffwechsel hinldnglich bekannt ist, wird der Einfluss von
Nahrungslipiden noch nicht ausreichend verstanden.

Experimentelle Daten von Nagern, Hithnern und Schweinen deuten auf einen
forderlichen Effekt von in Fischol enthaltenen langkettigen ®3-Fettsduren auf die
Knochendichte hin. Ob vergleichbare Effekte auch beim Menschen existieren, wird bei
heterogener Studienlage wissenschaftlich kontrovers diskutiert.

Ziel dieser Arbeit ist es, zu analysieren, ob die Fettsdurezusammensetzung der
Plasmaphospholipide mit der Knochendichte und dem Knochenmineralgehalt bei
jungen gesunden Minnern korreliert. Eine schwedische Forschergruppe konnte an
einem Kollektiv gesunder Ménner im Alter von 16 und 22 Jahren zeigen, dass ein
Zusammenhang zwischen dem Anteil der 3-Fettsiure DHA in der
Plasmaphospholipidfraktion und der Knochendichte besteht (Hogstrom et al. 2007). Die
vorliegende Arbeit fiihrt eine Folgeuntersuchung dieser Probanden im Alter von 24 und
28 Jahren durch.

Dazu wurden die Anteile der einzelnen Fettsduren der Plasmaphospholipide per
Gaschromatographie  bestimmt und die Knochendichte mit Dual-Energy-
Rontgenabsorptiometrie gemessen. Pearson-Korrelationen wurden eingesetzt, um
lineare Zusammenhinge zwischen der Knochendichte und der

Fettsdurezusammensetzung zu erkennen.



2 EINLEITUNG

2.1 Lipide

2.1.1 Fettsduren

Fettsduren werden aus einer geraden Anzahl von Kohlenstoff-Atomen (C-Atomen) und
einer endstindigen Carboxylgruppe (-COOH) gebildet. Sie konnen je nach Linge der
Kohlenstoffkette nach dem gleichlangen Kohlenwasserstoff oder mit den
gebriduchlicheren Trivialnamen benannt werden (siehe S.3, Tab. 1).

Fettsduren mit vier bis sechs C-Atomen werden als kurzkettig, mit acht bis zwolf C-
Atomen als mittelkettig und ab 14 C-Atomen als langkettig bezeichnet. Ab 20 C-
Atomen spricht man von sehr langkettigen Fettsiduren (engl. very long chain fatty acids,
VCLA).

Die einzelnen CH,-Gruppen werden mit griechischen Kleinbuchstaben bezeichnet. Die
der Carboxylgruppe benachbarte CH,-Gruppe heifit a, die Methyl-Gruppe (-CH3z) am
Ende der Kette wird, unabhingig von der Kettenlédnge, immer mit o markiert.

Die C-Atome der Kohlenwasserstoffkette konnen durch eine Einfach- oder
Doppelbindung verbunden sein. Die Anzahl der in einer Fettsdure vorhandenen
Doppelbindungen bestimmt den Grad ihrer Sittigung, nach der die Sduren in vier
Hauptgruppen eingeteilt werden kénnen.

Fettsduren, die ausschlieflich Einfachbindungen enthalten, werden als gesittigt (engl.
saturated fatty acids, SAFA) bezeichnet. Besitzt die Fettsdure eine Doppel- (oder
ungesittigte) Bindung, gehort sie zu den einfach ungesittigten Fettsduren (engl.
monounsaturated fatty acids, MUFA). Bei mehreren Doppelbindungen spricht man von
mehrfach ungesittigten Fettsduren (engl. polyunsaturated fatty acids, PUFA). Diese
Gruppe ldsst sich in zwei Untergruppen einteilen, deren Namen sich von der Entfernung
der ersten Doppelbindung vom Methylende aus ableiten (Salari et al. 2008). Die ®3-
Fettsduren (engl. @3-polyunsaturated fatty acids, ®3-PUFA) haben an der dritten C-C-
Bindung vom Methylende aus gesehen eine Doppelbindung. Bei den w6-Fettsiuren
(engl. a6-polyunsaturated fatty acids, 06-PUFA) befindet sich die Doppelbindung

hinter dem sechsten C-Atom.



Sattigungsgruppe Trivialname Formel Abkiirzung
Palmitinsaure C16:0 -
Gesattigte Fettsauren Steari.nsé:l.ure c180 ]
(SAFA) Arachinsdure C20:0 -
Behensaure C22:.0 -
Lignocerinsaure C24:.0 -
d7-Hexadecensaure C16:1n-9 d-7-HDA
Einfach ungesattigte Palmitdlsaure C16:1n-7 -
Fettsauren Olsaure C18:1n-9 -
(MUFA) Vaccinsaure C18:1n-7 -
Nervonsaure C24:1n-9 -
Linolsdure C18:2n-6 LA
Mehrfach ungeséttigte y-Linolenséure C18:3n-6 GLA
6-Fettsduren Eicosadiensaure C20:2n-6 EDA
(@6-PUFA) Dihomogammalinolenséure | C20:3n-6 DGLA
Arachidonsaure C20:4n-6 AA
o-Linolensaure C18:3n-3 ALA
Mehrfach ungesattigte Eicosatetraensaure C20:4n-3 ETEA
3-Fettsauren Eicosapentaenséure C20:5n-3 EPA
(w3-PUFA) Docosapentaensaure C22:5n-3 DPA
Docosahexaenséure C22:6n-3 DHA

Tab. 1 Ubersicht {iber die Fettsauregruppen SAFA, MUFA, ®6-PUFA und ®3-PUFA und der
einzelnen, in dieser Arbeit gemessenen Fettsauren. Trivialnamen, chemische Summenformeln
und Abkirzungen der Fettsauren.

Fettsduren konnen auch mit einer Kurzform ihrer chemischen Formel bezeichnet
werden. Die Wasserstoffatome werden dabei auBler Acht gelassen. C und die folgende
Zahl bezeichnen die Kettenlidnge, nach einem Doppelpunkt folgt die Anzahl der

113

Doppelbindungen. Der Ausdruck ,,n-x* bezeichnet die Lokalisation der ersten
Doppelbindung vom Methylende aus gesehen.

Docosahexaensédure (engl. docosahexanoic acid, DHA) zum Beispiel hat die Formel
C22:6n-3. Thre Kettenlinge betrigt 22 C-Atome. In der Kette sind sechs

Doppelbindungen, die erste vom Methylende aus befindet sich an Stelle drei. DHA
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gehort also zu der Gruppe der sehr langkettigen, mehrfach ungesittigten ®3-Fettsduren.
Linge und Sittigungsgrad der Fettsduren bestimmen ihre physikalischen Eigenschaften:
Je kiirzer und ungesiittigter eine Fettsdure ist, desto niedriger ist ihr Schmelzpunkt. Die
physiologische Funktion der Fettsdure ist ebenfalls von ihrer Linge und Sittigung
abhingig. Wihrend beispielsweise die w6-Fettsdure Arachidonsédure (engl. Arachidonic
acid, AA) ein Vorldufer des Entziindungsmediators Prostaglandin E2 ist (Calder 2009),
werden langkettige SAFA vor allem zur Energieerzeugung durch B(-Oxidation
verwendet. Ungesittigte Fettsduren allgemein sind Bestandteile von Phospholipiden

(PL) in Membranen und beeinflussen deren Fluiditit und Funktionalitt.

2.1.1.1 Aufnahme von Fettsduren mit der Nahrung

Die mit der Nahrung aufgenommenen Fettsduren bestimmen die Zusammensetzung der
Fettsduren in den Geweben des Organismus entscheidend mit.

Den grofiten Teil der Nahrungsfette bilden auf dem Speiseplan der Industrienationen die
SAFA und MUFA. Gesittigte Fette machen etwa 42%, einfach ungesiittigte Fettsduren
35% aus. ®3- und 6-PUFA dagegen stellen zusammen nur etwa 15-16% des
verzehrten Fetts (Ma et al. 1995; Meyer et al. 2003).

Gesiittigte Fettsduren sind vor allem in Speisefett, zum Beispiel Butter und
Kokosnussol, Fleisch, Milch und Kise enthalten (Meyer et al. 2003; Saxholt 2008).
Einen hohen SAFA-Gehalt haben auch Gebick und Fast Food, z.B. Hamburger und
Milchshakes ("USDA National Nutrient Database for Standard Reference" 2009).
Einfach ungesiittigte Fettsduren finden sich in hohen Mengen in Oliven- und Rapsdl.
Konsum von Milch, Milchprodukten und Getreideprodukten trigt auBerdem zur
MUFA-Aufnahme bei (Meyer et al. 2003; Saxholt 2008; "USDA National Nutrient
Database for Standard Reference" 2009).

6-PUFA sind in Speisedl, Getreide und Fleisch enthalten (Meyer et al. 2003). ®3-
PUFA sind vor allem in Fisch und Fischol vorhanden (Salari et al. 2008), kommen in
geringeren Mengen aber auch in Fleisch vor (Meyer et al. 2003; Howe et al. 2006). Zur
Aufnahme der einzelnen ®3-Fettsduren tragen verschiedene Nahrungsmittel zu sehr
ungleichen Teilen bei. Mit getreidehaltigen Produkten und Fleisch wird jeweils
annihernd 40% der verzehrten a-Linolensdure aufgenommen, wihrend nur 16% der

Nahrungs-DHA aus diesen Nahrungsmitteln stammt. 73% DHA wird mit Fischen und
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Fischprodukten konsumiert, die wiederum nur 3,5% zur insgesamten ALA-Aufnahme
beitragen (Meyer et al. 2003). Damit sind Fischprodukte die Hauptquelle fiir DHA in
der Nahrung.

2.1.1.2 Biosynthese von Fettsduren

Gesiittigte und einfach ungesittigte Fettsduren konnen endogen von dem Enzym
Fettsduresynthase aus Acetyl-CoEnzym A synthetisiert werden. Fettsduren endogener
und exogener Herkunft konnen dann durch Elongasen verlidngert und durch Desaturasen
entsittigt werden. Durch B-Oxidation kann das Kohlenstoffgeriist verkiirzt werden

(siehe S.5, Tab. 2).

. . 16:1n-9
16_' 1“'? € 109 Desaturase 160 . d7-
Palmitdlsaure Palmitinsaure Hexadecensiure
\1, EIongase \1, EIonsgase 4\ A-Oxidation
18:1n-7 18:0 A9 Desaturase 9 1.8:1 n-9
Vaccinsaure Stearinsaure Olsaure
Elongase Elongase
\l’ 1u3l \l’ 1u.3
20:0 20:1n-9
Arachinsaure Eicosaensaure
Elongase Elongase
\l’ 1u3l \l’ 1u.3
22:0 22:1n-9
Behensaure Erucasaure
Elongase Elongase
\l’ 1u3l \l’ 1u.3
24:0 24:1n-9
Lignocerinsaure Nervonséaure

Tab. 2 Syntheseweg der gesattigten und einfach ungeséttigten Fettsauren. Verandert nach Dr.
Ludger Scheja, Institut fir Biochemie und Molekularbiologie II, Uniklinikum Eppendorf, Hamburg.

a-Linolensédure (engl.: orlinolenic acid, ALLA) und Linolsdure (engl. linoleic acid, LA),
die Vorldufer der langkettigen ®3- und w6-Fettsduren, sind essentiell. Sie konnen vom

Menschen nicht synthetisiert werden sondern miissen mit der Nahrung zugefiihrt
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werden. Allerdings konnen ALA und LA in andere langkettige @3- bzw. w6-PUFA
umgewandelt werden (siehe S.6, Tab. 3 und S.6, Tab. 4).

18:3n-3
o-Linolensaure

A6 Desaturase 9

18:4n-3
Stearidosauren

‘l’ Elongase 5

20:4n-3
Eicosatetraen-
saure

24:6n-3

‘l’ R-Oxidation

22 :6n-3
Docosahexaen-
saure

A5 Desaturase 9

é A6 Desaturase

20:5n-3
Eicosapentaen-
saure

\J/ Elongase
2u.5

22:5n-3
Docosapentaen-
saure

\J/ Elongase
2u.5

24:5n-3

Tab. 3 Syntheseweg der w3-Fettsduren ausgehend von der essentiellen Fettséure o-
Linolenséure. Zwischenprodukte der DHA-Synthese: schrdg gedruckt. Verandert nach Dr. Ludger
Scheja, Institut fiir Biochemie und Molekularbiologie II, Uniklinikum Eppendorf, Hamburg.

18:2n-6
Linolsaure

\J/ Elongase
5

20 :2n-6
Eicosadien-
saure

A6 Desaturase 9

18:3n-6
y-Linolensaure

\J/ Elongase
5

20:3n-6
Dihomogamma
-linolensaure

A5 Desaturase 9

20:4n-6
Arachidonsaure

Tab. 4 Syntheseweg der w6-Fettsauren ausgehend von der essentiellen Fettsdure Linolsaure.
Verandert nach Dr. Ludger Scheja, Institut fir Biochemie und Molekularbiologie Il, Uniklinikum
Eppendorf, Hamburg.




Studien mit Isotopen-Tracern haben gezeigt, dass der menschliche Korper aus mit der
Nahrung aufgenommener ALA die langkettigen w3-PUFA Eicosapentaensiure (engl.
eicosapentanoic acid, EPA), Docosapentaensiure (engl. docosapentanoic acid, DPA)
und DHA synthetisieren kann (siehe S.6, Tab. 3, (Pawlosky et al. 2001; Burdge et al.
2002; Burdge and Wootton 2002; Goyens et al. 2005)). Quantitativ hat die Synthese von
langkettigen w3-PUFA aus ALA gegeniiber der Aufnahme mit der Nahrung jedoch
praktisch keine Bedeutung: Nur 0,2% - 7% der Nahrungs-ALA wird zu EPA
synthetisiert und damit in den ®w3-Pfad eingeschleust (Pawlosky et al. 2001; Goyens et
al. 2005). Unter 1% der verzehrten ALA wird letztendlich zu DHA umgewandelt
(Burdge et al. 2002; Goyens et al. 2005).

Am Beginn des m6-Syntheseweges steht die essentielle w6-Fettsdure Linolsdure, aus
der die langkettigen w6-Fettsduren Eicosadiensdure (engl. eicosadienoic acid, EDA),
Dihomogammalinolensidure (engl. dihomogammalinoleic acid, DGLA) und
Arachidonsiure (engl. arachidonic acid, AA) synthetisiert werden kdnnen (siehe S.6,
Tab. 4, (Goyens et al. 2005; Hussein et al. 2005; Arterburn 2006; Salari et al. 2008;
Rousseau et al. 2009)).

2.1.2 Phospholipide

Bei den Phospholipiden (PL) ist der Alkohol Glycerin mit zwei Fettsduren verestert. Die
Hydroxylgruppe ist mit Phosphorsidure besetzt, die mit einer von vier moglichen
Alkoholgruppen verestert ist: Cholin, Ethanolamin, Serin oder Inositol. Da die polaren
Reste der Phospholipide hydrophil, die Fettsiureketten dagegen hydrophob sind,
gehoren sie zu den amphiphilen Lipiden. Sie ordnen sich an Ol-Wasser-Grenzschichten
mit dem hydrophilen Anteil zum Wasser, mit dem hydrophoben zum Ol. Aus diesem
Grund sind die Phospholipide der Hauptbestandteil von Membranen: Es entsteht eine
Doppelschicht, in der die lipophilen Anteile einander zugewandt sind, wihrend die

hydrophilen Anteile das AuBere der Membran bilden.

2.1.2.1 Fettsdurekomposition der Phospholipide

Mit der Nahrung aufgenommene Fettsduren bestimmen die Zusammensetzung der

Fettsdureanteile in den Phospholipiden entscheidend (Ma et al. 1995; Nikkari et al.



1995; Saadatian-Elahi et al. 2009). Die in den PL messbaren Fettsdureanteile geben
Aufschluss iiber mittelfristige Ernidhrungsgewohnheiten im Rahmen von mehreren
Tagen bis Wochen (Lovegrove et al. 1997; Mantzioris et al. 2000).

Vor allem der Verzehr von langkettigen mehrfach ungesittigten Fettsduren wird gut
abgebildet. Das liegt einerseits daran, dass PUFA in den Phospholipiden angereichert
werden (Nikkari et al. 1995; Fekete et al. 2009). Andererseits sind vor allem die ®3-
Fettsduren und unter ihnen besonders DHA stark nahrungsabhiéngig. Nach der Gabe von
ALA steigen zwar die Anteile von EPA und DPA in den Plasmaphospholipiden, eine
Erhohung des DHA-Anteils kann durch Gabe von ALA aber nicht herbeigefiihrt werden
(Brenna et al. 2009). Wird DHA jedoch mit der Nahrung zugefiihrt, ist eine deutliche
Erhohung des DHA-Anteils in den Serumlipiden beobachtbar (Brenna et al. 2009).

Fiir den SAFA- und MUFA-Konsum zeigen die Fettsduren in den PL ein ungenaueres
Bild, da diese Sduren stark metabolisiert und de novo synthetisiert werden (Ma et al.
1995; Nikkari et al. 1995). Wihrend zwischen verzehrten SAFA und den SAFA in den
Phospholipiden eine schwache positive Korrelation besteht, korrelieren aufgenommene
MUFA iiberraschenderweise nicht oder nur sehr schwach mit den MUFA in den
Phospholipiden (Ma et al. 1995; Nikkari et al. 1995). Statt dessen besteht eine positive
Korrelation mit den verzehrten SAFA. Dies weist darauf hin, dass die MUFA in den PL
endogen aus Nahrungs-SAFA synthetisiert werden.

Zusitzlich beeinflussen eine Reihe von nahrungsbedingten und nahrungsunabhingigen
Faktoren die Fettsdurekomposition der Phospholipide.

So wird die Fettsdurezusammensetzung der Phospholipide durch die Gesamtmenge des
aufgenommenen Fettes bestimmt. Weniger Fett in der Nahrung lédsst die Anteile der m3-
Fettsduren in den Phospholipiden steigen und die Anteile der m6-PUFA sinken (Raatz et
al. 2001).

Dariiber hinaus konnen einzelne ®3- und ®6-Fettsduren in der Nahrung die Regulation
der Biosynthese der PUFA veridndern. Die ®w6- und ®w3-PUFA konkurrieren um das
Schliisselenzym A6-Desaturase (siehe S.6, Tab. 3 und S.6, Tab. 4, (Brenner 1974)). Die
Desaturierung von Nahrungsfettsduren sowohl zu langkettigen ®3- als auch ®6-
Fettsduren wird durch Zufuhr von DHA vermindert (Garg et al. 1988; Emken et al.
1999). Und das Schliisselenzym A6-Desaturase wird auch durch Hormone, zum

Beispiel Corticosteroide, blockiert (Das 2002).



Ostrogen fiihrt bei Frauen zu einem im Vergleich mit Minnern hsherem DHA-Spiegel
in den Phospholipiden (Giltay et al. 2004) und bewirkt eine messbare Umwandlung von
ALA zu DHA (Burdge and Wootton 2002), die bei Minnern nicht nachgewiesen
werden konnte (Burdge et al. 2002).

Geschlechtsunabhiéingige Faktoren sind Alkoholkonsum und Rauchen. Alkoholkonsum
korrelierte in einer Studie mit erhdhten Palmitinsdureanteilen und niedrigeren
Stearinsdureanteilen in den Plasmaphospholipiden (Saadatian-Elahi et al. 2009).
Raucher hatten eine erhohte w3-Bioverfiigbarkeit und eine erhohte Syntheserate von
langkettigen w3-Fettsiduren als Nichtraucher. Damit wurde wahrscheinlich die durch das
Rauchen bedingte Oxidation von Lipiden ausgeglichen (Pawlosky et al. 2007).

Die Fettsdureanteile in den Phospholipiden spiegeln daher einerseits die mit der
Nahrung aufgenommenen Fettsduren wieder, besonders gut im Falle der PUFA.
Andererseits konnen diverse Einfliisse die Anteile einzelner Fettsduren und

Fettsduregruppen in den PL verindern.

2.1.3 Lipidstoffwechsel und Lipoproteine

Triglyceride (TG), bei denen der dreiwertige Alkohol Glycerin mit drei Fettsduren
verestert ist, stellen einen grofen Teil der Nahrungslipide dar. Auch Phospholipide,
Cholesterin und weitere Lipide werden mit der Nahrung aufgenommen. Nachdem die
Lipide im Lumen des Darms zunéchst durch Magen- und Pankreaslipase gespalten und
folgend durch Gallensduren emulgiert worden sind, werden sie iiber die Darmwand
resorbiert. Mittelkettige Fettsduren brauchen zur Resorption keine Gallensduren und
gelangen iiber die Vena portae direkt zur Leber. Die ldngerkettigen Fettsiduren sind fiir
ihren Transport in der Blutbahn auf Lipoproteine angewiesen.

Die Lipoproteine werden nach einer gingigen Klassifikation nach ihrer Dichte benannt:
Die geringste Dichte haben die triglyceridreichen Chylomikronen, gefolgt von den
ebenfalls TG-reichen very low density lipoproteins (VLDL), den low density
lipoproteins (LDL), die TG-arm sind, und den intermediate density lipoproteins (IDL).
Die hochste Dichte zeigen die high density lipoproteins (HDL).

Die Hiille der Lipoproteine wird von einer einfachen Schicht aus Phospholipiden und
Cholesterin gebildet. Im Inneren werden TG, Cholesterinester und freie Fettsduren
transportiert. Die Funktion der Lipoproteine wird durch die Apoproteine in ihrer Hiille

vermittelt.



Die mit den Apoproteinen der A- und C- Gruppe sowie Apo B48 ausgestatteten
Chylomikronen werden in der Darmmukosa aus Nahrungslipiden synthetisiert und dann
ins Blut und die Lymphe abgegeben. Apo CII vermittelt die Abgabe von Fettsiduren aus
den TG-reichen Chylomikronen an extrahepatische Gewebe. Zudem werden
Apoproteine und Cholesterin an HDL-Vorstufen abgegeben. Die Reste der
Chylomikronen, auch als remnant bezeichnet, werden in der Leber abgebaut.

Die Leber synthetisiert auch VLDL, die mit den Apoproteinen der C-Gruppe sowie Apo
B100 und Apo E markiert sind, und sezerniert sie in die Blutbahn. In der Peripherie
werden Fettsduren aus den transportierten TG abgespalten und ans Gewebe abgegeben.
VLDL wird zu IDL (engl. intermediate density lipoprotein) abgebaut, das in der Leber
zu LDL umgebaut wird.

LDL ist das cholesterinreichste Lipoprotein. Uber das Apoprotein B100 bindet LDL am
LDL-Rezeptor der Zellen und gibt dabei nicht nur exogenes Cholesterin an die Zellen
ab, sondern reguliert auch ihre endogene Cholesterinsynthese. Die HDL sind fiir den
reversen Transport des Cholesterins verantwortlich. Sie besitzen die Apoproteine der A-
und C-Gruppe und Apo E. HDL nehmen aus Membranen und von Chylomikronen
Cholesterin auf und transportieren es zur Leber, die das Cholesterin in Gallensduren
einbaut und iiber den Darm ausscheidet.

Die in dieser Arbeit gemessenen Fettsduren der Phospholipide stammen aus den

Membranen der aus dem Plasma extrahierten Lipoproteine.

2.2 Knochengewebe

Knochengewebe erfiillt im Korper eine Stiitzfunktion und schafft die mechanischen
Vorraussetzungen fiir die Fortbewegung. Uberdies hat es auch eine metabolische
Funktion. Es spielt eine wichtige Rolle in der Calciumhomdostase und enthélt 99% des
im Korper vorhandenen Calciums. Auflerdem dient der Knochen als Phosphatdepot. Im

Knochenmark findet die Blutbildung statt.

2.2.1 Kortikales und trabekulidres Knochengewebe

Histologisch unterscheidet man zwei Arten von Knochen. Der kortikale Knochen
zeichnet sich durch eine kompakte Knochenmasse aus und bildet den Schaft der

Rohrenknochen und die Platten der flachen Knochen. Trabekuldrer Knochen in den
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Enden der Rohrenknochen und dem Inneren der flachen Knochen ist locker formiert.
Streben (Trabekel) und Balken bilden eine dreidimensionale Struktur, die sich entlang
der mechanischen Kraftlinien des Skeletts ausrichtet. Die dufBlere (Periosteum) und
innere Knochenhaut (Endosteum) enthalten Zellen, die fiir den Auf-, Ab- und Umbau

des Knochens zusténdig sind (Datta et al. 2008).

2.2.2 Osteoblasten und Osteoklasten

Die Extrazellularmatrix des Knochens wird von Osteoblasten produziert. Osteoblasten
differenzieren sich aus mesenchymalen Vorlduferzellen. Aktive Osteoblasten befinden
sich bei Kindern in den Wachstumsfugen und fithren durch Bildung von Osteoid, einer
zundchst nicht mineralisierten Extrazellularmatrix, zum Wachstum. Bei Erwachsenden
sind die Osteoblasten an dem kontinuierlich stattfindenden Umbau des Knochens
beteiligt und bilden unter anderem Knochensubstanz an mechanisch beanspruchten
Stellen.

Osteoid besteht zu groBen Teilen aus Kollagen Typ I. Eingebettete Glycoproteine
besitzen Bindungsstellen fiir Calciumphosphate, die in Form von Hydroxylapatit in die
organische Substanz eingelagert werden und zu ihrer Verkalkung fithren. Zusammen
mit Wasser stellt Hydroxylapaptit 80% der Knochensubstanz, nur 20% ist organisches
Material (Datta et al. 2008). Die verkalkte Matrix schlieft im Verlauf der
Knochenbildung die Osteoblasten ein, von denen einige weiter zu Osteozyten
differenzieren. Diese bleiben durch Zellfortsidtze miteinander in Kontakt. Vermutlich
reagieren Osteozyten auf mechanische Belastung des Knochens und regen den Umbau
des Skeletts an (Datta et al. 2008; Blackwell et al. 2010).

Osteoblasten konnen auBerdem die Aktivitit und Reifung von Osteoklasten sowohl
stimulieren als auch hemmen. Osteoklasten, die von den Makrophagen abstammen, sind
als einziger Zelltyp des Korpers in der Lage, Knochensubstanz abzubauen. Sie kénnen
sich fest an den Knochen heften und sogenannte Howship-Lakunen bilden. In diese
Lakunen sezernieren sie Wasserstoffionen und lysosomale Proteasen, die zum Abbau
sowohl der anorganischen als auch organischen Anteile des Knochens fiihren (Datta et
al. 2008). Die Osteoklastogenese wird durch RANK-L (engl. receptor activator of NF-
kB ligand) stimuliert (Raggatt and Partridge 2010). RANK-L wird unter anderem von
Osteoblasten gebildet, denen somit eine wichtige regulierende Funktion im

Reifungsprozess der Osteoklasten zukommt. Auf die Differenzierung der Osteoklasten
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wirken auflerdem para- und endokrine Faktoren, z.B. Parathormon (PTH), Vitamin D3,
die Sexualhormone und Interleukine ("Prevention and management of osteoporosis”
2003). Der reife Osteoklast entsteht durch die Verschmelzung mehrerer Vorlduferzellen
und ist somit multinukledr.

Die Balance zwischen der Aktivitit von Osteoblasten und Osteoklasten entscheidet

dariiber, ob die Knochenmasse erhalten bleibt oder ein Knochensubstanzverlust eintritt.

2.2.3 Modelling und Remodelling

Das Skelett befindet sich lebenslang in einem sténdigen Umbau, bei dem Modelling und
Remodelling unterschieden werden konnen.

Modelling wird der Prozess genannt, der fiir das Wachstum und die Form der Knochen
sowie die Anpassung an mechanische Beanspruchung verantwortlich ist. Osteoblasten
und Osteoklasten agieren unabhingig voneinander, so dass beim Modelling die
Neubildung von Knochen nicht an eine vorherige Resorption von Knochen gekoppelt
ist. Vielmehr reagieren die Osteoblasten auf eine mechanische Belastung mit
Anlagerung von Knochensubstanz an den entsprechenden Stellen des Skeletts. Bei
Immobilitit dagegen fiihrt eine erhohte Aktivitit der Osteoklasten zu
Knochensubstanzverlust ("Prevention and management of osteoporosis" 2003; Brandi
2009).

Als Remodelling bezeichnet man den Umbau von bereits gebildetem Knochen: An
geschidigten Zonen des Knochens wird zunichst durch Osteoklasten Knochenmasse
aufgelost und danach von Osteoblasten neuer Knochen gebildet (Raggatt and Partridge
2010). Dazu bedarf es einer komplizierten Interaktion zwischen den beteiligten Zellen.
In diesem Prozess wird pro Jahr etwa 10% des erwachsenen Skeletts erneuert

("Prevention and management of osteoporosis" 2003; Brandi 2009).
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2.2.4 Parakrine Regulation des Knochenstoffwechsels

Das Zusammenwirken der Zellen im Knochen wird durch eine Vielzahl von im
Knochen synthetisierten Zytokinen beeinflusst. Die meisten Zytokine wirken durch eine
Modulation der Interaktion zwischen Osteoblasten und —klasten.

Pro-inflammatorische Zytokine wie beispielsweise Interleukin-1 (IL-1), TNFa (engl.
tumor necrosis factor o) und Interleukin-6 (IL-6) stimulieren die Osteoklastogenese und
die Aktivitat der Osteoklasten und fiithren so zum Abbau von Knochen (Datta et al.
2008).

Arachidonsiure, ein Bestandteil von Membranphospholipiden, ist der Vorldufer des
Zytokins Prostaglandin E2 (PGE2), dem eine zentrale Rolle im Knochenstoffwechsel
zukommt. Mit Hilfe des Enzyms Cyclooxygenase (COX) wird aus Arachidonsiure
PGE2 gebildet. PGE2 kommt im Knochen in groBen Mengen vor. Uber auto- und
parakrine Mechanismen kann es sowohl den Abbau als auch den Aufbau von Knochen
stimulieren. Die katabolen Effekte von PGE2 werden zum einen durch die Stimulation
von Knochenabbau fordernden Substanzen (u.a. Interleukine, TNFa, Parathormon)
erreicht, zum anderen vermittelt PGE2 in Osteoblasten eine vermehrte Expression des
die Osteoklastogenese stimulierenden RANK-L (Kanematsu et al. 2000). Bei
entziindlichen Erkrankungen konnen hohe Spiegel proinflammatorischer Zytokine zu
einer Erhohung der Cyclooxygenase fiihren, die iiber PGE2 zu Knochensubstanzverlust
fiihrt.

Andererseits kann PGE2 auch anabol auf den Knochen wirken. In vivo und in vitro
konnten aktivierende Effekte von PGE2 auf die Osteoblastendifferenzierung beobachtet
werden. In einer Humanstudie fiihrte die Einnahme von COX-2-Inhibitoren, die die
Prostaglandinproduktion senken, zu einer niedrigeren Knochendichte bei Minnern
(Richards et al. 2006). Eine Erkldrung dafiir konnte die Beteiligung von PGE2 an der
Mechanotransduktion sein, bei der Osteozyten als Reaktion auf mechanische Belastung
die Knochenbildung anregen (Blackwell et al. 2010). Fillt diese anabole Funktion von
PGE2 weg, kommt es demnach zu einer niedrigeren Knochendichte.

Unklar ist bislang, in welcher Situation der katabole bzw. anabole Effekt von PGE2
tiberwiegt. Zum Beispiel scheint PGE2 bei intermittierender Ausschiittung eher die
Formation von Knochensubstanz anzuregen wéhrend kontinuierlich hohe Spiegel zur

Resorption fithren (Blackwell et al. 2010).
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Die Osteoblasten und Osteoklasten, die durch ihre Aktivitit eine Verminderung oder
Vermehrung von Knochenmasse bewirken konnen, werden also entscheidend durch im

Knochen ausgeschiittete Zytokine beeinflusst.

2.2.5 Endokrine Regulation des Knochenstoffwechsels

Die wichtigsten Hormone mit Einfluss auf den Knochenstoffwechsel sind Vitamin D,
Parathormon, Calcitonin, Glukocorticoide und Sexualhormone.

Bei einem Mangel an Vitamin D kommt es durch die Stérung der Mineralisierung des
Knochens zum Krankheitsbild der Rachitis bei Kindern bzw. der Osteomalazie bei
Erwachsenen. Vitamin D3 kann mit der Nahrung, vor allem Fisch, aufgenommen
werden und in kleinen Mengen unter Einwirkung der Sonne auf die Haut endogen
synthetisiert werden. In seiner aktivierten Form, dem 1,25-(OH),D; (kurz: Vitamin D3),
steigert das Vitamin die Resorption von Calcium im Darm und die Riickresorption von
Calcium in der Niere. Befindet sich ausreichend Calcium im Blut, kann es von den
Osteoblasten zur Mineralisierung verwendet werden. In diesem Sinne wirkt Vitamin D3
anabol auf den Knochen. Andererseits kann Vitamin D3 bei einem Mangel an Calcium
dieses aus dem Knochen mobilisieren und trigt so zu einer Aufrechterhaltung der
Calciumkonzentration im Blut bei (Holick 2007; DeLLuca 2008).

Sinkt die Konzentration des Minerals im Blut, reagieren die Nebenschilddriisen mit der
Sekretion von Parathormon (PTH). PTH erhoht den Calciumspiegel im Blut iiber die
Aktivierung des Knochenabbaus durch Osteoklasten und iiber vermehrte
Riickresorption von Calcium in der Niere. Dariiber hinaus reguliert PTH einen
Syntheseschritt im Vitamin D-Metabolismus und ist ein wirkungsvoller Stimulant der
Cyclooxygenase-2 und der Prostaglandinproduktion (Blackwell et al. 2010). PTH kann,
wird es intermittierend zugefiihrt, ebenso wie PGE2 anabole Effekte auf den Knochen
haben, obwohl es hauptséchlich als Knochenabbau férderndes Hormon gesehen wird
(de Paula and Rosen 2010).

Steigt der Calciumspiegel an, wird weniger PTH ausgeschiittet und das in den C-Zellen
gebildete Calcitonin fiihrt iiber die Hemmung von Osteoklasten zu vermehrtem Einbau
von Calcium in den Knochen und so zu einer Senkung des Blutspiegels (de Paula and
Rosen 2010).

Fiir den Erhalt der Knochendichte sorgen auch die Sexualhormone. Sie hemmen unter

anderem die Produktion von Zytokinen wie TNFa und IL-1 und IL6 und bremsen so
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den Knochenabbau ("Prevention and management of osteoporosis" 2003; Frenkel et al.
2010). Die Verminderung des Ostrogens nach der Menopause ist deshalb ein Faktor fiir
die Entwicklung von Osteoporose bei Frauen. Als Risikofaktor dieser Erkrankung gilt
auch die hochdosierte Einnahme von Glukocorticoiden, denn das Stresshormon Cortisol
fiihrt zu einem Knochendichteverlust (Canalis and Delany 2002; Lodish et al. 2010).

Die Kontrolle der Osteoblasten und Osteoklasten ist somit stufenartig aufgebaut:
Wihrend Zytokine direkt auf diese Zellen wirken, entfalten Hormone vor allem durch

die Beeinflussung der Zytokine ihre Wirkung auf den Knochen.

2.2.6 Knochendichte und Knochenmineralgehalt

Der Mineralgehalt, also das Hydroxylapatit des Knochens (engl. bone mineral content,
BMC, [g]) wird mit Dual-Energy-Rontgenabsorptiometern (engl. dual-x-ray-
absorptiometer, DXA) gemessen. Vereinfachend ausgedriickt steigt mit dem
Mineralgehalt die Abschwichung der eingesetzten Rontgenstrahlen. Um die Messung
fiir tibergelagerte Weichteile zu korrigieren, wird ein Doppelstrahl bendtigt (Adams
2008). Mit Hilfe einer computergestiitzen Ausmessung der Knochenfliche (engl. bone
area, BA, [cm?]) kann dann aus dem BMC und der BA die areale Knochendichte (engl.

bone mineral density, BMD, [g/cm?]) errechnet werden:

BMC [g] / BA [cm?] = BMD [g/cm?]

Knochendensitometrie mit DXA ist kostengiinstig, schnell durchfiihrbar und hat eine
gute Vorhersagekraft fiir das Frakturrisiko eines Patienten. Die DXA-Messung gehort
deshalb zur Standarddiagnostik der Osteoporose (Blake and Fogelman 2010).

Obgleich von Knochendichte gesprochen wird, handelt es sich im physikalischen Sinn
nicht um eine Dichte, denn diese miisste in Kubikzentimetern angegeben werden. Die
BMD aber driickt die Masse an Hydroxylapatit pro Quadratzentimeter Knochen aus und
ist somit ein zweidimensionaler Wert fiir eine in der Realitét dreidimensionale Struktur.
So konnen beispielsweise Frakturen oder Osteophyten zu falsch hohen
Knochendichtewerten fiihren. Auch die Groe der Knochen beeinflusst den Messwert.
Kurze Knochen und Knochen mit geringem Volumen haben niedrigere
Knochendichtewerte (Adams 2008; Blake and Fogelman 2010). Dies muss bei der

Auswertung der Messwerte beriicksichtigt werden.
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Bei der Messung der BMD wird auflerdem nicht zwischen dem dichteren kortikalem
und dem locker konstituierten trabekuldrem Knochen unterschieden. Da die Anteile von
kortikalem bzw. trabekulirem Knochen je nach Skelettort variieren, hat das Skelett
einer Person unterschiedliche Knochendichtewerte (Adams 2008).

DXA-Messungen sind auBerdem stark vom Untersucher abhingig. Die beste
Reproduzierbarkeit wird durch den FEinsatz ein und desselben, gut ausgebildeten
Untersuchers erreicht. Der Grad der Reproduzierbarkeit wird durch den Prizisionsfehler
ausgedriickt und bezeichnet die Streubreite der Messwerte. Er liegt fiir die Hiifte und die
LWS bei etwa 1-2% und fiir den Schenkelhals bei 2,5% (Adams 2008; Blake and
Fogelman 2010). Eine weitere Einschrénkung ist der Fakt, dass mit DXA nur zwischen
Knochengewebe und restlichem Gewebe unterschieden werden kann. Die
unterschiedliche Zusammensetzung der Weichteile, die den Knochen {iiberlagern, wird
nicht beriicksichtigt. Auch dies beeinflusst die Messwerte. Besonders ausgeprigt ist
dieser Effekt im Abdomen, in dem der Knochen von einer groflen Masse Weichgewebe

tiberdeckt ist (Blake and Fogelman 2010).

2.2.7 Peak Bone Mass

Die Peak Bone Mass (PBM) ist die im Leben maximal erreichte Knochendichte. Sie ist
stark genetisch determiniert und bestimmt auch die Knochendichte im Alter und das
damit verbundene Risiko fiir osteoporotische Erkrankungen (Seeman et al. 1994;
Bradney et al. 2000; Heaney et al. 2000).

Nicht alle Abschnitte des Skeletts erreichen die maximale Knochendichte zur selben
Zeit. Allgemein gesehen liegt dieser Zeitpunkt in der spiten Adoleszenz (Henry et al.
2004; Kelly et al. 2009). Die Pubertiit ist eine wichtige Phase fiir die Skelettreifung, da
ein grofer Teil des Calciums des ausgewachsenen Skeletts in diesen Jahren eingelagert
wird (Bonjour et al. 1991; Bradney et al. 2000; Henry et al. 2004).

Die Knochendichte und der Mineralgehalt des gesamten Skeletts bei hellhdutigen
Minnern verzeichnet einen starken Anstieg bis um das 17. Lebensjahr, danach flacht die
Kurve ab, das heifit die Knochendichte steigt nicht mehr nennenswert an (Kelly et al.
2009). Die Probanden der vorliegenden Studie befanden sich im Alter von 24 bzw. 28
Jahren also in einer Phase, in der sich die Knochendichte und der Mineralgehalt des

Knochens nicht mehr entscheidend dndern (Slosman et al. 1994).
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2.2.8 Osteoporose

Der Dachverband Osteologie (DVO) definiert Osteoporose als ,,systemische
Skeletterkrankung, die durch eine niedrige Knochenmasse und mikroarchitektonische
Verschlechterung des Knochengewebes charakterisiert ist.“ ("DVO-Leitlinie 2009 zur
Prophylaxe, Diagnostik und Therapie der Osteoporose bei Erwachsenen”" 2009). In der
Folge kommt es zu einer verminderten Widerstandskraft der Knochen und einem
erhohtem Frakturrisiko. Typisch sind Wirbelkdrperbriiche und Frakturen des
Schenkelhalses nach Bagatelltraumen. Die WHO definiert die Inzidenz der Osteoporose
iber eine mit DXA gemessene Knochendichte mit einem T-Wert ab —2,5. Dies bedeutet
einen individuellen Wert, der 2,5 Standardabweichungen unter der durchschnittlichen
BMD gesunder Erwachsener liegt ("Prevention and management of osteoporosis”
2003). Je mehr Standardabweichungen die BMD eines Individuums unter der
durchschnittlichen maximalen Knochendichte liegt, desto hoher ist das individuelle
Frakturrisiko.

Die Knochendichte ist das Resultat des Verhiltnisses von Knochenauf- zu
Knochenabbau. Frauen in der Postmenopause sind am stidrksten von Osteoporose
betroffen, da in dieser Gruppe der Knochendichteverlust mit 35-50% bei trabekuldrem
und 25-30% bei kortikalem Knochen besonders ausgepriigt ist. Ménner im selben Alter
verlieren nur etwa 15-45% der Knochendichte des trabekuldren und 5-15% des
kortikalen Knochens ("Prevention and management of osteoporosis" 2003). Jedoch
steigt mit dem Alter auch die Zahl an Minnern mit Osteoporose. In den USA erfiillen
7% der hellhdutigen Minner die Osteoporose-Kriterien der WHO ("Prevention and
management of osteoporosis”" 2003). Neben erheblichen Kosten fiir die Gemeinschaft
zieht diese Erkrankung hiufig eine betrichtliche Verminderung der Lebensqualitit und
Erhohung der Morbiditéit und Mortalitédt der Betroffenen nach Stiirzen mit sich.
Allgemeine Risikofaktoren fiir Osteoporose sind Untergewicht, Immobilitit, Calcium-
und Vitamin D3-Mangel, hohes Alter, weibliches Geschlecht, Nikotin und einige
Medikamente (z.B. Glukocorticoide). Auch die genetischen Vorraussetzungen des
Einzelnen spielen eine Rolle (Rittweger 2006). Dabei kommt der in der Jugend
erreichten maximalen Knochendichte eine ausschlaggebende Bedeutung zu. Die PBM
ist bis zu 60% genetisch determiniert und der Startpunkt fiir den folgenden lebenslangen
Knochenverlust (Rizzoli et al. 2010). Ihre Hohe bestimmt die Knochendichte im Alter

und damit auch die Wahrscheinlichkeit fiir eine manifeste Osteoporose (Seeman et al.
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1994; Bradney et al. 2000; Heaney et al. 2000; Rizzoli et al. 2010). Gesicherte Faktoren,
die die maximale Knochendichte erhthen konnen, sind sportliche Aktivitit und
Erndhrungsfaktoren wie Calcium, Vitamin D3 und ein ausreichender Proteingehalt der
Nahrung im Kindes- und Jugendalter (Rizzoli et al. 2010). Nahrungslipide als méglicher
zu optimierender diitischer Faktor hingegen sind bislang nicht hinreichend untersucht.
Dies konnte ein relevanter Ansatzpunkt bei der Préivention der Osteoporose sein, denn
eine Erhohung der maximalen Knochendichte um 10% im jugendlichen Alter bedeutet
die Erhohung der Knochendichte um eine Standardabweichung im Erwachsenenalter.
Dies korrespondiert mit der Verminderung des osteoporotischen Frakturrisikos um bis

zu 50% (Rizzoli et al. 2010).

2.3 Wirkung von Fettsiuren auf Knochen und andere Gewebe

2.3.1 Wirkung von ®3-PUFA auf verschiedene Erkrankungen

Bereits vor iiber drei Jahrzehnten standen ®3-Fettséduren im Fokus klinischer Forschung.
In den 70er Jahren bemerkten Forscher, dass gronlindische Eskimos extrem selten an
Herzinfarkt starben (Bang et al. 1980). Als Ursache wurde schon zu diesem Zeitpunkt
der hohe Gehalt an ®3-Fettsduren in der Nahrung der Eskimos vermutet.

Dass die @3-PUFA aktuell anhaltend grofles wissenschaftliches Interesse erregen, zeigt
eine vor wenigen Jahren publizierte Metaanalyse zum Thema ®3-Fettsduren und
kardiovaskulidre Gesundheit, in der 89 aktuelle Studien analysiert wurden (Hooper et al.
2004). Die Autoren des rennomierten Cochrane Reviews kommen zu dem Schluss, dass
ein eindeutiger Beweis fiir die Wirksamkeit der w3-PUFA auf das kardiovaskulire
System noch aussteht. Dennoch bestirken die Ergebnisse vieler Studien die Vermutung,
dass ®3-PUFA einen positiven Effekt auf das Herz-Kreislaufsystem haben.
Beispielsweise hatten in einem Vergleich von 36 Lindern Konsumenten von ®3-
Fettsdure-reichem Fisch eine geringere Mortalitit durch Herzinfarkt (Zhang et al. 1999).
Diese inverse Korrelation zwischen Konsum von ®3-Fettsduren und koronaren
Ereignissen fand sich in weiteren Studien wieder (Albert et al. 1998; Levitan et al.
2009).

Myokardinfarktpatienten ("Dietary supplementation with n-3 polyunsaturated fatty

acids and vitamin E after myocardial infarction: results of the GISSI-Prevenzione trial.
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Gruppo Italiano per lo Studio della Sopravvivenza nell'Infarto miocardico" 1999) und
Patienten mit Herzinsuffizienz (Tavazzi et al. 2008) profitierten von einer Substitution
mit ®3-PUFA. Uberdies konnte gezeigt werden, dass ®3-PUFA Triglyceride und LDL
im Blut senken und HDL-Spiegel erhohen (Khandelwal et al. 2009; Lopez-Huertas
2009; Rajaram et al. 2009). Die Verbesserung des Lipidstatus konnte dabei fiir einen
Teil der beobachteten Wirkungen verantwortlich sein. Auffillig ist, dass die Effekte der
o3-Fettsduren am deutlichsten bei vorbelasteten, also Patienten mit Koronarer
Herzkrankheit, zu sein scheinen (Yokoyama et al. 2007).

o3-Fettsduren beeinflussen dariiber hinaus vermutlich eine ganze Reihe von
Erkrankungen positiv, darunter die Zystische Fibrose (McKarney et al. 2007),
Depressionen (Martins 2009), Demenz (Lim et al. 2006) und chronisch-entziindliche
Darmerkrankungen (Calder 2008). Weitere Studien beschéftigten sich mit dem Effekt
von 03-PUFA auf die Rheumatoide Arthritis (RA), eine entziindliche Erkrankung der
Gelenke. ®3-PUFA in der Nahrung oder m3-PUFA-Substitution mit Kapseln senkten
bei RA-Patienten Entziindungsparameter im Blut (Dawczynski et al. 2009),
verminderten den Gelenkschmerz (Galarraga et al. 2008) und reduzierten die Zeit der
Morgensteifigkeit (Kremer et al. 1995; Berbert et al. 2005).

o3-PUFA  zeigten demzufolge Effekte auf Erkrankungen unterschiedlicher
Organsysteme, darunter das Herz-Kreislaufsystem, die Psyche, den Darm und die
Gelenke. Dagegen wird die Wirkung der Fettsduren auf den Knochen und, genauer, die

Knochendichte, zur Zeit noch kontrovers diskutiert.

2.3.2 Wirkung von ®3- und ®6-PUFA auf die Knochendichte

2.3.2.1 Mechanismen von a3-PUFA im Knochen

Durch welche Mechanismen ®3-PUFA auf den Knochenstoffwechsel wirken ist bislang
nicht abschlieend geklért.

Ergebnisse aus Zellversuchen erhirten die These, dass zumindest eine Eigenschaft von
o3-Fettsduren in der Hemmung von Entziindungsprozessen und der Reduktion von
Entziindungsmediatoren liegt (Kelley et al. 1999; Calder 2009). Langkettige ®3-
Fettsduren = wie  Ficosapentaensdure und  Docosahexaensiure werden in

Entziindungszellen aufgenommen und inhibieren kompetitiv die Aufnahme von

19



Arachidonsiure. Als Konsequenz nehmen Lymphozyten und Monozyten weniger AA
auf (Kelley et al. 1999) und erzeugen weniger entziindungsfordernde Eicosanoide
daraus (Kelley et al. 1999; Calder 2009). Im Tierversuch mit Ratten sank die AA-
Konzentration im Fett der Knochen, als ®w3-PUFA reiches Futter gegeben wurde
(Watkins et al. 2000).

DHA und EPA werden von verschiedenen Enzymen, darunter die Cyclooxygenase
(COX) und Lipooxygenase (LOX), zu metabolisch aktiven Substanzen umgebaut. Aus
20-C-Atom-m3-Fettsduren werden Ficosanoide synthetisiert, zu denen Prostaglandine,
Leukotriene und Resolvine gehdren. Die aus ®3-PUFA synthetisierten Eicosanoide
spielen jedoch im Entziindungsgeschehen vermutlich eine untergeordnete Rolle
(Fernandes et al. 2003). Resolvine sind anti-inflammatorisch wirksam (Calder 2009), so
dass DHA und EPA iiber diesen Weg eine entziindungshemmende Wirkung haben.

Eine wichtige Konsequenz der Verminderung von AA durch w3-PUFA ist die
Reduktion von Prostaglandin E2 (PGE2) und anderen den Knochenabbau foérdernden
Zytokine. Dies konnte im Tierversuch sowohl in der Rattenleber (Garg et al. 1988;
Kokkinos et al. 1993) als auch in Leber und Knochen bei Kiiken (Watkins et al. 1997)
und ex vivo in Knochenzellen von Japanwachteln (Liu et al. 2004) gezeigt werden.

Beim Menschen ist dieser Effekt ebenfalls bekannt. Neben anderen Zytokinen fielen
PGE2 und Interleukin-1b (IL-1b), das ebenfalls Knochenabbau vermittelt, im Blut
junger ménnlicher Probanden ab, nachdem sie zwei Wochen lang eine w3-reiche Diiit
konsumiert hatten (Mantzioris et al. 2000). Beobachtet wurde auch eine negative
Korrelation zwischen der Hohe von EPA in verschiedenen Geweben und der Produktion
von PGE2, IL-1b und TNFa (einem weiteren den Knochenabbau stimulierenden
Zytokin) in Leukozyten bzw. in Vollblut (Caughey et al. 1996; Mantzioris et al. 2000).
Ein weiterer Ansatzpunkt der ®3-PUFA ist der von T-Zellen sezernierte losliche
RANK-L, der die Aktivitit von Osteoklasten erhoht. Durch die Verminderung von
Produktion von RANK-L in T-Zellen bzw. eine Hemmung der Differenzierung von
durch RANK-L stimulierte Osteoklasten-Vorliduferzellen inhibieren ®3-Fettsduren die
Osteoklastogenese, dies verhindert den Abbau von Knochengewebe (Fernandes et al.
2003; Bhattacharya et al. 2005), wobei hier DHA erheblich effektiver wirkt als EPA
(Rahman et al. 2008).

Zusitzlich steigern essentielle Fettsduren in vitro die Produktion von endothelialem

Stickstoff (NO), einem Mediator, der die Aktivitit von Osteoklasten vermindert (Das
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2002). Hinweise gibt es auch darauf, dass PUFA die Spiegel von IGF-1 (engl. insulin
like growth factor) erhthen und auch so zum Knochenaufbau beitragen konnten
(Watkins et al. 1997).

Ein weiterer Mechanismus, iiber den ®3-Fettsduren auf den Knochen wirken, konnte
eine erhohte Calcium-Absorption im Darm bei Anwesenheit von w3-PUFA (Coetzer et
al. 1994) sein. Dabei scheint vor allem DHA die Calciumresorption zu steigern (Haag et
al. 2003). Moglich wire auch eine Verminderung der Calciumausscheidung durch m3-
PUFA (Buck et al. 1991; Yasui et al. 2001).

Vermutlich wirken die Reduktion von Entziindungsmediatoren, die Inhibition der
Osteoklastogenese und die Stimulierung der Osteoblastogenese sowie eine gesteigerte
Calcium-Aufnahme aus der Nahrung und eine hohere Calcium-Riickresorption

zusammen und fithren so zu einer Knochenaufbau-férdernden Wirkung der ®3-PUFA.

2.3.2.2 Mechanismen von a6-PUFA im Knochen

Die w6-PUFA Arachidonsdure (AA) kommt in groen Mengen im Knochen vor. Als
Vorldufer von PGE2 kann AA zum Knochenabbau fithren wie oben beschrieben. Die
Wirkung von @6-PUFA auf den Knochen ist aber nicht in allen Féllen katabol.
Tierstudien, die iiberwiegend an Ratten durchgefiihrt wurden, deuten darauf hin, dass
eine hohe PGE2 Konzentration zwar den Knochenabbau stimuliert, geringe Mengen
von w6-PUFA in der Nahrung dagegen den Knochenaufbau stimulieren kénnen (Kruger
et al. 2010). Wichtig sind auch die einzelnen Anteile der Fettsduren an der
Gesamtmenge der w6-PUFA. Wird beispielsweise viel y-Linolensidure mit der Nahrung
zugefiihrt, sinkt in der Folge die PGE2 Produktion. Zusitzlich steigt die Produktion von
Prostaglandin E1, das anabole Effekte auf den Knochen hat (Corwin 2003).

In einem anderen Experiment wiederum steigerten y-Linolensdure wie auch AA die
RANK-L Konzentration in Mauszellen (Kruger et al. 2010) und konnten so zur
Osteoklastogenese beitragen.

Dies illustriert die Komplexitit der Wirkmechanismen von Fettsduren auf den Knochen.

Eine Vielzahl von Einflussfaktoren bestimmen somit die Wirkung einer Fettsdure.
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2.3.2.3 Daten zu @3- und a6-PUFA und Knochendichte aus Tierstudien

Die Wirkung von m3-PUFA auf die Knochendichte wurde in Tierstudien, zumeist mit
Ratten und Miusen, extensiv untersucht.

Die positive Wirkung von ®w3-PUFA in der Nahrung auf den Knochen konnte bis auf
wenige Ausnahmen (Weiler 2002; Sirois 2003; Poulsen 2006) nachgewiesen werden.
Bei ovariektomierten Nagern, einem Osteoporosemodell, konnte eine Erhéhung der
mechanischen Widerstandskraft der Knochen im Dreipunktbiegeversuch nachgewiesen
werden (Sakaguchi et al. 1994). Im Dreipunktbiegeversuch wird ein langer
Rohrenknochen, meist Femur oder Tibia, an seinen Enden fixiert und in der Schaftmitte
einer verbiegenden Kraft ausgesetzt. Mit w3-PUFA angereichertes Futter fiihrte auch zu
einer Erhohung der BMD (Fernandes et al. 2003) und des BMC (Poulsen et al. 2007)
und zu einer Hemmung der Osteoklastogenese (Sun et al. 2003).

Durch ®3-reiche Nahrung konnten auch die mechanische Widerstandskraft des
Knochens im Dreipunktbiegeversuch bei minnlichen Ratten (Shen et al. 2007) und der
Mineralgehalt der Knochen bei Japanwachtelnménnchen (Liu et al. 2003) beeinflusst
werden.

Weitere Versuche wurden mit Tieren im Wachstum durchgefiihrt, und auch hier zeigte
sich eine positive Beziehung zwischen ®3-PUFA und der Knochengesundheit: Der
DHA-Gehalt der Nahrung korrelierte positiv mit dem BMC junger Ratten (Li et al.
2010), wihrend w3-PUFA Mangel mit einer erhthten Knochenbriichigkeit einherging
(Reinwald et al. 2004). Eine erhohte Calciumresorption wurde gemessen, als ®3-PUFA
und konjugierte Linolsdure (eine w6-Fettsdure) im Futter kombiniert wurden (Kelly et
al. 2003).

Das Verhiltnis von ®3-PUFA zu w6-PUFA scheint bei der Wirkung von Fettsduren auf
die Knochen ebenfalls eine Rolle zu spielen. Hohe Anteile an ®3-PUFA und niedrige
w6-Anteile verminderten die ex vivo PGE2-Produktion bei Ratten (Watkins et al. 2000).
Ist der Anteil an w6-PUFA zu gering, scheint dies jedoch auch negative Auswirkungen
zu haben und zum Beispiel die Kortikalis zu verdiinnen (Judex et al. 2000; Korotkova et
al. 2004). Eine ausreichende Versorgung mit ®6-Fettsduren scheint daher neben der
Versorgung mit ®m3-PUFA wichtig fiir den Knochenstoffwechsel zu sein. Dabei scheint
die w6-Fettsdure AA vor allem positiv auf den BMC wirksam zu sein, wie Ergebnisse

aus Studien mit Ferkeln zeigen (Blanaru et al. 2004; Kohut et al. 2009).
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Eine starke Erhohung der w3-PUFA-Anteile in der Nahrung wiederum steigert nicht
unbedingt die positiven Effekte dieser Fettsduren auf den Knochen. Ferkel, die eine
geringe absolute Menge an DHA bekamen, hatten bei gleichbleibendem AA:DHA-
Verhiltnis eine hohere BMD als Ferkel, die mehr DHA konsumierten (Mollard et al.
2005). Und sehr hohe ®w3-PUFA-Anteile fiihrten bei Kaninchen sogar zu reduziertem
Lingenwachstum der Tibia, eine Beobachtung, die allerdings bislang nicht wiederholt
werden konnte (Judex et al. 2000).

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse aus Tierstudien, dass ®m3-PUFA und vor allem
DHA eine positive Wirkung auf den Knochenstoffwechsel, die mechanischen
Eigenschaften des Knochens sowie BMD und BMC haben konnen. Sowohl die
Quantitdat der PUFA als auch das Verhiltnis von ®3- zu w6-PUFA-Anteilen scheint fiir
Knochendichte und Mineralgehalt wichtig zu sein, wobei sowohl ein groBer Uberschuss

an M6- als auch an ®3-PUFA ungiinstig zu sein scheint.

2.3.2.4 Daten zu @3- und a6-PUFA und Knochendichte aus Studien am Menschen

Eine besondere Stellung unter den Studien am Menschen zur Wirkung von ®3-PUFA
auf die Knochendichte nimmt die Studie von Hogstrom et. al. ein, welche die Grundlage
fiir die vorliegende Arbeit bildet. Bei 78 jungen gesunden schwedischen Minnern
wurden die Fettsidureanteile der Phospholipide mit der mittels DXA gemessenen
Knochendichte korreliert. Statistisch signifikant korrelierte sowohl der Anteil der
langkettigen ®3-Fettsiure DHA als auch der Anteil der ®3-Fettsduren der
Phospholipide (PL) positiv mit der Knochendichte (Hogstrom et al. 2007). Dies ist die
einzige Studie am Menschen, in der bei jungen gesunden ménnlichen Probanden eine
Korrelation zwischen ®3-PUFA in den Phospholipiden und der Knochendichte
gefunden wurde.

Positive Auswirkungen der ®3-PUFA auf die BMD und verschiedene biochemische
Marker fiir den Knochen wurden des weiteren bei Patienten nach Nierentransplantation
(Baggio et al. 2005), bei Adiposen (Griel et al. 2007), Osteoporosepatienten (van
Papendorp 1995; Kruger et al. 1998) und bei Kindern mit Zystischer Fibrose
(Gronowitz et al. 2006; Gronowitz et al. 2008) gefunden. Interessant ist, dass die

Korrelation nicht bei Erwachsenen mit dieser Krankheit (Gronowitz et al. 2006) und
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auch nicht bei gesunden Kindern in der Kontrollgruppe (Gronowitz et al. 2008)
beobachtet werden konnte.

Studien mit Menschen ohne eine spezielle Grunderkrankung zeigten, dass bei dlteren,
selbststindig lebenden Erwachsenen eine niedrigere m6/m3-Ratio der Nahrung mit einer
hoheren Knochendichte korrelierte und in einer Studie mit Altersheimbewohnern 6%
der Varianz der BMD durch @3-PUFA erkliart wurde (Weiss et al. 2005; Rousseau et al.
2009).

Dagegen =zeigte die Substitution von ®@3-PUFA bei gesunden pri- und
postmenopausalen Frauen keinen Effekt auf die BMD (Bassey et al. 2000; Dodin et al.
2005) und in einer bevolkerungsbasierten Studie mit 14 000 Teilnehmern bestand keine
Assoziation zwischen ®3-Fettsduren in der Nahrung und der Knochendichte (Corwin et
al. 2006). Bei orthopédischen Patienten bestand kein Zusammenhang zwischen der
Fettsdurekomposition im Knochenmarksfett und der BMD (Griffith et al. 2009) und von
regelmifBigem Fischkonsum profitierten in einer chinesischen Studie nur weibliche
Probanden, wihrend die BMD der Minner unbeeinflusst blieb (Zalloua et al. 2007).
Eine Studie berichtet sogar iiber einen negativen Effekt von langkettigen mehrfach
ungesittigten Fettsduren in der Nahrung auf die BMD (Macdonald et al. 2004), wobei in
dieser Studie nicht zwischen ®3- und w6-PUFA unterschieden wurde.

Die untersuchten Probandenkollektive unterscheiden sich im Geschlecht, Hormon- und
Gesundheitsstatus, Faktoren, die potentiell eine Auswirkung auf das Ergebnis einer
Studie haben konnen. Zudem arbeiteten einige Studien mit der Substitution von m3-
PUFA, andere dagegen ermittelten die Menge der aufgenommenen Fettsduren durch
einen Fragebogen oder maBlen den Fettsdurestatus im Blut. Die Interventionsstudien
fanden teils eine Wirkung von w3-Fettsduren auf die BMD (Kruger et al. 1998) bzw.
auf biochemische Marker des Knochenauf- und abbaus (van Papendorp 1995; Griel et
al. 2007), teils konnte kein Effekt festgestellt werden (Bassey et al. 2000; Dodin et al.
2005). Auch die Arbeiten, in denen der Fettsdurestatus mittels Fragebogen oder
Fettsduremessung ermittelt und mit der Knochendichte korreliert wurden, fanden
sowohl positive (Baggio et al. 2005; Weiss et al. 2005; Gronowitz et al. 2006; Hogstrom
et al. 2007; Gronowitz et al. 2008; Rousseau et al. 2009) als auch negative Antworten
(Macdonald et al. 2004; Corwin et al. 2006; Zalloua et al. 2007; Griffith et al. 2009) auf
die Frage, ob m3-PUFA die Knochendichte beeinflussen.

24



Ob m3-PUFA einen FEinfluss auf die Knochendichte haben, ist somit bislang nicht
eindeutig zu beantworten. Unabhingig von der Zusammensetzung des
Probandenkollektivs und des Studiendesigns wurden Effekte oder eine fehlende
Wirkung beobachtet. Damit bleibt dieser Zusammenhang nicht eindeutig

reproduzierbar.

2.3.3 Wirkung von MUFA auf die Knochendichte

Zu der Wirkung von MUFA auf den Knochen ist sehr wenig bekannt. In einigen
Studien, in der Diidten mit einem hohen Fettanteil (engl. high-fat-diets) negative Effekte
auf den Knochen hatten, enthielt das Futter der Versuchstiere mit 41 - 46% auch einen
hohen MUFA-Anteil (Salem et al. 1992; Lac et al. 2008). Trotzdem werden MUFA
bislang nicht als Hauptausloser von katabolen Stoffwechselverinderungen und
Knochendichteverlust diskutiert. Als verantwortlich gelten die gesittigten Fettsduren.

In Tierstudien wird tiber Hinweise auf einen eventuell positiven Effekt von MUFA auf
den Knochen bei Japanwachteln berichtet. Bei den Tieren war ein hoher MUFA-Anteil
im Futter mit einer dickeren Kortikalis assoziiert (Liu et al. 2003).

Bei Menschen wird sowohl iiber positive (Trichopoulou et al. 1997) als auch negative
(Gunnes and Lehmann 1995; Macdonald et al. 2004) Korrelationen zwischen dem
MUFA-Verzehr und der Knochendichte berichtet. Bei jungen gesunden Minnern
bestand eine negative Korrelation zwischen der MUFA Olséure in den PL und der BMD
(Hogstrom et al. 2007).

Mit der Nahrung aufgenommene einfach ungesittigte Fettsduren korrelieren allerdings
nur sehr schwach oder gar nicht mit den MUFA in den PL (Ma et al. 1995; Nikkari et
al. 1995). Im Gegenteil lédsst ein hoher MUFA-Anteil in den PL auf einen hohen SAFA-
Konsum schlieen, da gesittigte Fettsduren nach dem Verzehr zu MUFA desaturiert
werden (Ma et al. 1995; Nikkari et al. 1995). Moglicherweise ist deshalb die negative
Beziehung zwischen den MUFA der Phospholipide und der Knochendichte durch einen
hohen SAFA-Konsum erklérbar.
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2.3.4 Wirkung von SAFA auf die Knochendichte

Den gesiittigten Fettsduren wird in hohen Dosen eine abtrigliche Wirkung auf die
Knochengesundheit zugeschrieben. Darauf weisen Ergebnisse aus Tier- und
Zellversuchen hin.

SAFA erhohten im Zellversuch die Uberlebenszeit von Osteoklasten (Oh et al. 2010).
Im Tierversuch zeigten high-fat-diets mit einem hohen SAFA-Anteil einen negativen
Effekt auf die BMD von Rattenféten (Liang et al. 2009) und von wachsenden Ratten
(Lac et al. 2008). Auch die mechanische Widerstandskraft der wachsenden Knochen
wurde durch SAFA-reiches Futter gesenkt (Lac et al. 2008). Bei erwachsenen Tieren
wurde dieser Effekt, wenn auch weniger deutlich, ebenfalls beobachtet. Bei
ausgewachsenen Hihnen verminderte Futter mit einem hohen SAFA-Anteil den BMC
in trabekuldren Knochen (Wohl et al. 1998), bei Ratten wurde der mechanische
Widerstand gesenkt (Zernicke et al. 1995).

Ergebnisse aus Humanstudien sind widerspriichlich. Verzehrte SAFA beeinflussten in
einer Studie die Knochendichte nicht (Brownbill and Ilich 2006). In einer Arbeit mit
Kindern und Jugendlichen korrelierten die gesittigten Fettsduren positiv mit der BMD
(Gunnes and Lehmann 1995). Dagegen waren sie in anderen Studien bei Erwachsenen
negativ mit der BMD (Corwin et al. 2006) und positiv mit einem Biomarker korreliert,
der mit erhohtem Frakturrisiko zusammenhingt (Pearce et al. 2010).

Als gesichert gilt, dass ein hoher Palmitin-Gehalt in Milchersatz fiir Séuglinge BMD
und BMC negativ beeinflussen (Koo et al. 2003), indem im Darm weniger Fett und
Calcium resorbiert wird (Nelson et al. 1996).

Insgesamt scheint sich der Verzehr von SAFA und high-fat-diets negativ auf die

Knochendichte auszuwirken.
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3 MATERIAL UND METHODEN

Das Probandenkollektiv stammt aus der Longitudinalstudie Northern Osteoporosis and
Obesity Study (Hogstrom et al. 2007). Die Rekrutierung der Probanden, die Messung

der anthropometrischen Daten, die Ausgabe des Fragebogens und die

Knochenmessungen wurden von Mitarbeitern der Sportmedizinischen Abteilung,

Universitédtskrankenhaus von Nordschweden, Umea, Schweden, durchgefiihrt.

3.1 Probandenkollektiv

Beginnend 1994 wurden junge gesunde Minner in Schulen und Sportvereinen in Umea,
Schweden, rekrutiert. Der Verlauf der Studie ist in Tab. 5 dargestellt. Ergebnisse der
Knochendichtemessungen zu Beginn der Studie (Tb) und sowie die Basismessung (TO)
der Fettsduren in den Plasmaphospholipiden wurden 2007 von Hogstrom et. al.

veroffentlicht (Hogstrom et al. 2007).

Beginn der Basismessung | 1. Nachmessung | 2. Nachmessung
Messzeitpunkte

Studie (Th) (TO) (1) (T2)
Messjahr 1994 2000 2003 2007
Alter J)+£SD |16,7+0,5 226+0,7 248*+14 289+14

eKnochendichte | eKnochendichte | eKnochendichte |eKnochendichte
Erhobene eFettsguren in den | eFettsauren in | eFettsauren in
Messwerte Plasma- den Plasma- den Plasma-
phospholipiden phospholipiden |phospholipiden

Autor (Hogstrom et al. 2007) Pighin (vorliegende Arbeit)

Tab. 5 Studienverlauf des Probandenkollektivs : Messzeitpunkte, Messjahr, Alter der Probanden,
erhobene Messwerte, Autoren.

Die hier verwendeten Blutproben und Knochendichtemessungen stammen aus den
Jahren 2003 und 2007 (T1 und T2). Die Probanden waren bei der Probenentnahme
durchschnittlich 24 und 28 Jahre alt.
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Die Proben wurden den nicht niichternen Probanden in {iiblicher Weise vends
entnommen. Der Zeitpunkt der Entnahme war nicht standardisiert. Das Serum wurde
nach der Entnahme bis zur Weiterverarbeitung bei -80 C° eingefroren.

Alle Probanden gaben ihr schriftliches Einverstindnis zur Studie. Die Studie wurde von
der Ethikkommission der medizinischen Fakultit der Universitit Umed, Schweden,

genehmigt.

3.2 Sportliche Aktivitét

Die Probanden fiillten zu den Zeitpunkten der Probenentnahme einen Fragebogen aus.
Die sportliche Aktivitdt wurde als Stunden/Woche, in denen der Proband aufgrund
korperlicher Aktivitdt schwitzte bzw. auller Atem war, gemessen (Hogstrom et al.

2007).

3.3 GroBe und Gewicht

Gewicht und GroBe wurden in leichter Bekleidung gemessen. Das Gewicht wurde auf
0,1kg genau auf einer digitalen Waage gemessen. Die Groe wurde auf 0,5cm genau an

einem an der Wand angebrachten Stadiometer gemessen (Hogstrom et al. 2007).

3.4 Knochendichte und Knochenmineralgehalt

Die Knochendichte (g/cm?) und der Mineralgehalt (g) der rechten Hiifte sowie die
Knochendichte des gesamten Korpers wurde mit einem  Dual-Energy-
Rontgenabsorptiometer (Lunar DPX-L, Lunar Co.) gemessen. Das Material wurde an
jedem Messtag mit Hilfe eines standardisierten Phantoms {iberpriift. Der
Prizisionsfehler (Standardabweichung/ Mittelwert) betrug fiir das gesamte Skelett 0,7 %
und 1% fiir die Hiifte. Aus dem Scan des gesamten Skeletts wurden die Werte fiir die
Lumbalwirbelsédule, die gesamte Wirbelsdule und das Becken abgeleitet. Der Hiiftscan
lieferte die BMD-Werte fiir den Femurhals. Der gleiche Untersucher fiihrte alle

Messungen durch (Hogstrom et al. 2007).
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3.5 Vitamin D3

Vitamin D3 wurde von Mitarbeitern der Klinischen Chemie, Universititsklinikum

Eppendorf Hamburg, mit einem Immunoassay (Chemilumineszenz, Roche) gemessen.

3.6 Fettsiuren der Phospholipide

3.6.1 Prinzip der Fettsdure-Messmethode

Die Plasmalipide wurden mit der Extraktion nach Folch (Folch et al. 1957) aus dem
Plasma extrahiert. Dazu wurden die Lipide in Chloroform/Methanol geldst. Durch
Erhohung des Wasseranteils in dem Gemisch und Zentrifugieren der Probe bildeten sich
zwei Phasen aus. Die Lipide wurden aus der lipophilen Phase abgenommen und mit
Hilfe von Festphasentrennung in Lipidklassen — hier: Cholesterinester, TG, freie
Fettsduren und Phospholipide — aufgeteilt (Hamilton and Comai 1988). Verwendet
wurden Kieselgel- (Silica-) Sdulen. Die OH-Gruppen (Dipole) auf der Oberflidche der
Sdulen halten die Lipide je nach ihrer Polaritit durch Dipol-Dipol-Wechselwirkungen
mehr oder weniger stark zuriick. Mit Losungsmitteln steigender Polaritit wurden die
Lipide kompetitiv vom Kieselgel verdringt. Die unpolaren Cholesterinester wurden als
Erstes eluiert. Dann folgten die TG, die freien Fettsduren und schlieBlich die
Phospholipide. Letztere wurden aufgefangen, wihrend die anderen Fraktionen
verworfen wurden. Die Phospholipide wurden mit Methanol und in Anwesenheit von
Salzsdure (HCI, aus Acetylchlorid) in Fettsduremethylester umgewandelt, um die nicht
verdampfbaren Fettsiduren im Gaschromatographen messbar zu machen.

Die Separation der Fettsduremethylester in der Trennsdule des Gaschromatographen
beruht auf der Zunahme des Siedepunktes mit steigender Kettenlinge der Molekiile.
Apparativ. wurde dies mit Hilfe eines Temperaturprogrammes bewirkt. Bei
Fettsduremethylestern mit gleicher Kettenlinge wurde die Trennung durch die
chemischen Eigenschaften der stationdren Phase erreicht: Je nach Anzahl und Position
der Doppelbindungen hat jede Sdure eine charakteristische Retentionszeit. Sduren mit
mehreren bzw. endstindigen Doppelbindungen haben die ldngste Laufzeit. Die
Fettsduren wurden im Flammenionisationsdetektor (FID) in einer Knallgasflamme
verbrannt. Dabei entstehen unter anderem Ionen. Die Ionen ergeben ein elektrisches

Signal, welches verstérkt, registriert und gespeichert wurde. Es ist proportional zur
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Menge der verbrannten Fettsduremethylester und wurde mit Hilfe einer speziellen

Software (ChemStation, Revision A.10.02) qualitativ und quantitativ ausgewertet.
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3.6.2 Material

3.6.2.1 Chemikalien

Substanz Zusatzbezeichnung Hersteller
Aceton zur Analyse J.T.Baker
Acetylchlorid Fluka
Ammoniaklésung Gehalt 25%, zur Analyse Merck

BHT (2,6-Di-Tert-butyl-p-cresol) zur Analyse Fluka
BHT-Ldsung (0,1 M in Methanol) Eigenherstellung
Chloroform zur Analyse J.T.Baker
Chloroform:Methanol (2:1) viv Eigenherstellung
Essigsaure (Eisessig) 100% wasserfrei, zur Analyse Merck
Heptadecansaure zur Analyse Fluka

n-Hexan zur Analyse Fluka
Hexan:Eisessig (100:0,2) viv Eigenherstellung
Hexan:MTBE (200:3) viv Eigenherstellung
Hexan:MTBE (96:4) viv Eigenherstellung
Hexan:MTBE:Eisessig (100:2:0,2) viviv Eigenherstellung
Methanol zur Analyse J.T. Baker
MTBE (tert-Butylmethylether) fur die Gaschromatographie Merck

MTBE:Methanol:Ammoniumacetatldsung
Natriumcarbonat

Natriumcarbonatldsung
Natriumchloridldsung

Standardlésung FAME (engl. fatty acid
methyl esther)

Standardreaktionslésung

Toluol

(5:8:2) vivlv, pH 8,6
wasserfrei, zur Analyse
6%

isoton, 0,9%

bekannte FAME-Konzentration

(5Mg/ml Heptadecansaure in
Methanol/Toluol 4:1)v/v

zur Analyse

Eigenherstellung
Fluka
Eigenherstellung
Braun

Eigenherstellung

Eigenherstellung

Merck

Tab. 6 Chemikalien fir die
Zusatzbezeichnungen und Hersteller.

Fettsaurebestimmung:

Verwendete

Substanzen,

31



3.6.2.2 Verbrauchsmaterial

Bezeichnung Zusatzbezeichnung Hersteller
Bordelkappen CS
Dichtscheiben grof} 1,3mm CS
Dichtscheiben klein 12X 1mm CS
Kulturrdhrchen grofy 16 x 100mm, Gewinde GL 18 Roth
Kulturréhrchen klein 12 x 100 mm, Gewinde GL 14 Roth
Mikroeinsatz G30Is/6mm CS
Pipettenspitzen 200 uL, 1000 pL Sarstedt
Schraubverbindungskappen grofl Bohrung 11mm, Gewinde GL 18 VWR
Schraubverbindungskappen klein Bohrung 9,5mm, Gewinde GL 14 VWR
Vials braun, 6mm CS

Tab. 7 Verbrauchsmaterialien flr die Fettsdurebestimmung: Bezeichnung, Zusatzbezeichnung
und Hersteller.

3.6.2.3 Software

Bezeichnung Hersteller

Excel 2000, Excel 2003 Microsoft
ChemStation, Revision A.10.02, Jan. 2004 Agilent

SPSS 16.0 German SPSS Inc.
Endnote 8 Thomson Reuters

Tab. 8 Software fur die Datenauswertung: Bezeichnung und Hersteller.
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3.6.2.4 Geridite

Bezeichnung Zusatzbezeichnung Hersteller
Controller 7673 Controller Hewlett Packard
Gaschromatograph HP Series 11 5890 Hewlett Packard
Hamilton-Spritze 0,5 ml mit PEEK-Kapillare Hamilton
Hetovac Hetointermed
Injektor HP 6890 Injector Series Hewlett Packard
Inkubator Unitron AJ 260 Infors
Kapillarséule DB-225, 20m x 0,18 mm x 0,2um, 50%- Agilent
Cyanopropyl
Lichrolut-Einheit 12 Steckplatze Merck
Membran-Vakuumpumpe Vacuubrand
Olpumpe Vacuubrand
PH-Meter CG 820 Schott
Pipetten verschiedene Pipettiervolumina Eppendorf
Sep-Pak Saulen Isolute Solid Phase Extraction (SPE) Columns, | Biotage
Silica, 3ml/ 100mg
Tischwaage LA 120 S, 0,1mg genau Sartorius
Trockenschrank memmert SL 30 Memmert
Vortexer Reax 2000 Heidolph
Zentrifuge 6K 15 Sigma

Tab. 9 Gerate fir die Fettsaurebestimmung: Bezeichnung, Zusatzbezeichnung und Hersteller

3.6.3 Extraktion der Lipide aus dem Plasma

Die Lipide wurden von Mitarbeitern des Instituts fiir Biochemie und Molekularbiologie
II, Molekulare Zellbiologie, Hamburg, nach der von Folch etablierten Methode (Folch
et al. 1957) extrahiert.

Zwolf groBBe Kulturrohrchen wurden mit ca. 1ml Aceton ausgespiilt und zehn Minuten
bei 100°C im Trockenschrank getrocknet. 80pl Serum und 50ul BHT-Losung (0,1 M
BHT in Methanol (MeOH)) wurden in jedes Rohrchen pipettiert. Dann wurden 1600pl
Chloroform/Methanol 2:1 hinzugegeben. Im Inkubator wurden die Rohrchen 30
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Minuten lang bei 90rpm und 50°C geschiittelt. Es folgte eine 15 Minuten lange
Zentrifugation bei 4°C und 3500rpm. AnschlieBend wurden 300ul isotone
Natriumchlorid-Losung hinzugegeben und die Proben fiinf Minuten bei 4°C und
2000rpm zentrifugiert. Mit einer Hamilton Spritze mit PEEK-Kapillare (Polyether-
Etherketon-Kapillare) wurden 1000ul der Chloroformphase abgezogen und in ein Vial
eingefiillt.

Das Chloroform wurde in der Zentrivac mit Hilfe einer Membranpumpe ca. 45 Minuten
lang eingedampft. Der Riickstand wurde in 1ml Hexan/MTBE (200:3) gelost. Die Vials
wurden mit einer Bordelkappe luftdicht verschlossen und bis zur weiteren Verarbeitung

bei -30°C gelagert.

3.6.4 Lipidklassentrennung mit Hilfe von Sep-Pak

Zur Auftrennung der Lipidklassen aus dem Extrakt wurde die Festphasentrennung
(engl. Solid Phase Extraction, SPE) verwendet (Hamilton and Comai 1988). Es wurden
Isolute Si Sep-Pak Séulen mit Silica-Gel (Kieselgel), 3ml/100mg, eingesetzt. Die
Lichrolut-Einheit wurde mit zwolf groBen Kulturrohrchen bestiickt. Uber jedes
Rohrchen wurde eine Sep-Pak Séule gesteckt. Die Sdulen wurden jeweils fiir nur eine
Probe verwendet und anschlieBend entsorgt. Zwei der Sédulen dienten der
Leerwertmessung. Sie durchliefen alle Schritte gemidf des Schemas, ohne dass
Probenfliissigkeit hinzugegeben wurde.

Zuniéchst wurden die Sdulen mit 2ml des polaren Sorbens MeOH und drei mal 1ml des
unpolaren Sorbens Hexan:MTBE (200:3) konditioniert. Beim Spiilen und allen weiteren
Schritten wurde darauf geachtet, dass die Sdulen nicht trocken liefen. Auf die gespiilten
Sdulen wurden die Riickstinde aus der Lipidextraktion aufgegeben und gemif des
Elutionsschemas (siehe S.35, Tab. 10) ausgewaschen.

Die Phospholipide wurden isoliert. Alle anderen Lipidklassen wurden in diesem
Versuch verworfen. Zum Auffangen der Phospholipidfraktion wurden zwdlf kleine
Kulturrohrchen mit Aceton gespiilt und getrocknet. In jedes Rohrchen wurden 25pl
BHT-Losung (0,1 M in MeOH) gegeben. Die Spiillosung fiir die Phospholipide,
MTBE:Methanol: Ammoniumacetatlosung  (5:8:2), wurde durch Titration von
Ammoniaklosung auf den pH 8,6 eingestellt. Diese Mischung hat sich in Versuchen als
am ergiebigsten erwiesen (Hamilton and Comai 1988). Beim letzten Schritt liefen die

Saulen trocken, um die gesamte Fliissigkeit aufzufangen.
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) ) Folgender
Nr. | Losungsmittel Menge | Eluierte Fraktion | Polaritat
Schritt
1 Hexan:MTBE (200:3) 2x1ml | Cholesterinester | 1 Ester- verwerfen
bindung
2 Hexan:MTBE (96:4) 1 x2ml | Triglyceride 3 Ester- verwerfen
bindungen
3 Hexan:Eisessig 1x 1ml | Keine; Saule wird | _ verwerfen
(100:0,2) angesauert
4 Hexan:MTBE:Eisessig | 3 x2ml | Freie Fettsauren | OH-Gruppe am | verwerfen
(100:2:0,2) -COOH Ende
5 MTBE:Methanol: 2 x 2ml | Phospholipide lonisch Weiter-
Ammoniumacetatlésung verarbeitung in
(5:8:2), pH 8,6 der Zentrivac

Tab. 10 Elutionsschema fir die Lipidklassentrennung: Nummer des Arbeitsschrittes,
Losungsmittel, Menge des Losungsmittels, Eluierte Fraktion, Polaritdt und folgender
Arbeitsschritt.

In der Zentrivac wurde die Fliissigkeit eingedampft. Zunédchst wurde 30min die
Membranpumpe betrieben, dann weitere 30 min zusitzlich die Heat-Funktion
angestellt. Das restliche Vakuum wurde ca. 3 Stunden lang im Olpumpenvakuum
abgezogen. Erst wenn in den Glisern keine Fliissigkeit mehr sichtbar war, wurden die

Riickstiande in den Rohrchen weiter verarbeitet.

3.6.5 Derivatisierung

Die Umesterung der Fettsduren in Fettsduremethylester wird als Derivatisierung
bezeichnet.

Es wurde eine 1-Gefi3-Reaktion verwendet, die von Lepage und Roy etabliert wurde.
(Lepage and Roy 1988). 1ml der Standardreaktionslosung (Spug/ml Heptadecansiure in
MeOH/Toluol 4:1) wurde in die wasserfreien Rohrchen pipettiert. Zur sauren Katalyse
der Reaktion wurden ca. 100pL Acetylchlorid hinzugegeben. Wihrenddessen wurde das

Gemisch gevortext. Die Gldser wurden mit den mit Dichtungsscheiben abgedichteten
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Schraubverbindungskappen verschlossen und fiir eine Stunde bei 100° Grad in den
Trockenschrank gegeben.

Zur Neutralisierung wurde zu jeder Probe 3ml 6% Natriumcarbonatlosung gegeben.
Dann wurde die Mischung geschiittelt und anschlieBend fiinf Minuten bei Kiihlung auf
4°C und 3000rpm zentrifugiert. Aus der oberen Phase wurden 80-120pl abgenommen
und in ein Vial-Inlet iiberfiihrt. Die Vials wurden bis zur Messung im

Gaschromatographen bei -30°C eingefroren.

3.6.6 Gaschromatographie

Je 1uL pro Probe wurde automatisch in den Gaschromatographen (GC) eingespritzt.
Verwendet wurde eine mit Cyanopropylphenyl beschichtete Kapillare, DB-225, 20m x
0,18 mm x 0,2um (Agilent). Ein 36miniitiges Temperaturprogramm steuerte die

Erhitzung der Kapillare (siehe S. 36, Tab. 11).

Nr. Temperaturerhdhung [°C/min] Dauer (vorlaufige) End-
[min] temperatur [°C]

1 Starttemperatur 1,5 90,0

2 36 3,05 200,0

3 11 21,8 224,0

4 40 0,35 238,0

5 Plateauphase 9,3 -

6 Abkihlen ~4,0 -
Gesamtdauer ~ 40,0 -

Tab. 11  Temperaturprogramm des Gaschromatographen:  Nr.  Temperaturschrittes,
Temperaturerhéhung [°C/min], Dauer [min], Endtemperatur [C°]

Die bei der Verbrennung am Ende der Kapillare entstehenden Ionen wurden durch einen
Flammenionisationsdetektor (FID) gemessen. Die Verbrennung der Fettsduren wurde an
den charakteristischen Retentionszeiten als Peak des Graphen iiber der Zeit

aufgezeichnet.
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3.6.7 Auswertung der Gaschromatographie-Daten

Der Vergleich der Laufzeiten der Fettsiuren und der Peakflichen mit einer
Fettsduremethylester-(FAME-) Standardlosung konnten die Fettsduren identifiziert und
quantifiziert werden. Die Rohdaten wurden durch das Programm ChemStation in der
Einheit pg/ml in eine Excel-Datei geschrieben. Fiir jeden Probanden lagen zwei Werte
vor, da eine Doppelbestimmung durchgefiihrt wurde. Aus diesen Werten wurde der
Mittelwert gebildet. Lagen beide Werte innerhalb von 10% iiber bzw. unter dem
Mittelwert, wurde die Messung als giiltig akzeptiert. Der Mittelwert wurde als Messwert
fiir die Sédure eingetragen. Lagen die Messwerte weiter auseinander, wurde das
Chromatogramm iiberpriift und manuell nachbearbeitet.

Aus allen in einer GC-Charge gemessenen Leerwerten wurde der Mittelwert gebildet.
Die Hohe dieses Wertes wurde mit dem Mittelwert aller in der betreffenden GC-Charge
gemessenen Proben verglichen. Uberstieg der Leerwert einer Fettsiure ein Drittel des
Mittelwertes der Proben, wurde sie als nicht bestimmbar aus der Analyse
ausgeschlossen. Nach dem Herausnehmen der in diesem Sinne nicht bestimmbaren
Fettsduren verblieben die Messwerte von 20 Fettsduren, die fiir die folgenden Analysen

verwendet wurden.

3.6.8 Statistische Auswertung

Alle statistischen Analysen wurden mit SPSS 16.0 German erstellt, nachdem die
Originaldaten aus einer Excel-Datei importiert worden waren. Um die Verteilung der
Messwerte der Normalverteilung anzupassen, wurde von Absolutwerten der natiirliche
Logarithmus (In), von Prozentwerten (Relativwerten) Log Odds gebildet.

Standardabweichungen, Mittelwerte und Mediane wurden ebenfalls mit SPSS erstellt.
Verdnderungen in einzelnen Variablen zwischen den zwei Probenentnahmen wurden
durch den T-Test fiir verbundene Stichproben gepriift. Bivariate Korrelationen wurden
mit dem Pearson Test erstellt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant

angenomimen.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Probandenkollektiv

4.1.1 Alter

Bei T1 waren die Probanden durchschnittlich 24 Jahre alt, wobei der jiingste 21 Jahre,
der Alteste 30 Jahre alt war. Bei T2 nach vier Jahren reichte die Altersspanne von 25 bis
34 Jahre. Das Durchschnittsalter betrug 28 Jahre (siehe S.38, Tab. 12).

4.1.2 GroBe

Der Mittelwert fiir die Korpergrof3e der Probanden betrug bei T1 181,0 cm und bei T2
181,8 cm (siehe S.38, Tab. 12). Zieht man den Messfehler der GréBenmessung in
Betracht, der 0,5cm betrug, so veridnderte sich die GroBe der Probanden zwischen 24

Jahren und 28 Jahren nicht.

Messzeitpunkt
T1 (24 Jahre) T2 (28 Jahre)
MW +/- n MW +/- n
Alter [Jahre] 24,8 1,4 95 28,9 1,3 94
GroRe [em] 181,0 55 9 [ 181,8 55 96
Gewicht [kg] 82,8 10,8 95 83,6 12,1 96
Sportliche Aktivitat [h/Wo] 4,3 3,8 95 29 2,8 95
Vitamin D3 [ng/ml] 24,1 6,43 | 92 26,25 6,23 | 88

Tab. 12 Alter [Jahre], Grofe [cm], Gewicht [kg], sportliche Aktivitat [h/Wo] und Vitamin D3 [ng/ml]
der Probanden bei T1 (24 Jahre) und T2 (28 Jahre). Mittelwerte (MW), Standardabweichung (+/-)
und Probandenanzahl (n).

4.1.3 Gewicht und Body-Mass-Index

Das Durchschnittgewicht der Probanden war mit 24 Jahren 82,8 kg und mit 28 Jahren
83,6 kg (siehe S.38, Tab. 12).
38



Bei T1 hatten 46 Probanden (45,1%) einen BMI zwischen 18,5 bis 25 kg/m? und damit
laut der WHO Normalgewicht ("BMI classification" 2011). 38 Probanden (37,3 %)
hatten mit einem BMI zwischen 25 und 29,99 kg/m? leichtes Ubergewicht . Zehn der
Minner (9,8%) waren adip0s, hatten also einen BMI iiber 29,99 kg/cm? und ein Proband
(1%) war untergewichtig (BMI unter 18,5 kg/m?). Von sieben (6,8%) Probanden fehlten

GroBe und Gewicht, so dass der BMI nicht berechnet werden konnte.

W1 (24 Jahre)
T2 (28 Jahre)

Lo 1 I
= = =
1 1 |

Anzahl Probanden je BMI-Gruppe

._.
o=
1

Untergewicht Mormalgewicht  leichtes  starkes

Ubergewicht  Ubergewicht
Body-Mass-Index [kg/im?]

Abb. 1 Anzahl der Probanden mit Untergewicht (<18,5 kg/m?), Normalgewicht (18,5- 25 kg/m?),
leichtem (25 — 29,99 kg/m?) sowie starkem Ubergewicht (>29,99 kg/m?) bei T1 (24 Jahre, n=95)
und T2 (28 Jahre, n=96).

Vier Jahre spiter wiesen 48 Minner (47,1%) einen normalen BMI auf. 41 (40,2%)
waren leicht und sieben (6,9%) stark iibergewichtig. Keiner der Probanden war bei T2

untergewichtig. Von sechs Probanden (5,9%) fehlten die Messwerte.
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Die Verteilung der Gewichtsklassen im Probandenkollektiv ist auf S.39 in Abb. 1
dargestellt. Zwischen T1 und T2 verdnderte sich der durchschnittliche BMI der

Probanden nicht signifikant.

4.1.4 Sportliche Aktivitit

Die sportliche Aktivitit der Gruppe wurde in Stunden pro Woche, in denen die

Probanden schwitzten und atemlos waren, gemessen.

5,0 *

]

B
T

L
T

Mittelwert Sportliche Aktivitét [h/\Wo]
g
l

H
T

I
T1(24 Jahre) T2 (28 Jahre)

Abb. 2 Sportliche Aktivitat im Mittel bei T1 (24 Jahre, n=84) und T2 (28 Jahre, n=79). Die
Probanden gaben an, wie viele Stunden pro Woche sie aufgrund von kérperlicher Aktivitat
schwitzten bzw. auler Atem waren. Die signifikante Veranderung zwischen T1 und T2 (p= 0,001)
ist mit einem * markiert.
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Mit 24 Jahren trainierten die Probanden (n=84) etwa 4,3 Stunden pro Woche. Bei 28
Jahren betrug die sportliche Aktivitdt nur noch 2,9 Stunden im Mittel (siehe S.40, Abb.
2). Die sportliche Aktivitit des Probandenkollektivs nahm damit statistisch signifikant
ab. Das zeigte nach logarithmischer Transformation der T-Test fiir verbundene

Stichproben (n=69) mit einem p-Wert von 0,001.

4.1.5 Vitamin D3

Im Durchschnitt betrug der Vitamin D3-Gehalt bei T1 24,1 ng/ml und bei T2 26,25
ng/ml (siche S.38, Tab. 12). Umea, die nordschwedische Heimatstadt der Probanden,
liegt auf dem 63. Breitengrad nordlich. Uberaschenderweise hatten die Probanden einen
Vitamin D3-Durchschnittswert, der mit dem der Bevolkerung im viel weiter siidlich
gelegenen Paris (48. Breitengrad nordlich) vergleichbar war und iiber dem der
Einwohner Nordfrankreichs lag (Chapuy et al. 1997).

Auch war der durchschnittliche Vitamin D3-Wert in dem hier analysierten
Probandenkollektiv hoher als bei finnischen jungen Minnern, die am Ende des Winters
durchschnittlich nur 18 ng/ml Vitamin D3 im Blut hatten (Lamberg-Allardt et al. 2001).
Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte Gruppe hatte einen deutlich besseren
Vitamin D3-Status als die Finnen: Der geringste Wert betrug 15,2 ng/ml, es war also
kein Proband von schwerem Vitamin D3-Mangel betroffen (<10 ng/ml). Dagegen litten
ein Drittel der finnischen Probanden daran (Lamberg-Allardt et al. 2001). Der Grund
dafiir war vermutlich, dass die Blutproben bei den Probanden nicht ausschlieBlich im
Winter, sondern auch im Sommer, in dem die Vitamin D3-Spiegel durch
Sonneneinfluss hoher sind, abgenommen wurden (von Muhlen et al. 2005; Adams
2010).

Im Detail verbesserte sich der Vitamin D3-Status der Probanden zwischen T1 und T2
sogar noch geringfiigig. Innerhalb der vier Jahre zwischen den Probenentnahmen
erhohte sich der Anteil der Probanden, die ausreichend mit Vitamin D3 versorgt waren
(>30ng/ml), von 17,6 % bei T1 auf 20,6 % bei T2 (siche S.42, Abb. 3, (Holick 2007;
Gallagher and Sai 2010)). Auch die Anzahl derer, die lediglich einen gering erniedrigten
Wert (20-30 ng/ml) aufwiesen stieg (von 42,2% mit 24 Jahren auf 52 % mit 28 Jahren).
Dagegen sank die Anzahl der Probanden, die einen Vitamin D3-Mangel (<20 ng/ml)
hatten zwischen T1 und T2 (30,4 % vs. 13,7%).
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Vitamin D3 [ng/ml]
[]> 30 ng/ml
M 20-30 ng/ml
[1<20 ng/ml
a) [Ckeine Angabe

24 Jahre (T1)

Vitamin D3 [ng/ml]

[[1>30 ng/mi
M 20-30 ng/ml
[[1<20 ng/mi

b) [Tkeine Angabe

28 Jahre (T2)

Abb. 3 Vitamin D3-Status der Probanden bei a) T1 (24 Jahre) und b) T2 (28 Jahre): Prozentsatz
der Probanden mit ausreichend Vitamin D3 im Blut (> 30 ng/ml, orange), mit leicht erniedrigtem
Vitamin D3 (20-30 ng/ml, blau), mit Vitamin D3-Mangel (< 20 ng/ml, grau) und Prozentsatz der
Probanden, fur die keine Vitamin D3-Messwerte vorliegen (grin).
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Insgesamt hatten die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Probanden einen

durchschnittlich htheren Vitamin D3-Wert als vergleichbare Probandengruppen.

4.1.6 Knochendichte und Knochenmineralgehalt

Die Mittelwerte und die Standardabweichung fiir die Knochendichte (BMD) und den
Mineralgehalt (BMC) des Knochens an T1 und T2 sind auf S.44 in Tab. 13 dargestellt.
Das Becken wies mit 1,36 g/cm? bei T1 und 1,34 g/cm? bei T2 die hochste
Knochendichte auf. Der Femurhals hatte dagegen mit 1,20 g/cm? bei T1 und 1,15 g/cm?
bei T2 die geringste BMD. Unterschiede in der BMD sind einerseits durch die
natiirliche Variabilitit der Knochendichte an verschiedenen Skelettstellen und
andererseits durch die unterschiedlich starke Uberlagerung der Knochen auf der
zweidimensionalen Vorlage gegeben (Adams 2008; Blake and Fogelman 2010). Im
Becken iiberlagern sich beispielsweise die ventral bzw. dorsal liegenden Knochen des
Beckenringes, was zu einer scheinbar hoheren BMD fiihrt, wihrend der Femurhals frei
steht und von keinem anderen Knochen iiberdeckt wird.

Fiir den Wert der BMD des gesamten Skeletts wurden die Dichtewerte der gesamten
Skelettfliche gemittelt. Vergleichswerte betragen fiir die Knochendichte des gesamten
Skeletts 1.196 g/cm? fiir 25jédhrige hellhdutige Ménner (Kelly et al. 2009). Mit 24 Jahren
lagen die hier untersuchten Probanden mit einer Knochendichte des gesamten Skeletts
von 1,32 g/cm? tiber dem Vergleichswert. Auch mit 28 Jahren hatten sie mit einer
Knochendichte des gesamten Skeletts von 1,31 g/cm? Werte, die iiber den
durchschnittlich 1,2 g/cm? dieser Altersgruppe lagen ((Kelly et al. 2009), siehe S.3, Tab.
1). Zwischen T1 und T2 bestand eine statistisch hochsignifikante Reduktion der BMD
an allen gemessenen Skelettteilen (siehe S.44, Tab. 13).

Diese Ergebnisse schlieBen schliissig an frithere Ergebnisse der Entwicklung der
Knochendichte in dem verwendeten Probandenkollektiv an. Bis zum 19 Lebensjahr
hatte die Knochendichte zugenommen. Zwischen dem 19. und 24. Lebensjahr begann
dann am Femurhals und an der Hiifte ein Knochendichteverlust, wihrend die BMD des
gesamten Skeletts und der Lumbalwirbelsdule (LWS) in dieser Zeit keine grofen
Anderungen erfuhr (Nordstrom 2007).

Zwischen dem 24. und 28. Lebensjahr der Probanden (dem in der vorliegenden Arbeit

analysierten Zeitraum) nahm die Knochendichte je nach Messort zwischen 0,06 g/cm?
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und 0,01 g/cm? ab. Auch in diesem Alter war der Knochendichteverlust am Femurhals

und an der Hiifte besonders stark (-0,06 bzw. -0,05 g/cm?, siehe S.44, Tab. 13).

T-Test fiir verbundene

Messzeitpunkt
Stichproben
T1 (24 Jahre) T2 (28 Jahre) AT2-T1
(n=95) (n=96) (n=90)
MW +/- MW +/- MW +- p
BMD Becken [g/cm?] 1,364 0,11 1,34 0,12 -0,022 0,06
BMD LWS [g/cm?] 1,33 0,13 1,315 0,14 | -0,031 0,06
BMD gesamte WS [g/cm?] 1,294 0,14 1,25 0,13 | -0,05> 0,08
BMD Femurhals [g/cm?] 1,20 0,17 1,15 0,17 -0,06 0,08
BMD Hiifte [g/cm?] 1,26 0,17 1,21 0,17 | -0,05 0,07
BMD gesamtes Skelett [g/cm?]| 1,32 0,07 1,31 0,08 | -0,01 0,02
BMC Hiifte [g] 47,73 745 | 46,11 7,72 | 1,55 311
BMC Femurhals [g] 6,87 1,08 6,57 1,07 -0,30 0,53

Tab. 13 Knochendichte (BMD, [g/lcm?]) und Knochenmineralgehalt (BMC, [g]) bei T1 (24 Jahre)
und T2 (28 Jahre): Mittelwerte (MW), Standardabweichungen (+/-) und Anzahl der Probanden
(n). Signifikanztest fur Unterschiede zwischen den Messungen (T-Test flr gepaarte Stichproben):
Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (+/-) der gepaarten Differenzen der Werte von T2-
T1 (AT2-T1) mit p-Werten. Signifikante Veranderungen sind farbig markiert : p <0,001 rot. 'n=87,
n=91, *n=93, 4n=94, °n=095.

Der Mineralgehalt des Knochen (BMC), der fiir die Hiifte und den Femurhals berechnet
wurde, nahm ebenfalls statistisch signifikant ab.

Da sich die Knochendichte (BMD) an T1 und T2 signifikant unterschied, wurden die
Differenzen dieser Werte als Variable in die Analyse aufgenommen. Analog zu der
Analyse von Hogstrom et. al. (Hogstrom et al. 2007) wurden die Anderungen in der
Gesamt-BMD, der BMD der Hiifte und der gesamten Wirbelsédule betrachtet.

Die ermittelten Werte fiir die BMD und den BMC entsprachen den aus der Literatur
bekannten Werten. Der Knochendichteverlust zwischen 24 und 28 Jahren steht im
Einklang mit der zu fritheren Zeitpunkten beobachteten Entwicklung der Knochendichte

in dem untersuchten Probandenkollektiv.
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4.1.7 Anteile der Fettsduren in den Plasmaphospholipiden

Aus Griinden der Ubersichtlichkeit werden fiir einige Fettsiurenamen Abkiirzungen
verwendet. Eine Tabelle mit Angaben des Namens der Fettsdure, der Formel und der
zugehorigen Abkiirzung findet sich in 2.1.1 Fettsduren (siehe S.3, Tab. 1).

Die relativen Anteile der Fettsduren in den Plasmaphospholipiden fiir T1 und T2 sind
auf S.47 in Tab. 14 dargestellt.

Die groBte Fraktion waren die gesittigten Fettsduren, sie stellten knapp die Hilfte der
Fettsduren in den Phospholipiden (48,47 % T1; 49,09 % T2). Den zweitgrofiten Anteil
machten die w6-Fettsduren mit anndhernd einem Drittel aus (28,13 % T1; 28,97 % T2).
Die MUFA reprisentierten bei 24 Jahren 16,31 %, bei 28 Jahren 14,54 % der in den
Phospholipiden enthaltenen Fettsduren und waren somit nach den SAFA und den w6-
PUFA die drittstirkste Fraktion. Die kleinste Fraktion bildeten die ®3-Fettsduren mit
7,09 bzw. 7,41 % (siehe S.47, Tab. 14 und S.48, Abb. 4).

Die Anteile der Fettsduregruppen der PL stimmen mit Ergebnissen aus 16 Studien in
verschiedenen Lindern iiberein (Bakewell et al. 2006; Saadatian-Elahi et al. 2009) und
entsprechen somit den erwarteten Werten.

In Tab. 14 auf S.47 sind die gemittelten gepaarten Differenzen zwischen T1 und T2
aufgefiihrt. Der Anteil der w6-Fettsduren stieg, der Anteil der einfach ungesittigten
Fettsduren sank statistisch signifikant (siehe S.47, Tab. 14 und S.48, Abb. 4). Die
Verdnderungen der relativen Anteile der w3-PUFA und der SAFA als Gruppen
verdnderten sich nicht statistisch signifikant. Nur einzelne Fettsduren innerhalb dieser
Gruppen zeigten signifikante Verdnderungen. In der Gruppe der ®w3-Fettsduren fielen
die Anteile der a-Linolensdure (ALA) und Eicosatetraensidure (engl. eicosatetranoic
acid, ETEA) ab, wihrend der Anteil der Docosahexaensidure bei T2 grofler war als bei
T1. Die positiven und negativen Verénderungen innerhalb dieser Gruppe glichen sich
aus, so dass die m3-Fettsduren insgesamt keine signifikante Verdnderung zeigten (sieche
S.47, Tab. 14 und S.48, Abb. 4).

Der Anteil der gesittigten Fettsduren Palmitin-, Arachin-, Behen- und Lignocerinsiure
stieg zwischen T1 und T2 an. Die Stearinsdure, die einen groflen Anteil der SAFA
ausmacht, verédnderte sich nicht statistisch signifikant. Die Gruppe der gesittigten

Fettsduren verzeichnete daher keine statistisch signifikante Verénderung, zeigte aber
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einen Trend zu einem steigenden Anteil an den Fettsduren der Phospholipide (p = 0,08,

siche S.47, Tab. 14 und S.48, Abb. 4).
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Messzeitpunkt T-Test fur verbundene
Stichproben

Anteile der Fettsauren T1 (24 Jahre) T2 (28 Jahre) AT2-T1
der Phospholipide [%] (n=93) (n=89) (n=79) p

MW +- MW +/- MW +/-
Palmitinsaure 29,74 1,30 3020 1,14 0,37 1,53 10,033
Stearinséaure 16,35 2,30 16,21 2,11 -0,06 295 0,857
Arachinséure 0,51 0,06 0,54 0,08 0,04 0,08
Behenséure 1,05 0,14 1,17 0,18 0,13 0,20
Lignocerinsaure 0,83 0,11 097 0,15 0,15 0,18
I SAFA 48,47 2,30 49,09 2,25 0,63 3,20 0,080
d-7-HDA 0,25 0,04 0,20 0,04 | -0,04 0,05
Palmitdlsaure 0,60 0,16 052 0,18 | -0,10 0,18
Olséure 12,06 1,11 1043 1,26 | -1,64 1,39
Vaccinsaure 1,71 0,28 1,67 0,21 -0,16 0,29
Nervonsaure 1,69 0,28 1,80 0,32 0,12 0,38 {0,005
Z MUFA 16,31 1,24 1454 1,38 | -1,82 1,52
LA 18,40 2,05 18,80 2,01 0,44 2,36 |0,099
GLA 0,13 0,06 0,14 0,06 0,00 0,07 |0,766
EDA 0,29 0,03 0,30 0,03 0,01 0,04 0,133
DGLA 2,37 0,44 233 049 | -0,03 0,49 |0,605
AA 694 100 | 741 127 | o490 115 [EOKON
Z w6-PUFA 28,13 2,04 2897 2,07 0,91 2,70 10,003
ALA 0,44 0,15 040 0,14 | -0,05 0,18 10,01
ETEA 0,27 0,08 025 008 | -002 0,09 |0,046
EPA 1,77 0,51 1,88 0,57 0,09 0,60 (0,178
DPA 0,96 0,17 097 0,19 0,00 0,19 0,974
DHA 3,63 0,69 391 0,85 0,27 0,80 {0,004
Z 03-PUFA 7,09 1,18 7,41 1,35 0,28 1,33 |0,060

Tab. 14 Anteile der Fettsduren der Phospholipide [%] an T1 (24 Jahre) und T2 (28 Jahre):
Mittelwerte (MW), Standardabweichungen (+/-) und Anzahl der Probanden (n). Signifikanztest fur
Unterschiede zwischen T1 und T2 (T-Test flr gepaarte Stichproben): Mittelwerte (MW) und
Standardabweichungen (+/-) der gepaarten Differenzen der Werte von T2 — T1 (AT2-T1) mit p-
Werten. Signifikante Veranderungen sind farbig markiert : p<0,05 gelb, <0,01 orange, <0,001 rot.
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Die Messwerte fiir die Anteile der Fettsduren an den Phospholipiden entsprachen den
Referenzwerten aus der Literatur (Bakewell et al. 2006; Saadatian-Elahi et al. 2009).
Zwischen T1 und T2 stieg der Anteil der w6-PUFA signifikant, wihrend der Anteil der
MUFA signifikant fiel. Die Anteile der SAFA und ®3-PUFA als Gruppen

verzeichneten keine signifikanten Verdnderungen.
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Abb. 4 Anteile der Fettsauregruppen der Phospholipide [%]. T1 (24 Jahre) = blau; T2 (28 Jahre) =
orange. Die Fehlerbalken stellen das 95% Konfidenzintervall dar. Signifikante Veranderungen
zwischen T1 und T2 sind mit einem * markiert.
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4.2 Einflussvariablen, welche die Knochendichte beeinflussen

4.2.1 Korrelationen des Vitamin D3-Status mit der Knochendichte und dem

Knochenmineralgehalt

Der Vitamin D3-Status beeinflusste sowohl die Knochendichte (BMD) als auch den
Mineralgehalt des Knochens (BMC, siehe S.50, Tab. 15).

Besonders deutlich war der Zusammenhang zwischen Vitamin D3 und dem
Mineralgehalt. Vitamin D3 korrelierte an T1 und T2 mit dem BMC der Hiifte und des
Femurhalses positiv. Fiir T2 waren diese Korrelationen auf dem 0,01-Niveau
signifikant.

Dies entspricht Ergebnissen einer Studie mit jungen finnischen Ménnern, bei der der
Vitamin D3 Gehalt im Blut ebenfalls mit dem BMC der Hiifte und des Femurhalses
korrelierte (Valimaki et al. 2004).

Eine positive Korrelation von Vitamin D3 mit der BMD der Hiifte (von Mubhlen et al.
2005; Adams 2010) und der LWS (Collins et al. 1998) ist aus der Literatur bekannt.
Erwartungsgemif korrelierte Vitamin D3 in dem hier analysierten Probandenkollektiv
mit der Knochendichte der LWS und der Hiifte an beiden Zeitpunkten positiv und auf
dem 5% Niveau signifikant (siehe S.50, Tab. 15).

Weniger deutlich war der ebenfalls vorbeschriebene Zusammenhang (Collins et al.
1998) zwischen Vitamin D3 und der Knochendichte des Femurhalses. Die positive
Korrelation bei der ersten Messung war nur schwach signifikant, an T2 zeigte sich ein
entsprechender Trend (p=0,059, siehe S.50, Tab. 15). Keine Zusammenhinge bestanden
zwischen Vitamin D3 und der Knochendichte des Beckens, der gesamten Wirbelsidule
und des gesamten Skeletts (siehe S.50, Tab. 15).

Der gemessene Vitamin D3 Gehalt des Blutes war weder an T1 noch an T2 mit dem
Knochendichteverlust im Intervall zwischen T1 und T2 korreliert. Die entsprechenden
p-Werte fiir die Korrelationen von Vitamin D3 und der ABMD der Hiifte, der gesamten

Wirbelsidure und des gesamten Skeletts erreichten nicht das Signifikanzniveau.
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In Vitamin D3 [ng/ml]

T1 (24 Jahre) T2 (28 Jahre)

r p n r p n
In BMD Becken [g/cm?] 0,20 0,064 85 0,20 0,059 88
In BMD LWS [g/cm?] 0,24 0,028 86 0,22 0,045 | 87
In BMD gesamte WS [g/cm?] 0,09 0,412 85 0,17 0,105 88
In BMD Femurhals [g/cm?] 0,21 0,047 88 0,20 0,059 88
In BMD Huifte [g/cm?] 0,21 0,049 88 0,24 0,022 88
In BMD gesamtes Skelett [g/cm?] 0,17 0,113 88 0,12 0,276 88
In BMC Huifte [g] 0,25 0,017 88 0,31 0,003 | 88
In BMC Femurhals [g] 0,25 0,020 88 0,30 0,005 88
ABMD Hiufte [g/cm?] -0,07 0,511 84 0,09 0,405 | 83
ABMD gesamte WS [g/cm?] 0,01 0,924 83 | -0,07 0,524 | 84
ABMD gesamtes Skelett [g/cm?] -0,16 0,135 84 | -0,03 0,782 83

Tab. 15 Korrelationen zwischen Vitamin D3 [ng/ml] und der Knochendichte (BMD, [g/cm?]), der
Verénderung der Knochendichte zwischen T1 und T2 (ABMD, [g/cm?]) sowie dem
Knochenmineralgehalt (BMC, [g]): Korrelationskoeffizienten (r), p-Werte und Probandenanzahl
(n) bei T1 (24 Jahre) und T2 (28 Jahre) nach logarithmischer Transformation. Signifikante
Korrelationen sind farbig markiert : p<0,05 gelb, p<0,01 orange.

Hohe Vitamin D3-Spiegel korrelierten in dem Probandenkollektiv also mit einer guten
Knochengesundheit. Probanden mit einem hohen Vitamin D3-Wert hatten einen hohen
Mineralgehalt und eine hohe Knochendichte an der LWS und Hiifte. Dies entspricht

Ergebnissen aus der Literatur.

4.2.2 Korrelationen des Body-Mass-Index mit der Knochendichte und dem

Knochenmineralgehalt

Der Body-Mass-Index ist eine bekannte Einflussgrole der Knochendichte (BMD),
wobei ein hoherer BMI gewoOhnlich mit einer erhohten BMD (Hernandez-Avila et al.
1993; Collins et al. 1998; von Muhlen et al. 2005) und einem geringeren Frakturrisiko
(De Laet et al. 2005) einhergeht.
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Ubereinstimmend korrelierte der Body-Mass-Index der Probanden sowohl an T1 als
auch an T2 signifikant positiv mit der Knochendichte, der Verinderung der
Knochendichte zwischen T1 und T2 und dem Knochenmineralgehalt (siehe S.51, Tab.
16).

Bei T1 korrelierte der BMI der Probanden signifikant positiv mit der BMD des
Beckens, der gesamten Wirbelsdule und des gesamten Skeletts. Am zweiten Zeitpunkt
korrelierte der BMI signifikant positiv mit der Knochendichte an allen Messorten. Mit
dem Mineralgehalt der Hiifte und des Schenkelhalses war der BMI an beiden
Messzeitpunkten positiv assoziiert (siehe S.51, Tab. 16).

In Body-Mass-Index [kg/m?]

T1 (24 Jahre) T2 (28 Jahre)

r p n r p n
In BMD Becken [g/cm?] 0,29 0,006 @ 91 0,46 - 96
In BMD LWS [g/cm?] 0,07 0,499 | 93 0,34 0,000 | 95
In BMD gesamte WS [g/cm?] 0,25 0,015 | 91 0,52 - 96
In BMD Femurhals [g/cm?] 0,14 0,162 95 0,26 0,011 96
In BMD Hiifte [g/cm?] 0,17 0,093 | 95 0,29 0,004 | 96
In BMD gesamtes Skelett [g/cm?] 0,35 0,001 95 0,49 96
In BMC Hiifte [g] 0,27 0,009 | 95 0,40 96
In BMC Femurhals [g] 0,23 0,027 95 0,34 0,001 96
ABMD Hiifte [g/cm?] 0,11 0,279 | 91 0,22 0,038 | 91
ABMD gesamte WS [g/lcm?] 0,11 0,307 | 89 0,16 0119 | 92
ABMD gesamtes Skelett [g/cm?] 0,23 0,031 91 0,39 91

Tab. 16 Korrelationen von Body-Mass-Index (BMI, [kg/m?]) mit der Knochendichte (BMD, [g/cm?)),
der Veranderung der Knochendichte zwischen T1 und T2 (ABMD, [g/cm?]) sowie dem
Knochenmineralgehalt (BMC, [g]): Korrelationskoeffizienten (r), p-Werte und Probandenanzahl
(n) bei T1 (24 Jahre) und T2 (28 Jahre) nach logarithmischer Transformation. Signifikante
Korrelationen sind farbig markiert : p<0,05 gelb, p<0,01 orange, p<0,001 rot.

Erwartungsgemif fand sich im Probandenkollektiv ein statistisch signifikanter positiver

Zusammenhang zwischen dem BMI und der Knochendichte bzw. dem Mineralgehalt.
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Probanden mit einem hohen BMI hatten demnach durchschnittlich eine hohere

Knochendichte als leichtere Probanden.

4.2.3 Korrelationen der sportlichen Aktivitit mit der Knochendichte und dem

Knochenmineralgehalt

Sportlich aktive Jugendliche und junge Erwachsene haben eine hohere Knochendichte
(BMD) als ihre unsportlicheren Altersgenossen (Valimaki et al. 1994; Ruffing et al.
2006).

In den hier besprochenen Daten zeigten sich dementsprechend positive Korrelationen
zwischen der sportlichen Aktivitit bei 24 Jahren und der Knochendichte an folgenden
Messpunkten: Becken, LWS, gesamte Wirbelsdule, Femurhals und Hiifte. Die
sportliche Aktivitit korrelierte zudem positiv bei T1 mit dem Mineralgehalt (BMC) der
Hiifte und des Femurhalses sowie mit der Veridnderung der BMD der Hiifte. Am
zweiten Zeitpunkt zeigten sich keine signifikanten Korrelationen (siehe S.53, Tab. 17).
Es ist moglich, dass die signifikante Verminderung der sportlichen Aktivitidt der
Probanden zwischen T1 und T2 dazu gefiihrt hat, dass Korrelationen an T2 nicht das
Signifikanzniveau erreichten (siehe S.40, Abb. 2). Ein anderer Grund konnte das
fortgeschrittene Alter der Probanden sein. Moglicherweise hat Sport einen deutlicheren
Effekt auf das junge als auf das ausgewachsene Skelett.

Insgesamt entsprachen die positiven Korrelationen der sportlichen Aktivitit mit der
Knochendichte und Mineralgehalt an T1 den Erwartungen. Warum dieser

Zusammenhang an T2 nicht zu Tage tritt bleibt letztlich unklar.
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In Sportliche Aktivitat [h/Wo]

T1 (24 Jahre) T2 (28 Jahre)

r p n r p n
In BMD Becken [g/cm?] 0,31 0,004 81 0,11 0,339 79
In BMD LWS [g/cm?] 0,30 0,005 82 | 0,06 0,608 78
In BMD gesamte WS [g/cm?] 0,31 0,005 81 0,12 0,294 79
In BMD Femurhals [g/cm?] 0,33 0,002 84 0,10 0,360 79
In BMD Huifte [g/cm?] 0,33 0,002 84 | 0,13 0,262 79
In BMD gesamtes Skelett [g/cm?] 0,13 0,227 84 | 0,02 0,859 79
In BMC Huifte [g] 0,29 0,007 84 | 0,05 0,663 79
In BMC Femurhals [g] 0,33 0,002 84 0,14 0,203 79
ABMD Hufte [g/cm?] 0,25 0,022 81 0,05 0,668 74
ABMD gesamte WS [g/cm?] 0,17 0,138 79 | 0,05 0,651 75
ABMD gesamtes Skelett [g/cm?] -0,03 0,810 81 | -0,13 0,285 74

Tab. 17 Korrelationen der sportlichen Aktivitat [h/Wo] mit der Knochendichte (BMD, [g/cm?]), der
Verénderung der Knochendichte zwischen T1 und T2 (ABMD, [g/cm?]) sowie dem
Knochenmineralgehalt (BMC, [g]): Korrelationskoeffizienten (r), p-Werte und Probandenanzahl
(n) bei T1 (24 Jahre) und T2 (28 Jahre) nach logarithmischer Transformation. Signifikante
Korrelationen sind farbig markiert : p<0,05 gelb, p<0,01 orange.

4.2.4 Adjustierung fiir Einflussvariablen

Da BMI, sportliche Aktivitdt und Vitamin D3 in dem untersuchten Probandenkollektiv
einen Einfluss auf die Knochendichte hatten, wurde nach der Analyse der Rohdaten eine
Korrektur um diese Einflussvariablen durchgefiihrt. Um andererseits einen Vergleich
mit der fritheren Analyse der Korrelationen zwischen den Fettsdureanteilen der
Plasmaphospholipide mit der Knochendichte dieses Probandenkollektivs (Hogstrom et
al. 2007) durchfiihren zu konnen, wurde wie in Hogstroms Analyse eine Adjustierung
um GroBe, Gewicht und sportliche Aktivitit ausgefiihrt. Es wurde folglich einmal fiir
BMLI, sportliche Aktivitdt und Vitamin D3 adjustiert (bezeichnet mit a), und einmal fiir
GroBe, Gewicht und sportliche Aktivitdt (bezeichnet mit b, siehe S.54, Tab. 18). Die
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Ergebnisse fiir Adjustierung (a) und Adjustierung (b) weichen allerdings nur minimal

voneinander ab.

Bezeichnung

a b
Adjustierung e BMI e Grolke
e Sportliche Aktivitat e Gewicht
e Vitamin D3 e Sportliche Aktivitat

Tab. 18 Ubersicht iiber die Adjustierung (a) fiir BMI, sportliche Aktivitat und Vitamin D3 und (b)
fur GroRe, Gewicht und sportliche Aktivitat.

4.3 Korrelationen der Anteile von Docosahexaensidure, den Fettsiuren und den

Fettsduregruppen der Phospholipide mit der Knochendichte, Verinderung der

Knochendichte und dem Knochenmineralgehalt

4.3.1 Docosahexaensiure (DHA)

4.3.1.1 Korrelationen des DHA-Anteils der Phospholipide mit der Knochendichte

Weder an T1 noch an T2 waren Korrelationen zwischen dem relativen Anteil von DHA
in den Phospholipiden mit der Knochendichte des Beckens, der Lumbalwirbelsidule
(LWS), der gesamten Wirbelsdule (WS), des Femurhalses, der Hiifte und des gesamten
Skeletts statistisch signifikant (siehe S.55, Tab. 19). Die zugehdrigen Streudiagramme
zeigen eine disseminierte Punktwolke (siehe S.56, Abb. 5).

Die Korrelationen wurden dann fiir BMI, sportliche Aktivitit und Vitamin D3 (a) und
in einem zweiten Ansatz fiir GroBe, Gewicht und sportliche Aktivitdt (o) kontrolliert.
Daraufhin korrelierte DHA positiv mit der Knochendichte der Gesamt-Wirbelsédule an
T1 und T2 und der BMD der Hiifte an T2.

Zusammenfassend fand sich entgegen der Erwartung keine Korrelation zwischen DHA
und der BMD oder BMC. Die Ergebnisse aus einer fritheren Analyse des
Zusammenhangs von DHA und BMD in diesem Probandenkollektiv konnten somit fiir

die hier untersuchten Altersgruppen nicht gezeigt werden (Hogstrom et al. 2007).
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In DHA [%]

T1 (24 Jahre) T2 (28 Jahre)

r p n r p n
In BMD Becken [g/cm?] 0,12 0,288 86 0,10 0,357 89
In BMD LWS [g/cm?] 0,09 0,425 87 | 0,10 0,376 88
In BMD gesamte WS [g/cm?] 0,16 0,137 | 8 | 0,19 0,076 | 89
In BMD Femurhals [g/cm?] -0,02 0,877 89 0,17 0,110 | 89
In BMD Huifte [g/cm?] -0,03 0,801 89 [ 0,18 0,0952b | 89
In BMD gesamtes Skelett [g/cm?] | 0,06 0,584 89 [ 0,08 0,430 89
In BMC Huifte [g] -0,05 0,670 89 [ 0,09 0,389 89
In BMC Femurhals [g] -0,01 0,892 89 | 0,14 0,204 89
ABMD WS [g/lcm?] -0,04 0,728 84 | -0,04 0,750 85
ABMD Hufte [g/cm?] -0,01 0,937 85 | 0,06 0,564 84
ABMD gesamtes Skelett [g/cm?] -0,23 0,035 85 | -0,13 0,234 84

Tab. 19 Korrelationen des DHA-Anteils der Phospholipide [%] mit der Knochendichte (BMD,
[g/cm?]), dem Knochenmineralgehalt (BMC, [g]) und der Veranderung der Knochendichte
zwischen T1 und T2 (ABMD, [g/cm?): Korrelationskoeffizienten (r), p-Werte und
Probandenanzahl (n) an T1 und T2 nach logarithmischer Transformation. Signifikante
Korrelationen sind farbig markiert : p<0,05 gelb. War die Korrelation nach der Adjustierung um
BMI, sportliche Aktivitat und Vitamin D3 signifikant, ist sie fett gedruckt und mit a markiert. War
die Korrelation nach der Adjustierung um Grofle, Gewicht und sportliche Aktivitét signifikant, ist
sie fett gedruckt und mit b markiert.
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Abb. 5 Zusammenhang des DHA-Anteils der Phospholipide [%] mit der Knochendichte (BMD,
[g/cm?]) des gesamten Skeletts a) bei T1 (24 Jahre): r=0,06, p=0,584 und b) bei T2 (28 Jahre):
r=0,08, p=0,43 nach logarithmischer Transformation : Streudiagramme mit Regressionsgeraden.
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4.3.1.2 Korrelationen des DHA-Anteils der Phospholipide mit der Verinderung der

Knochendichte

Um zu priifen, ob der Knochendichteverlust im Messintervall mit dem Anteil von DHA
an den Fettsduren der PL zusammenhing, wurden diese Variablen miteinander
korreliert. DHA korrelierte bei 24 Jahren (T1) negativ mit der Verdnderung der
Knochendichte des gesamten Skeletts zwischen T1 und T2. Die Korrelation war mit
p=0,035 schwach signifikant (sieche S.55, Tab. 19). Die BMD des gesamten Skeletts
nahm im Mittel ab (siehe S. 44, Tab. 13). Die Probanden, die mit 24 Jahren einen hohen
DHA-Anteil an den Fettsduren der Phospholipide hatten, erlitten folglich im Intervall
zwischen T1 und T2 den geringsten Knochendichteverlust.

Die Korrelation des Anteils von DHA an den PL bei T2 (28 Jahre) mit der Verdnderung
der BMD der Wirbelsédule, der Hiifte und des gesamten Skeletts zwischen T1 und T2
waren nicht signifikant.

Insgesamt fanden sich zwischen DHA und der Verdnderung der Knochendichte

zwischen 24 und 28 Jahren bis auf eine Ausnahme keine signifikanten Korrelationen.

4.3.1.3 Korrelationen des DHA-Anteils der Phospholipide mit dem

Knochenmineralgehalt

Korrelationen von DHA mit dem Knochenmineralgehalt der Hiifte und des Femurhalses
waren nicht statistisch signifikant (siehe S.55, Tab. 19). Im Streudiagramm zeigt sich
eine diffuse Punktwolke und eine Regressionsgerade, deren Steigung in etwa Null
betrigt (siche S.58, Abb. 6).

Dieses Ergebnis dnderte sich durch eine Adjustierung um BMI, sportliche Aktivitit und
Vitamin D3-Status (a) bzw. um GréBe, Gewicht und sportliche Aktivitét (b) nicht.

DHA korrelierte somit nicht signifikant mit dem Mineralgehalt des Knochens.
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4.3.2 Fettsduregruppen

4.3.2.1 Korrelationen der Anteile der Fettsduregruppen der Phospholipide mit der

Knochendichte

Fettsduren konnen nach dem Grad ihrer Sittigung und der Lokalisation der
Doppelbindungen in Gruppen eingeteilt werden (siehe S.3, Tab. 1). Keine dieser
Gruppen zeigte statistisch hochsignifikanten Zusammenhinge mit der Knochendichte
an den verschiedenen Lokalisationen (sieche S.59, Tab. 20).

Die einfach ungesittigten Fettsduren (MUFA) korrelierten bei T2 auf dem 5%-Niveau
negativ mit der Knochendichte. Diese Korrelationen finden sich bei der Olsidure, die den

Hauptanteil der MUFA stellt, wieder (sieche S.67, Tab. 26).

Knochendichte In SAFA [%] In MUFA [%]
(BMD, [g/lem?]) | T1(24Jahre) | T2(28Jahre) | T1(24Jahre) | T2 (28 Jahre)
r p n r p n r p n r p n

In BMD Becken -0,01 [ 0,900 86 | 0,05| 0,621 | 89 |-0,04 | 0,742 | 86 |-0,21 0,045 89
In BMD LWS -0,056 | 0,634| 87 | 0,00 | 0,990| 88 |-0,02 | 0,881 |87|-0,19| 0,079 | 88
In BMD ges. WS |-0,02 | 0,822| 86 | 0,09 | 0,419 | 89 | 0,00 | 0,985 |86 |-0,21 |0,0462> 89
In BMD Femurhals | 0,14 | 0,193| 89 |-0,08 | 0,466 | 89 |-0,04 | 0,708 | 89|-0,11| 0,291 | 89
In BMD Hufte 0,11 | 0,312| 89 |-0,02 | 0,837 | 89 |-0,06 | 0,599 | 89|-0,18|0,09125 89
In BMD ges. Skelett| 0,17 | 0,120| 89 | 0,01 | 0,947 | 89 |-0,03 | 0,805 |89|-0,18 |0,09325 89

Tab. 20 Korrelationen der Anteile der SAFA und MUFA der Phospholipide [%] mit der
Knochendichte (BMD, [glcm?]): Korrelationskoeffizienten (r), p-Werte und Probandenanzahl (n)
bei T1 (24 Jahre) und T2 (28 Jahre) nach logarithmischer Transformation. Signifikante
Korrelationen sind farbig markiert : p<0,05 gelb. War die Korrelation nach der Adjustierung um
BMI, sportliche Aktivitat und Vitamin D3 signifikant, ist sie fett gedruckt und mit a markiert. War
die Korrelation nach der Adjustierung um Grofle, Gewicht und sportliche Aktivitét signifikant, ist
sie fett gedruckt und mit b markiert.

Im Einzelnen korrelierten bei 28 Jahren die MUFA schwach negativ mit der
Knochendichte des Beckens (p= 0,045) und der Gesamtwirbelsdule (p= 0,046, siehe
S.59, Tab. 20). Auch nach der Korrektur um a (BMI, sportliche Aktivitidt und Vitamin

D3) bzw. um b (GroBe, Gewicht und sportliche Aktivitidt) blieben diese Korrelationen
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signifikant. Hinzu kamen signifikant negative Beziehungen zwischen MUFA und der
Knochendichte der Hiifte und des gesamten Skeletts bei 28 Jahren, die vor der
Korrektur nur einen schwachen Trend aufgewiesen hatten.

Die Anteile der w6-PUFA der Phospholipide korrelierten schwach signifikant negativ
mit der Knochendichte des gesamten Skeletts an T1 (siehe S.60, Tab. 21). Nach der
Adjustierung war dem widersprechend eine positive Korrelation zwischen den ®6-
PUFA und der Knochendichte des gesamten Skeletts (@, ») und des Beckens (a) bei T2
signifikant .

Weder die ungesittigten Fettsduren (SAFA) noch die w3-Fettsduren zeigten statistisch
signifikante Zusammenhinge mit der Knochendichte des Beckens, der LWS, der
gesamten WS, des Femurhalses, der Hiifte oder des gesamten Skeletts (siehe S.59, Tab.
20 und S.60, Tab. 21).

Die SAFA korrelierten auch nach der Adjustierung (a, b) nicht signifikant mit der

Knochendichte.
Knochendichte In 6-PUFA [%] In 3-PUFA [%]
(BMD, [g/cm?]) T1 (24 Jahre) T2 (28 Jahre) | T1(24 Jahre) | T2 (28 Jahre)

r p n r p n r p nfgr p n

In BMD Becken -0,04 | 0,697 |86/ 0,05 | 0,6602 89| 0,12 | 0,270|86| 0,07| 0,523 |89
In BMD LWS 0,01 | 0,923 |87| 0,05 | 0,617 88| 0,09 0,393|87| 0,11| 0,305 |88
In BMD ges. WS -0,06 | 0,572 |86|-0,04 | 0,733 |89| 0,15 0,160486| 0,14 | 0,2042> 89
In BMD Femurhals | -0,13 | 0,232 89| 0,07 | 0,536 |89] -0,01 | 0,911 89| 0,17 | 0,116> 89
In BMD Hufte -0,07 | 0,517 |89/ 0,05 | 0,632 89| -0,04 | 0,737|89 0,16| 0,135 |89
In BMD ges. Skelett| -0,22 | 0,040 |89| 0,12 | 0,2602>|89] 0,06 | 0,589 89| 0,01 0,914 89

Tab. 21 Korrelationen der Anteile der w6-PUFA und w3-PUFA der Phospholipide [%] mit der
Knochendichte (BMD, [g/cm?]): Korrelationskoeffizienten (r), p-Werte und Probandenanzahl (n)
bei T1 (24 Jahre) und T2 (28 Jahre) nach logarithmischer Transformation. Signifikante
Korrelationen sind farbig markiert : p<0,05 gelb. War die Korrelation nach der Adjustierung um
BMI, sportliche Aktivitat und Vitamin D3 signifikant, ist sie fett gedruckt und mit a markiert. War
die Korrelation nach der Adjustierung um Grofle, Gewicht und sportliche Aktivitét signifikant, ist
sie fett gedruckt und mit b markiert.

Die w3-PUFA korrelierten nach der Adjustierung an T1 (a) und T2 (a, b) mit der BMD
der gesamten Wirbelsdule und an T2 mit der BMD des Femurhalses (b, siehe S.60, Tab.
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21). Dies entspricht den Korrelationen von DHA mit der BMD der gesamten
Wirbelsdule und des Femurhalses, die ebenfalls nach der Adjustierung signifikant
korrelierten (siche S.55, Tab. 19).

Im Uberblick bedeutet das, dass vor allem eine negative Assoziation zwischen den
MUFA und der BMD erwihnenswert ist. Korrelationen der BMD mit den anderen
Fettsduregruppen fehlten entweder ganz, waren widerspriichlich oder traten nur nach

Adjustierung der Daten auf.

4.3.2.2 Korrelationen der Anteile der Fettsduregruppen der Phospholipide mit der

Verdnderung der Knochendichte

Die Anteile der SAFA, MUFA, w6-PUFA und ®3-PUFA der Phospholipide hatten
keinen Vorhersagewert fiir die Verdnderung der Knochendichte der gesamten
Wirbelsdule, der Hiifte bzw. des gesamten Skeletts in dem 4jédhrigen Intervall zwischen
den beiden Probenentnahmen (sieche S.62, Tab. 22 und S.62, Tab. 23). Keine der
Korrelationen zwischen den Fettsduregruppen, gemessen bei T1, und der ABMD war
signifikant.

Das Fettsduremuster bei T2 spiegelte ebenfalls nicht den Knochenverlust im Intervall
wieder. Signifikant war hier nur eine negative Korrelation zwischen der Gruppe der ®6-
Fettsduren und der ABMD der Hiifte. Dies wiirde fiir einen verminderten
Knochendichteverlust bei hohen Anteilen der 6-Fettsduren sprechen. Dem
widerspricht, dass die w6-PUFA an T1 negativ mit der BMD des gesamten Skeletts
korrelierten, also einen entgegengesetzten Zusammenhang annehmen lieBen (siehe S.
61, Tab. 21).

Insgesamt findet sich kein Anhalt fiir eine Beeinflussung des Knochendichteverlustes

im Intervall durch die Anteile der Fettsduregruppen der Phospholipide.
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Verinderung d. In SAFA [%] In MUFA [%]
Knochendichte | T1 (24 Jahre) T2 (28 Jahre) T1 (24 Jahre) T2 (28 Jahre)
(ABMD, [glem’]) ¢ | p |n| r p In| r p |n| r p |n

ABMD WS 0,17 | 0,125 |84| -0,03 | 0,754 |85| 0,02 | 0,835|84 | -0,12| 0,280 | 85
ABMD Hufte 0,16 | 0,144 |85 0,09 | 0,408 |84/-0,06 | 0,585|85| 0,09| 0,412 |84

ABMD ges. 0,011 0,931 (85| 0,03 | 0,793 84| 0,09 | 0,432|85| -0,02| 0,824 | 84
Skelett

Tab. 22 Korrelationen der Anteile der SAFA und MUFA der Phospholipide [%] mit der
Veranderung der Knochendichte (ABMD, [g/cm?]) der gesamten Wirbelsaule, der Hifte und des
gesamten Skeletts zwischen T1 und T2: Korrelationskoeffizienten (r), p-Werte und
Probandenanzahl (n) bei T1 (24 Jahre) und T2 (28 Jahre) nach logarithmischer Transformation.

Verédnderung der In ®6-PUFA [%] In w3-PUFA [%)]

Knochendichte T1 (24 Jahre) | T2(28Jahre) | T1(24Jahre) | T2 (28 Jahre)
(ABMD, [g/cm?]) r p |n| r p |n| r p |n|r p | n
ABMD WS -0,210,058 | 84|0,08 | 0,466 {85]0,01 | 0,904 |84 0,030,799 | 85
ABMD Hiifte -0,10 0,368 |85|-0,23 | 0,039 |84 }-0,07 | 0,519 |85|0,08 | 0,472 | 84

ABMD ges. Skelett | 0,05| 0,620 | 850,07 | 0,530 840,21 | 0,053 |85 -0,12 | 0,281 | 84

Tab. 23 Korrelationen der Anteile der w6-PUFA und w3-PUFA der Phospholipide [%] mit der
Veranderung der Knochendichte (ABMD, [g/cm?]) zwischen T1 und T2: Korrelationskoeffizienten
(r), p-Werte und Probandenanzahl (n) bei T1 (24 Jahre) und T2 (28 Jahre) nach logarithmischer
Transformation. Signifikante Korrelationen sind farbig markiert : p<0,05 gelb.

4.3.2.3 Korrelationen der Anteile der Fettsduregruppen der Phospholipide mit dem

Knochenmineralgehalt

Zwischen den Anteilen der Fettsduregruppen SAFA, MUFA, w6-PUFA und w3-PUFA
der Phospholipide und dem Knochenmineralgehalt der Hiifte und des Femurhalses

bestanden keine signifikanten Korrelationen (siehe S.63, Tab. 24 und S.63, Tab. 25).
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In SAFA [%] In MUFA [%]

Knochenmineral- T1 (24 Jahre) T2 (28 Jahre) T1 (24 Jahre) T2 (28 Jahre)
gehalt (BMC, [g/cm?]) (n=189) (n=89) (n=89) (n=189)

r p r p r p r P
In BMC Hifte 005 | 0651 005 | 0,636 -0,02 0,824 | -0,19 | 0,072>
In BMC Femurhals 0,09 | 0408 -0,01 0923| 006 | 0550 | -0,14 | 0,179

Tab. 24 Korrelationen der Anteile der SAFA und MUFA der Phospholipide [%] mit dem
Mineralgehalt (BMC; [g]) der Hufte und des Femurhalses: Korrelationskoeffizienten (r), p-Werte
und Probandenanzahl (n) bei T1 (24 Jahre) und T2 (28 Jahre) nach logarithmischer
Transformation. War die Korrelation nach der Adjustierung um BMI, sportliche Aktivitat und
Vitamin D3 signifikant, ist sie fett gedruckt und mit a markiert. War die Korrelation nach der
Adjustierung um Grofe, Gewicht und sportliche Aktivitat signifikant, ist sie fett gedruckt und mit b
markiert.

In @w6-PUFA [%] In @3-PUFA [%]
Knochenmineral- T1 (24 Jahre) | T2(28Jahre) | T1(24 Jahre) | T2 (28 Jahre)
gehalt (BMC, [g/cm?]) (n=89) (n=89) (n=89) (n=89)

r P r P r P r P
In BMC Hilfte] -0,04 | 0,736 | 0,00 | 0963| -002 | 0858 0110 | 0,336
In BMC Femurhals -0,15 | 0,152 | 0,04 | 0704 | 001 | 0938 012 | 0,272

Tab. 25 Korrelationen der Anteile der SAFA und MUFA, ®6-PUFA und ®3-PUFA der
Phospholipide [%] mit dem Mineralgehalt (BMC; [g]) der Hufte und des Femurhalses:
Korrelationskoeffizienten (r), p-Werte und Probandenanzahl (n) bei T1 (24 Jahre) und T2 (28
Jahre) nach logarithmischer Transformation.

Nach der Bereinigung um BMI, sportliche Aktivitit und Vitamin D3 (a) wurde eine
negative Korrelation zwischen dem MUFA-Anteil der PL und dem Mineralgehalt des
Femurhalses an T2 statistisch signifikant (siehe S.63, Tab. 24). Nach Bereinigung um
Grofe, Gewicht und sportliche Aktivitit (b) korrelierten die MUFA negativ mit dem
BMC der Hiifte (sieche S.63, Tab. 24). Dies steht im Einklang mit den negativen
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Korrelationen zwischen MUFA und der Knochendichte an mehreren Skelettpunkten
(siehe S.59, Tab. 20).

Kohirent zu den negativen Korrelationen zwischen MUFA und BMD fielen also die
negativen Beziehungen zwischen dieser Fettsduregruppe und dem BMC auf. Diese
Korrelationen waren aber schwicher und wurden erst nach der Korrektur fiir
Einflussvariablen signifikant. Zwischen dem BMC und den anderen Fettsduregruppen

bestanden keine statistisch signifikanten Zusammenhénge.

4.3.3 Fettsduren

4.3.3.1 Korrelationen der Anteile einzelner Fettsduren der Phospholipide mit der

Knochendichte

Alle Korrelationen zwischen den Anteilen einzelner Fettsduren der Phospholipide und
der Knochendichte waren entweder nur an T1 oder nur an T2 signifikant. Zwei
Korrelationen waren auf dem 0,01%-Niveau signifikant. Die Ergebnisse fiir die
Adjustierung um BMI, sportliche Aktivitdt und Vitamin D3-Status (a) unterschieden
sich nicht wesentlich von den Ergebnissen fiir die Bereinigung um Gr68e, Gewicht und
sportliche Aktivitit (b).

Eine hochsignifikante Korrelation bestand zwischen dem Olsiure-Anteil der
Phospholipide und der Beckenknochendichte an T2 (siehe S.67, Tab. 26 und S.70, Abb.
8). Der negative Zusammenhang war mit p=0,007 signifikant.

Nach Korrektur (a, b) blieb diese Korrelation signifikant. Da Olsiure die anteilig am
stirksten vertretene einfach ungesittigte Fettsdure ist, konnte man ebenso eine negative
Korrelation zwischen der Gruppe der MUFA und der Knochendichte des Beckens
beobachten (siehe S.59, Tab. 20).

Olsiure zeigte bei T2 (28 Jahre) auBerdem eine Serie von signifikanten Korrelationen
mit der Knochendichte aller gemessenen Knochenlokalisationen mit Ausnahme der
BMD des Femurhalses. So bestand eine negative Korrelation zwischen Olsdure und der
Knochendichte der gesamten Wirbelsdule (p= 0,01, siehe S.70, Abb. 8). Auch diese
Korrelation blieb nach der Adjustierung (a, b) bestehen. Sie spiegelt sich in der
negativen Korrelation zwischen den MUFA und der Knochendichte der gesamten
Wirbelsdule wieder (siehe S.59, Tab. 20). Auch mit der Knochendichte der LWS, der

Hiifte und des gesamten Skeletts korrelierte Olsiure bei 28 Jahren negativ (siehe S.63,
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Tab. 25 und S.70, Abb. 8). Diese Korrelationen waren auf dem 0,05-Signifikanzniveau
signifikant. An T1 dagegen war keine Korrelation statistisch signifikant. Mit Ausnahme
der Korrelation zwischen Olsiure und der Knochendichte der LWS blieben die
Zusammenhinge auch nach Bereinigung um die Einflussvariablen (a, b) signifikant
(siehe S.67, Tab. 26 und S.68, Tab. 27).

Die zweite hochsignifikante Korrelation bestand zwischen dem Anteil der w6-Fettsiure
Eicosadiensdure (engl. eicosadienoic acid, EDA) der Phospholipide mit der
Knochendichte des Beckens an T2 (p=0,005). Auch nach der Korrektur (a, b) blieb der
positive Zusammenhang bestehen (siehe S.67, Tab. 26).

Weiter korrelierte Eicosadiensdure positiv mit der Knochendichte der LWS und der
Gesamtwirbelsidule sowie der Gesamtknochendichte bei T2. Hier erreichten die p-Werte
das 0,05%-Niveau. Nach der Korrektur (a, b) fielen diese Korrelationen als statistisch
nicht signifikant weg, mit Ausnahme der Korrelation zwischen Eicosadiensidure und der
BMD der LWS (siehe S.67, Tab. 26 und S.68, Tab. 27).

Dihomogammalinolensidure (engl. Dihomogammalinoleic acid, DGLA), eine weitere
06-PUFA, wies dhnliche Korrelationen auf. Bei T2 korrelierte
Dihomogammalinolensidure ebenso wie Eicosadiensdure positiv mit der Knochendichte
der gesamten Wirbelsdule (p= 0,037, siehe S.67, Tab. 26). Ebenfalls bei 28 Jahren
korrelierte DGLA zudem positiv mit der Gesamtknochendichte (p=0,024; siehe S.68,
Tab. 27). Die Korrelationen waren nach der Adjustierung um BMI, sportliche Aktivitét
und Vitamin D3 (@) nicht mehr signifikant (siehe S.68, Tab. 27). Nach der Adjustierung
um GroBe, Gewicht und sportliche Aktivitit (b) blieb die positive Korrelation mit der
BMD des gesamten Skeletts signifikant (siehe S.68, Tab. 27).

AuBer der einfach ungesiittigten Fettsiure Olsidure und den zwei w6-Fettsiuren EDA
und DGLA korrelierten einige gesittigte Fettsduren mit der Knochendichte. Dazu
gehorten die sehr langkettigen Fettsduren (engl. very long chain fatty acids, VLCFA)
Arachinsdure und Behensiure, die an T2 positiv mit der Knochendichte korrelierten
(siehe S.67, Tab. 26 und S.68, Tab. 27). Die beiden Sduren korrelierten positiv mit der
Knochendichte des Beckens, der gesamten Wirbelsdule und der Gesamtknochendichte.
Die Korrelationskoeffizienten waren fiir beide Sduren dhnlich. Nach der Korrektur fiir
die Einflussvariablen (@, ) waren die Korrelationen nicht signifikant. Neu nach der
Adjustierung zeigten sich dagegen zwischen der BMD der gesamten Wirbelsdule und

Behensdure bzw. Arachinsdure an T1 negative Korrelationen (siehe S.67, Tab. 26).
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Korrelationen zwischen der Knochendichte und Palmitinsidure erreichten nicht das
Signifikanzniveau. Da Palmitinsdure den grofiten Anteil der SAFA ausmacht, erklart
dies die fehlende Korrelation zwischen der Gruppe der SAFA und der Knochendichte
(siehe S.59, Tab. 20). Die Adjustierung (a, b) dnderte nichts daran, dass zwischen dem
relativen Anteil von Palmitinsdure in den Phospholipiden und der BMD an den
verschiedenen Lokalisationen kein statistisch signifikanter Zusammenhang bestand.

Zusammenfassend zeigte Olsidure einen starken negativen Zusammenhang mit der
BMD. Die w6-PUFA DGLA und EDA sowie die gesittigten VLCFA Arachin- und
Behensidure dagegen zeigten einen weniger deutlich ausgeprigten positiven
Zusammenhang mit der Knochendichte. Alle signifikanten Korrelationen traten bei T2

(28 Jahre) auf.

66



In BMD Becken [g/cm?]

In BMD LWS [g/cm?]

In BMD gesamte WS

Anteile der [g/cm?]
Fettséuren der T1 T2 T1 T2 T1 T2
Phospholipide | (24 Jahre) | (28 Jahre) | (24 Jahre) | (28 Jahre) | (24 Jahre) | (28 Jahre)
[%] (n=86) (n=89) (n=87) (n=89) (n=86) (n=89)

r P r P r P r P r P r P
In Palmitins&ure |0,05 0,618 | 0,01 0959 |-020 |0070 |0,11 |0320 |-0,04 |0,717 (0,03 |0,773
In Stearinsaure | 0,03 0,795 | 0,01 |0893 | 0,08 |0471 | 004 |0,717 | 004 (0,744 | 0,07 |0,538
In Arachinsaure |-0,09 0436 | 026 |0015 |-0,14 |0204 | 0,13 |0,240 |-0,17 |0,116®| 0,26 |0,012
In Behensaure |-0,06 (0589 | 025 |0017 [-006 0580 | 0,47 |0,115 |-0,17 (0,113 0,26 |0,013
In Lignocerin-  |0,07 0502 | 0,15 {0,167 |-008 |0446 | 006 [0574 |-0,18 |0098 | 0,12 |0,257
séure
In d-7-HDA 0,09 (0417 | 011 10285 | 0,05 |0677 | 0,11 (0330 | 0,01 {0909 | 0,18 |0,083
Ln Palmitélsaure | 0,17 (0,120 |-0,10 (0,368%] 0,08 (0452 |-0,03 |0,761 | 0,18 |0,091 |-0,05 |0,616
In Olséure 004 10703 |0,28 [0,007%]-0,06 (0599 |023 [0,031 |-005 |0653 |-027 0,010
In Vaccinsaure |0,07 0515 | 0,13 |0,219*| 004 |0,733 | 0,02 |0,881 | 0,05 (0671 | 0,01 |0927
In Nervonsaure | 004 0,732 | 0,19 (0,075 | 0,10 |0,378 | 0,13 |0,237 | 0,09 |0412 | 020 |0,0%
In LA 0,06 (0598 (012 |0262 | 008 |0467 009 (0381 |-007 |0552 |-0,16 |0,131
In GLA 0,05 0625 (014 |019 |-008 |0470 0,02 (0866 |-0,10 |0371 |-0,09 (0427
In EDA 0,03 (0801 | 0,30 [0,005%] 0,03 (0801 | 026 |0,015®] 001 [0928 | 0,22 |0,037
In DGLA 0,01 0950 | 0,19 (0068 |-0,10 |0,349 | 0,18 (0,103 | 0,11 (0314 | 0,22 (0,037
In AA 0,05 0671 | 0,18 |0,083*]-006 0583 | 0,15 |0,51*]-0,02 (0382 | 0,10 |0,355
In ALA 006 059 |04 (0178 |-004 |0,721 011 (0299 | 0,02 |08% |-0,10 |0,359
In ETEA 0,05 |063% |08 (0483 |-008 |0466 0,02 0818 | 0,05 |0668 |-0,04 (0,693
In EPA 0,07 0512 | 003 (0811 | 006 |0,601 | 0,07 (0515 | 0,04 0695 | 0,03 (0809
In DPA 0,03 0,751 | 0,09 |0,393 | 0,17 |0,1202 | 0,21 |0,045%| 0,19 |0,084%| 0,10 |0,335
In DHA 012 10,288 | 0,10 (0,357 | 0,09 |0425 | 0,90 (0376 | 0,16 |0,137 | 0,19 |0,076%

Tab. 26 Korrelationen der Anteile der Fettsauren der Phospholipide [%] mit der Knochendichte
(BMD, [glcm?]) des Beckens, der LWS und der gesamten Wirbelsdule: Korrelationskoeffizienten
(r), p-Werte und Probandenanzahl (n) bei T1 (24 Jahre) und T2 (28 Jahre) nach logarithmischer
Transformation. Signifikante Korrelationen sind farbig markiert : p<0,05 gelb, p<0,01 orange. War
die Korrelation nach der Adjustierung um BMI, sportliche Aktivitét und Vitamin D3 signifikant, ist
sie fett gedruckt und mit a markiert. War die Korrelation nach der Adjustierung um Grole,
Gewicht und sportliche Aktivitat signifikant, ist sie fett gedruckt und mit b markiert.
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In BMD Femurhals [g/cm?]

In BMD Hiifte [g/cm?]

In BMD gesamtes Skelett

Anteile der [g/cm?]
Fettsauren der T1 T2 T1 T2 T1 T2
Phospholipide | (24 Jahre) | (28 Jahre) | (24 Jahre) | (28 Jahre) | (24 Jahre) | (28 Jahre)
[%] (n=89) (n=89) (n=89) (n=89) (n=89) (n=89)

r p | r| p rlp | r | p r|op r | p
In Palmitins&ure (0,18 0,097 |-0,12 {0257 [-019 |0071 |-0,13 (0218 [-0,10 (0341 |-0,05 |0,662
In Stearinsaure | 026 (0015 [-003 {0,791 | 023 [0028 | 003 |0798 [ 025 (0020 |-0,01 {0951
In Arachinsaure (0,04 (0,711 | 006 |0551 |-009 |0412 | 0,12 (0,260 | 0,00 (0,990 | 0,23 |0,031
In Behensaure |0,10 |0371 |00 [0375 |-007 (0539 | 0,16 |0,128 [0,15 (0,49%| 0,27 |0,010
In Lignocerin-  |0,7 0,107 (001 [093%4 |-014 (0200 | 005 |0654 [021 [0,054%| 0,14 |0,185
séure
In d-7-HDA 003 |0815 | 011 (0313 | 005 0631 | 006 (0555 [-0,01 |0909 | 0,16 |0,136
In Palmitdlséure | 0,11 0323 | 002 |0886 |00 |0338 |-003 (0,749 |09 (0082 |-0,05 |0,648
In Olséure 0,01 (0923 |-017 (0,120 |-002 (0872 |-023 |0,032%|-002 (0848 |-027 (0,012
In Vaccinséure (0,02 |0831 | 001 {0921 [-006 0560 | 000 (0999 [-0,04 0735 | 0,14 |0,1%
In Nervonsaure (-0,14 0,183 | 0,19 (0079 [-014 |0,188 | 0,18 (0,092 [-0,05 |0615 | 0,25 |0,019
In LA 0,07 (0517 |002 |0857 |-001 |08% |-001 [0901 [-016 (0,138 |-0,08 |0,476
In GLA 004 (0741 (002 |0831 |-002 |0882 |-006 [0582 [-0,03 (0802 |-0,08 |0,458
In EDA 0,03 |0800 | 017 {0111 [-004 |0,740 | 0,12 (0260 |[-0,12 0263 | 0,24 |0,026
In DGLA 0,05 (0631 | 005 |0648 |-007 (0540 | 006 |0600 [0,09 |0418 | 024 |0,024°
In AA 0,07 (0510 [006 |0558 |-006 |0582 | 0,09 0413 |-0,07 (0515 | 0,22 |0,0372
In ALA 0,08 |0455 |-007 |0498 [003 |0792 |0,11 (0283 |00 0344 |-020 |0,059
In ETEA 0,04 (0706 |-004 [06% [-009 0417 (011 |0327 | 000 (0970 (0,18 |0,09220
In EPA 0,03 (0797 |01 |0313 |-005 |0629 | 0,09 0417 |003 (0812 |0,07 {0,503
In DPA 000 |0971 | 013 (0217 1000 0999 | 0,16 (0142 [-0,03 |0,/5%9 | 0,10 |0,330
In DHA 0,02 (0877 | 017 |0,410*]-003 (0801 | 0,18 |0,095®| 0,06 (0584 | 0,08 (0,430

Tab. 27 Korrelationen der Anteile der Fettsauren der Phospholipide [%] mit der Knochendichte
(BMD, [g/cm?]) des Femurhalses, der Hifte und des gesamten Skeletts: Korrelationskoeffizienten
(r), p-Werte und Probandenanzahl (n) bei T1 (24 Jahre) und T2 (28 Jahre) nach logarithmischer
Transformation. Signifikante Korrelationen sind farbig markiert : p<0,05 gelb. War die Korrelation
nach der Adjustierung um BMI, sportliche Aktivitat und Vitamin D3 signifikant, ist sie fett gedruckt
und mit a markiert. War die Korrelation nach der Adjustierung um GréRe, Gewicht und sportliche
Aktivitat signifikant, ist sie fett gedruckt und mit b markiert.
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Abb. 7 Korrelationen des Olséure-Anteils der Phospholipide [%] mit der Knochendichte (BMD,
[g/cm?]) a) des Beckens (r=-0,28, p=0,007) und b) der gesamten Wirbelsaule (r=-0,27, p=0,01)
bei T2 (28 Jahre) nach logarithmischer  Transformation:  Streudiagramme mit
Regressionsgeraden.
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Abb. 8 Korrelationen des Olséure-Anteils der Phospholipide [%] mit der Knochendichte (BMD,
[g/cm?]) a) der Hifte (r=-0,23, p=0,032) und b) des gesamten Skeletts (r=-0,27, p=0,012) bei T2
(28 Jahre) nach logarithmischer Transformation: Streudiagramme mit Regressionsgeraden.
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4.3.3.2 Korrelationen der Anteile einzelner Fettsduren der Phospholipide mit der

Verdnderung der Knochendichte

Die mittlere Veridnderung der Knochendichte der LWS, der Hiifte und des gesamten
Skeletts wurde aus den untransformierten (nicht logarithmierten) Daten erstellt. Die
BMD nahm im Intervall (vier Jahre) zwischen T1 und T2 an diesen Punkten minimal,
jedoch statistisch signifikant ab (siehe S.44, Tab. 13). Eine positive Korrelation einer
Fettsdure mit der Anderung bedeutete also eine Korrelation mit der erhdhten Abnahme
der BMD, wihrend eine negative Korrelation einen Zusammenhang mit einem
geringeren Knochendichteverlust ausdriickte.

Dihomogammalinolensdure (DGLA) korrelierte positiv mit der Veridnderung der
Gesamtknochendichte zwischen den Zeitpunkten. Diese Korrelation war als einzige
Korrelation fiir beide Messungen signifikant (T1: p= 0,022; T2: p=0,01; siehe S.72,
Tab. 28). Demnach wire DGLA mit einem erhohtem Knochendichteverlust assoziiert —
dies widerspricht aber den positiven Korrelationen dieser Sdure mit der Knochendichte
bei 28 Jahren (siche S.67, Tab. 26 und S. 68, Tab. 27).

Eine negative Korrelation zwischen DHA und der Anderung der BMD des gesamten
Skeletts bei T1 war statistisch signifikant, das hei3t Probanden mit einem hohen DHA-
Anteil der PL verloren im Mittel weniger Knochendichte im Messintervall (siehe S. 55,
Tab. 19).

Alles in allem zeigte sich kein klarer Zusammenhang zwischen den Fettsduren und dem

Knochendichteverlust im Messintervall.
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ABMD Hiifte [g/cm?] ABMD WS [g/cm?] ABMD gesamtes Skelett

Anteile der [g/cm?]
Fettsauren T1 T2 T1 T2 T1 T2
der Phospho- | (24 Jahre) | (28 Jahre) | (24 Jahre) | (28 Jahre) | (24 Jahre) | (28 Jahre)
lipide [%] (n=84) (n=85) (n=84) (n=85) (n=84) (n=85)

r p r p r p r p r p r p

In Palmitinséure | 0,01 {0,923 |-0,01 |0,947] 0,14 {0,202 |-0,06 {0,564 | 0,01 (0,921 | 0,09 |0,411
In Stearinséure | 0,17 {0,129 | 0,11 10,307 | 0,06 |0,595 |-0,02 |0,882|-0,02 |0,879 |-0,04 |0,714
In Arachinsaure | 0,08 {0,478 | 0,05 0,646 0,13 |0,244 |-0,18 {0,108 | 0,11 |0,339 | 0,09 {0,410
In Behenséaure (-0,04 |0,711|-0,13 |0,243] 0,24 0,029 | 0,06 {0,583 0,25 |0,019 | 0,15 |0,184
In Lignocerin-  {-0,02 {0,875 |-0,13 |0,232] 0,22 |0,044 | 0,10 {0,385 0,18 |0,097 | 0,09 |0,428
saure
In d-7-HDA -0,03 {0,775 | 0,15 | 0,184 |-0,08 |0,484 |-0,02 (0,849 [-0,02 |0,856 | 0,08 |0,497
In Palmitdlséure | 0,09 {0,403 | 0,23 |0,035] 0,13 0,226 | 0,11 {0,299 0,11 |0,316 | 0,16 |0,143
In Olséure -0,06 {0,591 | 0,04 |0,721| 0,08 |0,452{-0,11 |0,337] 0,08 |0,456 |-0,03 |0,776
In Vaccinsaure |-0,14 {0,199 | 0,14 |0,195]-0,21 |0,058 |-0,10 {0,374 |-0,17 |0,113 | 0,01 {0,950
In Nervonséure | 0,02 {0,859 |-0,01 0,953 ]-0,12 {0,280 |-0,10 {0,370 0,13 |0,224 |-0,08 |0,443

In LA -0,11 10,300 (-0,22 |0,047 |-0,16 |0,141|-0,04 |0,690| 0,03 |0,789 |-0,06 (0,576
In GLA 0,09 (0,438 {-0,15 0,168 ] 0,03 |0,755| 0,15 |0,164|-0,10 0,376 |-0,08 |0,489
In EDA -0,04 10,708 |-0,04 0,688 0,03 |0,768 |-0,04 |0,738| 0,18 0,100 | 0,22 (0,044
In DGLA 0,04 (0,744 | 0,02 |0,849] 0,00 |0,976| 0,18 |0,092] 0,25 {0,022 | 0,28 {0,010
In AA 0,01 /0,945 {-0,02 0,830]-0,10 |0,356 | 0,12 |0,268-0,05 {0,635 | 0,08 |0,484
In ALA -0,12 10,279 |-0,02 |0,882| 0,00 |0,977|-0,05 |0,662|-0,11 |0,325 |-0,09 |0,408
In ETEA -0,08 10,443 | 0,03 |0,757| 0,17 |0,112| 0,06 |0,609| 0,07 {0,517 | 0,09 (0,428
In EPA -0,12 10,256 | 0,06 0,576 | 0,08 |0,487| 0,09 |0,433-0,17 |0,123 |-0,06 {0,560
In DPA 0,03 |0,778 | 0,10 0,359 ]-0,07 |0,508 | 0,12 |0,275] 0,01 {0,921 |-0,02 {0,824
In DHA -0,01 10,937 | 0,06 |0,564 |-0,04 |0,728 |-0,04 |0,750|-0,23 {0,035 |-0,13 (0,234

Tab. 28 Korrelationen der Anteile der Fettsauren der Phospholipide [%] mit der Veranderung der
Knochendichte (ABMD, [g/cm?]) der Hiifte, der Wirbelsaule und des gesamten Skeletts zwischen
T1 und T2: Korrelationskoeffizienten (r), p-Werte und Probandenanzahl (n) bei T1 (24 Jahre) und
T2 (28 Jahre) nach logarithmischer Transformation. Signifikante Korrelationen sind farbig
markiert : p<0,05 gelb, p<0,01 orange.
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4.3.3.3 Korrelationen der Anteile einzelner Fettsduren der Phospholipide mit dem

Knochenmineralgehalt

Die Korrelationen zwischen den Fettsdureanteilen der Phospholipide und dem BMC
dhneln den Korrelationen der Fettsdureanteile mit der BMD. Dies ist nicht
verwunderlich, da der Mineralgehalt aus dem mit DXA-Technik gemessenen
Knochendichtewert errechnet wird und somit direkt von diesem abhéngt (siehe S. 15,
2.2.6 Knochendichte und Knochenmineralgehalt).

Erwihnenswert ist eine negative Korrelation zwischen Olsdure und dem Mineralgehalt
der Hiifte bei T2 (p=0,033). Dies ist in Einklang mit der Beobachtung, dass Olsiure mit
der Hiiftknochendichte negativ korreliert (sieche S. 68, Tab. 27). Eicosadiensdure
korrelierte an T2 positiv mit dem Mineralgehalt des gesamten Skeletts (p=0,035). Auch
diese Korrelation findet sich in der Korrelation zwischen Eicosadiensdure und der
Knochendichte des gesamten Skeletts wieder (siehe S.68, Tab. 27).

Nur die negative Beziehung zwischen Olsiure und dem BMC der Hiifte blieb nach
Korrektur fiir BMI, sportliche Aktivitdit und Vitamin D3-Gehalt iiber dem
Signifikanzniveau.

Somit ist die negative Korrelation zwischen Olsiure und dem BMC besonders
erwihnenswert, da sich dieser Zusammenhang auch zwischen Olsdure und der
Knochendichte finden lisst. Dieser Befund zeigt sich also zwischen Olsidure und BMD
sowie BMC. Korrelationen von anderen Fettsdauren mit BMD und BMC waren sehr viel

weniger deutlich ausgeprigt und groBtenteils nicht konsistent.
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In BMC Hiifte [g] In BMC Femurhals [g]
T1 (24 Jahre) T2 (28 Jahre) T1 (24 Jahre) T2 (28 Jahre)
(n=289) (n=89) (n=89) (n=89)
r p r p T p r p

Anteile der
Fettsauren der
Phospholipide [%)]

In Palmitinsure | -0,22 | 0,043 |-0,06 | 0,584 |-0,16 | 0,138 | -0,03 | 0,766
In Stearinséure 0,18 | 0,083 | 007 | 049 | 0,19 | 0,070 |-0,02 | 0,858
In Arachinséure -0,15 | 0,4702¢| 0,10 | 0,372 | -0,07 | 0528 | 0,44 | 0,182
In Behensaure -009 | 0410 | 009 | 0419 [-0,10 | 0349 | 0,14 | 0,187
In Lignocerinsaure | -0,10 | 0,372 |-0,02 | 0,887 |-0,13 | 0,240 | 0,06 | 0,572

In d-7-HDA 003 |0786 | 009 |0426 [ 001 |0926 | 008 | 0,452
In Palmit6lsaure 015 | 0,148 |-0,00 | 0949 ([ 017 | 0,022 | -0,07 | 0,486>
In Olséure 001 | 0943 |-023 | 0,0332~ 0,09 | 0418 |-019 | 0,070°

In Vaccinsaure 012 | 026 |-0,02 |0879 [-005 | 0632 | 0,05 | 0,654
In Nervonsaure -006 | 0573 | 0,13 | 0231 |[-007 | 0526 | 020 | 0,067

In LA 002 |08 |-006 |051 |[-004 | 069 |-0,02 | 0,860
In GLA -0,03 | 0748 |-0,04 |069% |[-008 |O0453 |-0,12 | 0,257
In EDA -004 | 0684 | 015 | 0170 | 002 | 0837 | 022 | 0,035
In DGLA -009 | 0413 | 005 |0643 [-015 |0152 | 0,04 | 0,700
In AA -005 | 0618 | 0,08 | 0439 [-012 | 0252 | 0,08 | 0433
In ALA 008 | 0438 |-003 |0764 [ 012 | 0283 |-011 | 0,316
In ETEA -0,06 | 0605 |-0,06 |0643 [-001 | 0951 |-0,08 | 0478
In EPA -001 |09%1 | 009 |0415 [ 002 | 0885 | 0,08 | 0,465
In DPA -001 | 097 | 008 |0478 [-004 |0710 | 0,08 | 0,484
In DHA -0,05 | 0670 | 0,09 |0389 [-001 |0892 | 014 | 0,204

Tab. 29 Korrelationen der Anteile der Fettséuren der Phospholipide [%] mit dem Mineralgehalt
(BMC, [g]) der Hifte und des Femurhalses: Korrelationskoeffizienten (r), p-Werte und
Probandenanzahl (n) fir T1 (24 Jahre) und T2 (28 Jahre) nach logarithmischer Transformation.
Signifikante Korrelationen sind farbig markiert : p<0,05 gelb. War die Korrelation nach der
Adjustierung um BMI, sportliche Aktivitat und Vitamin D3 signifikant, ist sie fett gedruckt und mit a
markiert. War die Korrelation nach der Adjustierung um Grolle, Gewicht und sportliche Aktivitat
signifikant, ist sie fett gedruckt und mit b markiert.
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S DISKUSSION

5.1 Die Wirkung von DHA und ®3-PUFA auf die Knochendichte

Die vorliegende Analyse der Knochendichtemessungen und Fettsduremuster der 102
Probanden aus Umea bei 24 und 28 Jahren fiihrt zu dem Ergebnis, dass in diesem
Kollektiv zu diesen Zeitpunkten kein statistisch signifikanter linearer Zusammenhang
zwischen der 3-Fettsiure DHA in den Phospholipiden und der mittels DXA
gemessenen Knochendichte bestand.

Dies steht im Gegensatz zu den Ergebnissen der Gruppe um Hogstrom, die das gleiche
Kollektiv an zwei fritheren Zeitpunkten (im Alter von 16 (Tb) und 22 (TO) Jahren)
untersuchte (Hogstrom et al. 2007). In diesen Messungen korreliert die w3-Fettsidure
DHA statistisch signifikant positiv mit der BMD des gesamten Skeletts (p=0,004) sowie
der gesamten Wirbelsdule (p=0,008) bei TO (22 Jahre).

Im Alter von 24 und 28 Jahren, an den in der vorliegenden Arbeit untersuchten
Zeitpunkten T1 und T2, waren diese Korrelationen nicht nachweisbar. Weder der
Zusammenhang von DHA mit der BMD des gesamten Skeletts (24 Jahre: p=0,584; 28
Jahre: p=0,43) noch mit der BMD der gesamten Wirbelsdule (24 Jahre: p=0,137; 28
Jahre: p=0,076) war statistisch signifikant (siehe S.55, Tab. 19). Lediglich nach
Adjustierung um Gro8e, Gewicht und sportliche Aktivitidt war die Korrelation zwischen
DHA und der BMD der gesamten Wirbelsidule im Alter von 28 Jahren (T2) signifikant
(p=0,012). Bei T1 jedoch lieB sich auch nach der Korrektur um die Einflussvariablen
keine signifikante Korrelation nachweisen. Wiirde ein Zusammenhang bestehen, der
durch Storvariablen maskiert wire, miisste nach der Adjustierung auch die Korrelation
bei 24 Jahren signifikant werden und sich Ubereinstimmungen mit der BMD anderer
Skelettorte finden lassen. Eine signifikante Korrelation zwischen DHA und der
Knochendichte des gesamten Skeletts fehlte aber ganz (siehe S.55, Tab. 19).

Bei 22 Jahren (TO) korrelierte DHA mit der Verdnderung der Knochendichte der
Wirbelsdule zwischen dem 16. und 22. Lebensjahr der Probanden (p=0,02) (Hogstrom
et al. 2007). Da in diesem Intervall ein Zuwachs an Knochendichte zu verzeichnen war,
bedeutet dies, dass ein hoherer DHA-Anteil mit einem groferen Gewinn an

Knochendichte der Wirbelsdule im Messintervall einher ging.
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Obgleich der Zusammenhang zwischen DHA und der BMD der Wirbelsdule bei 24
bzw. 28 Jahren fehlte, zeigte sich in der vorliegenden Analyse eine dhnliche Korrelation
von DHA mit der BMD des gesamten Skeletts. DHA korrelierte bei 24 Jahren negativ
mit der Veridnderung der BMD des gesamten Skeletts zwischen T1 und T2 (p=0,035,
sieche S.55 Tab. 19). Da die Knochendichte des gesamten Skeletts zwischen T1 und T2
im Durchschnitt abnahm, verloren Probanden, die mit 24 Jahren einen hohen DHA-
Anteil in den PL hatten, im Messintervall insgesamt weniger Knochendichte als
Probanden mit einem niedrigen DHA-Anteil. Insgesamt konnte jedoch die deutliche
Assoziation zwischen DHA und der BMD, die Hogstrom beobachtet hatte, in der
vorliegenden Analyse nicht gefunden werden.

In den Phospholipiden ist DHA die am stérksten vertretene Fettsdure in der Gruppe der
®3-PUFA (siche S. 47, Tab. 14). Die Korrelationen von DHA beeinflussen daher auch
die Korrelationen der Gruppe der ®3-Fettsiuren. Diese Uberlegung bestitigend fanden
Hogstrom et.al. bei 22 Jahren entsprechend den Korrelationen von DHA auch positive
Korrelationen der ®m3-PUFA als Gruppe mit der BMD des gesamten Skeletts (p= 0,02),
der Wirbelsdule (p= 0,02) und der Verinderung der BMD der Wirbelsdule (p= 0,02)
(Hogstrom et al. 2007).

Bei 24 und 28 Jahren wies DHA - wie bereits erwéhnt - keine positiven Korrelationen
mit der BMD auf. Folglich fanden sich auch keine Korrelationen zwischen der Gruppe
der @3-PUFA und der BMD. Erst nach Adjustierung um Gré8e, Gewicht und sportliche
Aktivitit korrelierten die w3-PUFA positiv mit der BMD der Wirbelsdule bei T1 (24
Jahre, p= 0,027) und T2 (28 Jahre p= 0,043, siche S.61, Tab. 21). Dies kann als ein
schwacher Hinweis auf eine positive Beziehung zwischen ®3-PUFA und BMD
gewertet werden, die von Hogstrom et. al. vorbeschrieben ist. Widerspriichlich ist
dagegen die schwach positive Korrelation der ®3-PUFA mit der Verdnderung der BMD
der Wirbelsdule bei 28 Jahren nach Adjustierung (p= 0,049, siehe S.62, Tab. 23). Da
sich die Knochendichte der Wirbelsdule im Messintervall erniedrigte, wiirde ein
positiver Zusammenhang von ABMD mit den ®3-Fettsduren auf einen erhohten
Knochendichteverlust bei einem hohen Anteil von w3-Fettsiduren schlieBen lassen. Dies
stinde auch im Widerspruch zu Hogstroms Ergebnissen.

Zusammenfassend konnten die eindeutigen positiven Korrelationen zwischen DHA
bzw. m3-Fettsduren und der Knochendichte bei jungen gesunden Minnern der durch

Hogstrom et. al. durchgefiihrten Analyse in der vorliegenden Arbeit nicht nachgewiesen
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werden. Es zeigten sich zwar bei 24 und 28 Jahren einige wenige positive Beziehungen
zwischen dieser Fettsduregruppe und der BMD. Aber nur eine Korrelation war bereits in
den Rohdaten apparent, der Grofteil trat erst nach Adjustierung um Einflussvariablen in
den signifikanten Bereich ein. Zudem existierte eine widerspriichliche Korrelation, die
einen negativen Einfluss von ®3-PUFA auf die Knochendichte nahelegt.

Um zu beleuchten, weshalb die Ergebnisse von Hogstrom et. al. in der vorliegenden
Arbeit nicht reproduziert werden konnten, sollen im Folgenden Aspekte des
Studiendesigns, der Messmethoden und des Probandenkollektivs der vorliegenden
Studie vor dem Hintergrund der aktuellen Studienlage zum Thema ®3-Fettsduren und

Knochendichte diskutiert werden.

Die Studie von Hogstrom et.al. nimmt in der Forschung zu Effekten von ®3-PUFA
beim Menschen eine besondere Stellung ein. Sie ist die einzige Arbeit, die den Anteil
der Fettsduren in den PL mit der mit DXA bestimmten Knochendichte bei jungen
gesunden Minnern untersucht hat. Die wissenschaftliche Diskussion zu dieser Frage ist
trotz langjdhrigem Forschungsinteresse kontrovers.

Zwei Studien, die in den 1990er Jahren von einer Forschungsgruppe um Kriiger
durchgefiihrt wurden, sind besonders hervorzuheben (van Papendorp 1995; Kruger et al.
1998). Die eindeutigen Ergebnisse dieser Publikationen erneuerten das Interesse der
Forschung fiir den Zusammenhang zwischen Fettsiuren und Knochenmetabolismus.
Auf sie nehmen viele Autoren spiterer Studien bei der Interpretation ihrer Ergebnisse

Bezug.

1995 fiihrten Kriiger, van Papendorp et. al. eine Pilotstudie an einem Kollektiv von 40
osteoporotischen Frauen durch (van Papendorp 1995). Die Frauen wurden in vier
Gruppen eingeteilt und erhielten iiber 16 Wochen eine Nahrungserginzung reich an ®3,
6, 03- und wo6-Fettsduren oder einen Placebo aus Olivendl. Die Nahrungserginzung
mit ®3-PUFA steigerte die Calciumabsorption im Darm und erhohte Osteoblasten-
aktivierende Faktoren. Uberdies stieg das Prokollagen, ein Biomarker fiir den
Knochenaufbau, und die alkalische Phosphatase, ein Parameter fiir den Knochenabbau,
sank. Dies werteten die Forscher als einen deutlichen Hinweis auf den positiven, also
Knochensubstanz-erhaltenden Einfluss von ®3-PUFA auf den Knochen, wenngleich in

dieser Studie die Knochendichte nicht gemessen wurde.
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Drei Jahre spiter fiihrten sie einen dhnlichen Versuch mit 65 osteoporotischen Frauen
durch, der ihre Hypothese bestitigte. Die Frauen bekamen 18 Monate lang entweder
eine Kapsel mit 60% Linolsdure, 8% GLA, 4% EPA und 3% DHA oder eine
Placebokapsel mit 97% gesittigten Fettsduren und 0,2% Linolsdure. In der
Verumgruppe war der BMD-Verlust an der LWS geringer als in der Kontrollgruppe.
Die BMD des Femurhalses erhohte sich sogar minimal im Vergleich zum Ausgangswert
(Kruger et al. 1998). Einschrinkend muss angemerkt werden, dass sich die mit @3-
PUFA supplementierte Gruppe in ihrer BMD zwar statistisch signifikant von der
Placebo-Gruppe unterschied, die Verdnderung der BMD innerhalb der Gruppen jedoch
nicht statistisch signifikant war (Kruger et al. 1998).

Tierversuche unterstiitzen die in den Studien von Kriiger aufgestellten Hypothese, dass
mit der Nahrung aufgenommene ®w3-PUFA eine positive Wirkung auf die BMD haben.
Ovariektomierte Nager sind ein Modell fiir Osteoporose, da ihnen wie Frauen nach der
Menopause die weiblichen Geschlechtshormone fehlen. ®3-PUFA hemmten im
Tiermodell den durch die Ovarektomie ausgelosten Knochendichteverlust. Mit ®3-
PUFA angereichertes Futter erhohte die mechanische Widerstandskraft der Knochen
(Sakaguchi et al. 1994), steigerte den BMC (Poulsen et al. 2007) und die BMD
(Fernandes et al. 2003) bei ovariektomierten Ratten. Auflerdem hemmten w3-PUFA die
Osteoklastogenese bei ovariektomierten Mausen (Sun et al. 2003).

Auch bei minnlichen Tieren verbesserten ®w3-Fettsduren die Knochenqualitit. w3-reiche
Nahrung fiihrte bei Ratten (Shen et al. 2007) und Japanwachteln (Liu et al. 2003) zu
einer erhohten mechanischen Widerstandsfahigkeit des Knochens. Zusitzlich war die
Osteoklastenanzahl bei den mit w3-PUFA gefiitterten Ratten geringer als in der
Kontrollgruppe (Shen et al. 2007) und die Japanwachtelménnchen hatten einen hoheren
Calcium- und Phosphatgehalt im Knochen und eine breitere Kortikalis als Wachteln,
deren Nahrung hohe Anteile an w6-Fettsduren und MUFA enthielten (Liu et al. 2003).
Nur einige wenige Tierstudien stellten keine Auswirkung von Fischdl auf die BMD und
den BMC bei Ratten (Sirois 2003) bzw. von verschiedenen 06:m3-PUFA-Anteilen in
der Nahrung auf den BMC von Ferkeln fest (Weiler 2002). Eine Studie berichtete sogar
tiber einen verstirkenden Effekt der langkettigen ®3-PUFA EPA auf den
Knochendichteverlust bei Ratten nach Ovarektomie (Poulsen 2006). Dieses Ergebnis ist
jedoch in der Gesamtschau isoliert. Die Ergebnisse aus Tierstudien sprechen somit

deutlich fiir einen Einfluss der ®3-PUFA auf die Knochendichte. Jedoch unterscheidet
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sich der Lipidmetabolismus von Tieren teilweise deutlich von dem des Menschen —
Ratten beispielsweise nutzen HDL zum Transport von Cholesterin im Blut, nicht LDL
wie der Mensch (Harris 1997). Mechanismen der ®3-PUFA auf den Lipidstoffwechsel
und ihre Verarbeitung im Organismus sind deshalb nicht ohne weiteres von Ratten auf
den Menschen iibertragbar. Zudem konnen im Experiment die aufgenommene Menge
der w3-PUFA durch die Tiere und andere Einflussfaktoren genau kontrolliert werden.
Dies ist in einer Studie mit Menschen natiirlich nicht im gleichen Mafle moglich. Bei

Humanstudien sind deshalb weniger eindeutige Ergebnisse zu erwarten.

Die oben erwihnten Studien mit osteoporotischen Frauen (van Papendorp 1995; Kruger
et al. 1998) und die beeindruckenden Ergebnisse aus der Forschung mit Tieren
entfachten breites wissenschaftliches Interesse an der Wirkung von ®3-PUFA auf den
Knochen beim Menschen. Die in der Folge durchgefiihrten klinischen Studien konnten
insgesamt diese klaren Zusammenhinge jedoch nicht reproduzieren. Studien mit
positiven und solche mit negativen Ergebnissen stehen sich gegeniiber.

So wurden bei einem groBen Probandenkollektiv von 891 Frauen Hinweise auf einen
negativen Effekt von langkettigen Fettsduren auf die Knochendichte gefunden:
Probandinnen, die laut Nahrungs-Fragebogen viele PUFA zu sich nahmen, litten unter
erhohtem BMD-Verlust am Femurhals (Macdonald et al. 2004). Dieses Ergebnis
widerspricht dem Grofteil der verdffentlichten Studien zu diesem Thema. Zudem muss
angemerkt werden, dass die Studie nicht zwischen ®3-PUFA und 6-PUFA
differenzierte.

Positive Effekte von ®w3-PUFA in der Nahrung auf die Knochen dagegen zeigte eine
aktuelle Diitstudie aus den USA. Die 23 Minner und Frauen waren deutlich jiinger als
die von Kriiger et. al. untersuchten Frauen und zudem {iibergewichtig. In dem
Kreuzversuch erhielten die Probanden eine typisch amerikanische Kost, eine w6-reiche
Kost (12,6% des Gesamtfettes war Linolsdure) und eine w3-reichen Kost (6,5% des
Gesamtfettes war a-Linolensidure). Ein Biomarker fiir Knochenabbau, die N-telopeptide,
sanken in den Phasen der ®6- und ®3-PUFA-reichen Didten. Der
Entziindungsparameter TNFa sank, als die Probanden sich ®3-reich erndhrten (Griel et
al. 2007).

Sowohl die beiden Studien von Kruger et. al. aus den 90er Jahren als auch die Arbeit

mit der iibergewichtigen Probandengruppe von Griel et. al. und der Grofteil der
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Tierversuche arbeiteten mit einer Substitution von ®w3-PUFA. In der hier vorliegenden
Studie wurde dagegen der status quo der Fettsduren in den PL bei individueller, nicht
durch die Studie beeinflusster Erndhrung der Probanden gemessen. Zwei Arbeiten mit
Kindern und Erwachsenen mit vergleichbarem Design fanden ebenfalls keinen
Zusammenhang zwischen DHA und BMD (Eriksson et al. 2009; Griffith et al. 2009).
Die Wirkung der @3-PUFA konnte also von der zugefiihrten Menge abhiéngig sein.

So korrelierten die Anteile von DHA bzw. ®w3-PUFA in den PL von achtjihrigen
Midchen und Jungen nicht signifikant mit der mit DXA gemessenen BMD (Eriksson et
al. 2009). Und der Vergleich der DHA-Anteile im Knochenmarksfett von Erwachsenen
mit leicht erniedrigter bzw. normaler BMD und osteoporotischen Probanden ergab
keinen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen (Griffith et al. 2009). Gezielte
Substitution der ®3-PUFA scheint deutlichere Effekte auf die Knochendichte zu
erbringen als die Analyse des status quo.

Gegen diese These spricht allerdings, dass in zwei weiteren Interventionsstudien keine
positiven Effekte von DHA bzw. ®3-Fettsduren auf die Knochendichte gefunden
wurden. Diesen Studien ist gemein, dass sie im Gegensatz zu Arbeiten von Kriiger et.al.
und Griel et. al. keine Surrogatparameter -einsetzten, sondern die ZielgroBe
Knochendichte direkt mittels DXA maflen. Moglicherweise reicht der Effekt einer m3-
PUFA Substitution aus, um Surrogatparameter zu verdndern, hat aber auf die
Knochendichte keinen messbaren Effekt.

In der ersten Studie erhielten 43 prd- und 42 postmenopausale Frauen zwolf Monate
lang eine Efacal-Kapsel (1g Calcium, 4g Nachtkerzenol, 440mg Fischol) bzw.
Kontrollkapsel (1g Calcium). Weder bei den prd- noch bei den postmenopausalen
Frauen bestanden signifikante Unterschiede in der Veridnderung der BMD zwischen
Kontroll- und Verumgruppe (Bassey et al. 2000).

In der zweiten Studie, die ebenfalls iiber zwolf Monate durchgefiihrt wurde, bekamen
postmenopausale Frauen 40g/Tag Leinsamendl oder einen Placebo (Weizenkeimdl). Es
bestand kein Unterschied im Knochendichteverlust in der LWS und am Femurhals
zwischen den beiden Gruppen (Dodin et al. 2005).

Einschrinkend muss angemerkt werden, dass das von Dodin et. al. verwendete
Leinsamendl besonders reich an a-Linolensdure ist (Dodin et al. 2005). Dies konnte
einen fehlenden Erfolg der Substitution erkldren, denn diskutiert wird vor allem die

Wirkung der 20 C-Atome langen DHA auf den Knochen. a-Linolenséure weist nur 18
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C-Atome auf und hat vermutlich einen geringeren oder gar keinen Effekt auf die

Knochendichte.

Dennoch ist es plausibel, dass sich DHA bzw. ®3-PUFA zwar messbar auf
Surrogatparameter fiir Knochenauf und -abbau, nicht aber signifikant auf die
Knochendichte auswirken.

Als  Surrogatparameter konnen auch die in vielen Studien verwendeten
Erndhrungsfragebdgen (engl. Food frequency questionnaires, FFQ) bezeichnet werden.
Sie sind problematisch, da sie die aufgenommene Hohe der w3-PUFA nur ungenau
erfassen. Dagegen wurden in der vorliegenden Arbeit die Anteile der Fettsduren in den
Phospholipiden gemessen. Diese bilden die mit der Nahrung aufgenommenen
Fettsduren sehr genau ab (Ma et al. 1995; Nikkari et al. 1995; Saadatian-Elahi et al.
2009) und zeigen ein Bild der Erndhrung der letzten Wochen (Lovegrove et al. 1997,
Mantzioris et al. 2000). Dies gilt vor allem fiir mehrfach ungesittigte Fettsduren
(PUFA), da diese im Gegensatz zu den gesittigten (SAFA) und einfach ungesittigten
Fettsduren (MUFA) nur minimal verstoffwechselt (Pawlosky et al. 2001; Burdge et al.
2002; Burdge and Wootton 2002; Goyens et al. 2005; Brenna et al. 2009) und auBlerdem
in den Phospholipiden angereichert werden (Nikkari et al. 1995; Fekete et al. 2009).
Humanstudien, die mit FFQ oder dhnlichen Methoden die Aufnahme von ®3-PUFA
malen, zeigten teils sowohl einen Zusammenhang zwischen aufgenommenen ®3-PUFA
und Knochendichte (Weiss et al. 2005; Rousseau et al. 2009) als auch keinen Effekt der
Fettsduren (Macdonald et al. 2004; Corwin et al. 2006; Zalloua et al. 2007).

Als Messinstrument sind Fragebdgen ungenau, da sie oft nicht detailliert genug auf ®3-
PUFA-haltige Nahrungsmittel eingehen (Sullivan et al. 2008). Der w3-PUFA-Gehalt
beispielsweise von Fleisch wurde lange unterschiitzt. Dabei machen zum Beispiel in
Australien die aus Fleisch aufgenommenen ®3-PUFA etwa 50% der insgesamt
verzehrten ®3-Fettsduren aus (Howe et al. 2006). Errechnete Fettsduremengen mit Hilfe
von FFQ korrelieren zudem nur méfig mit im Serum gemessenen Fettsdureprofilen (Ma
et al. 1995), ein Problem, das auch bei den w3-Fettsduren auftritt (Welch et al. 2006).
Dies kann einerseits an der ungenauen Erfassung der aufgenommenen Menge durch die
FFQ liegen. Andererseits gibt es auch Faktoren, die die Aufnahme und
Verstoffwechselung der Fettsduren beeinflussen. Neben Unterschieden zwischen den

Geschlechtern, die hormonell bedingt sind (Giltay et al. 2004), ist ein Beispiel dafiir
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Alkoholkonsum (Saadatian-Elahi et al. 2009). Auch andere Nahrungsbestandteile
konnen die Aufnahme der w3-Fettsduren beeinflussen. So verminderte beispielsweise
eine hohe Linolsdurezufuhr die Aufnahme von EPA in Neutrophilenmembranen
(Cleland et al. 1992). Der Vorteil einer Messung in den Phospholipiden besteht also
unter anderem in der Abbildung der dem Korper zur Verfligung stehenden
Fettsduregruppen, wihrend in FFQ nur die verzehrte Menge der Fette angegeben
werden kann. Schlielich gibt es neben den standardisierten FFQ weitere Formen der
Befragung, etwa 24-Stunden-Recalls oder 7-Tage-Essenstagebiicher, die bei gleicher
Kost die Quantitdt einzelner Nahrungsbestandteile ganz unterschiedlich einschitzen
(Welch et al. 2006). Die Messung der Fettsduren in den Plasmaphospholipiden ist
dagegen als korrekter und dosisabhiingiger Biomarker anerkannt (Fekete et al. 2009).

Das unterschiedliche Studiendesign und die Verwendung von Surrogatparametern
anstatt der direkten Messung der BMD oder der Fettsduren konnte ein Grund dafiir sein,
dass in einigen Humanstudien Zusammenhinge gefunden wurden, die in den

vorliegenden Daten nicht zu Tage treten.

Dass das Studiendesign eine Auswirkung auf das Ergebnis der Studie hat, legt folgende
Uberlegung nahe:

Von neun Humanstudien, die einen positiven Zusammenhang zwischen ®w3-PUFA und
BMD fanden, mallen zwei nicht die Knochendichte direkt, sondern Surrogatparameter
z.B. biochemische Marker fiir Knochenauf- und abbau (van Papendorp 1995; Griel et al.
2007). In sieben Studien wurde die Knochendichte mit DXA bestimmt (Kruger et al.
1998; Baggio et al. 2005; Weiss et al. 2005; Gronowitz et al. 2006; Hogstrom et al.
2007; Gronowitz et al. 2008; Rousseau et al. 2009). Drei dieser Studien arbeiteten mit
Probanden, die durch eine Grunderkrankung einen veridnderten Knochenstoffwechsel
und Lipidstatus hatten (Baggio et al. 2005; Gronowitz et al. 2006; Gronowitz et al.
2008) und zwei maBen nicht den Lipidstatus, sondern lediglich die Nahrungsaufnahme
per FFQ (Weiss et al. 2005; Rousseau et al. 2009). Es bleiben nur zwei Arbeiten iibrig,
von denen eine mit ®3-PUFA Substitution arbeitet (Kruger et al. 1998), so dass also nur
die Studie von Hogstrom et.al. (Hogstrom et al. 2007) als direkt vergleichbar mit der
vorliegenden Arbeit gelten kann, wobei die Probanden in dieser Analyse sich in einer
anderen Phase des Skelettreifung befinden als zum Zeitpunkt der in der vorliegenden

Arbeit verwendeten Analysen (siehe unten).

82



Das Alter der Probanden ist ein weiterer Punkt, an dem die Humanstudien differieren.
Der Grund fiir die heterogenen Ergebnisse konnte somit auch in der Qualitét, also den
Merkmalen der Probandengruppen liegen.

Kriiger et.al. untersuchten Erwachsene im Senium (van Papendorp 1995; Kruger et al.
1998), wihrend die Probanden der vorliegenden Studie junge Erwachsene waren.
Andere Arbeiten schlossen wiederum Kinder bis Erwachsene unterschiedlicher
Altergruppen ein. Das Alter ist auch ein wichtiger Unterschied zwischen der
vorliegenden Studie und der Arbeit von Hogstrom et.al., der das in der vorliegenden
Studie untersuchte Probandenkollektiv in einem jiingeren Alter beforschte (Hogstrom et
al. 2007).

Ergebnisse aus Tierstudien legen nahe, dass vor allem das wachsende Skelett positiv auf
3-PUFA-Zufuhr reagiert. Bei jungen Ratten fand sich eine positive Korrelation
zwischen dem DHA-Gehalt der Nahrung und dem Mineralgehalt des Femur (Li et al.
2010) sowie eine erhohte Calciumresorption, wenn ®3-PUFA und konjugierte
Linolsdure (eine m6-Fettsdure) im Futter kombiniert wurden (Kelly et al. 2003). Die
Knochen von junge Ratten mit ®3-Mangel frakturierten frither als in der
Kontrollgruppe, ein Unterschied, der durch erhohte Zufuhr von ALA und DHA wieder
ausgeglichen werden konnte (Reinwald et al. 2004). Hiihnerkiiken, die Futter mit einem
hohen Anteil an gesiittigten Fettsduren bekamen, hatten ein hoheres Remodelling der
Knochen, als Kiiken, die w6- und ®3-reiches Futter bekamen (Watkins et al. 1997).

Bei den mit Kindern und Jugendlichen durchgefiihrten Studien dagegen ist, wie bei den
Erwachsenen die Ergebnislage, kontrovers. Es gibt Hinweise darauf, dass das Alter des
Skeletts einen Einfluss darauf hat, ob ®3-PUFA sich statistisch signifikant auf die
Knochendichte auswirken.

So wurde eine positive Korrelation zwischen DHA im Blut und der BMD der
Lumbalwirbelsidule bei 35 Kindern, nicht jedoch bei 19 Erwachsenen mit Zystischer
Fibrose gefunden (Gronowitz et al. 2006). Die untersuchten Jungen waren
durchschnittlich 13 Jahre bei der ersten Messung und 15 Jahre bei der zweiten Messung.
Das Alter der Ménner entspricht dem Kollektiv der vorliegenden Arbeit: Zu Beginn der
Studie waren sie 24 Jahre, am Ende 27 Jahre alt. Das Alter der untersuchten Kinder
entspricht eher der Analyse der Probanden bei 16 bzw. 22 Jahren, die durch Hogstrom
et. al. durchgefiihrt wurde (Hogstrom et al. 2007). Entsprechend konnte das Alter als
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Einflussgrofle erkldren, warum beim vorliegenden Kollektiv mit 16/22 Jahren ein
Zusammenhang zwischen DHA und BMD gefunden wurde, bei der spiteren Analyse
mit 24/28 Jahren jedoch nicht.

Der Mechanismus hinter dieser Beobachtung konnte sein, dass metabolische Faktoren
wie 3-Fettsduren unterschiedliche Effekte auf wachsende und ausgewachsene
Knochen haben. Die Knochen von Kindern sammeln Masse an. Nach Erreichen der
maximalen Knochendichte (engl. Peak bone mass, PBM) setzt dann ein lebenslanger
Verlust von Knochenmasse ein.

Die PBM ist stark genetisch determiniert und der Startpunkt fiir den folgenden
Dichteverlust. Thre Hohe bestimmt somit auch die Knochendichte im Alter und das
damit verbundene Risiko fiir osteoporotische Erkrankungen (Seeman et al. 1994;
Bradney et al. 2000; Heaney et al. 2000).

Die PBM wird an unterschiedlichen Punkten des Skeletts zu verschiedenen Zeitpunkten
erreicht. Im Schnitt liegt dieser Zeitpunkt in der spéten Adoleszenz (Henry et al. 2004),
(Kelly et al. 2009). Am Femurhals wird die maximale BMD zwischen 18 und 25 Jahren
erreicht (Bonjour et al. 1991; Szulc et al. 2000), die volumetrische BMD (eine
dreidimensionale = Knochendichtemessung, bei der zwischen Kortikalis und
trabekuldrem Knochen unterschieden werden kann) sogar schon mit zwdlf Jahren
(Henry et al. 2004). In der Lumbalwirbelsidule wird die PBM zwischen dem 18. und 29.
Lebensjahr erreicht (Bonjour et al. 1991; Szulc et al. 2000; Henry et al. 2004).

Ein Grofiteil des Calciums des erwachsenen Skeletts wird in der Pubertit eingelagert,
die einen Schliisselzeitpunkt fiir das Ansammeln von Knochendichte darstellt (Bonjour
et al. 1991; Bradney et al. 2000; Henry et al. 2004).

Eine Richtschnur fiir die durchschnittliche Knochendichte des gesamten Skeletts in
einem gegebenen Alter bieten die Kontrollkurven des National Health and Nutrition
Survey (NHANES). Die BMD und der BMC des gesamten Skeletts von 10 000
ménnlichen und 10 000 weiblichen Probanden im Alter von acht bis 85 Jahren wurden
den Kurven zu Grunde gelegt (Kelly et al. 2009). Dort stellt sich fiir die BMD des
gesamten Skeletts bei hellhdutigen Ménnern ein starker Anstieg der BMD bis um das
17. Lebensjahr dar. Danach flacht die Kurve ab, d.h. die Knochendichte steigt zwischen
dem 20. und dem 30. Lebensjahr nur noch minimal (Kelly et al. 2009). Mit 24 bzw. 28
Jahren waren somit die Probanden der vorliegenden Studie in einem Alter, in dem sich
die Knochendichte nicht mehr entscheidend verdndert (Slosman et al. 1994). Zwischen

16 und 22 Jahren dagegen, dem von Hogstrom untersuchten Alterszeitraum, verdndert
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sich die Knochendichte noch stark. Effekte von w3-Fettsduren auf den Knochen sind in
dem hier analysierten Kollektiv womdglich deshalb nicht nachweisbar, da das Skelett
der Probanden ausgewachsen ist und sich in einer Phase befindet, in der die Anlagerung
von Calcium und das Steigen der BMD in einen den Rest des Lebens wihrenden
Verlust an Knochendichte umschlagen. Die Effekte von Ernihrungsfaktoren wie der
Hohe der w3-PUFA sind vor dem Hintergrund dieser Entwicklung mit hoher
Wahrscheinlichkeit nicht gro3 genug, um eine statistisch signifikante Beziehung

zwischen ®3-PUFA und BMD abzubilden.

Der Einfluss von Lebensstil und Erndhrung macht neben der genetischen Disposition
ohnehin nur einen kleinen Teil der Varianz der Knochendichte aus. Schitzungen aus
Familien- und Zwillingsstudien gehen davon aus, dass zwischen 44% und 79% der
Varianz der Knochendichte genetisch determiniert ist (Pocock et al. 1987; Duncan et al.
2003; Ng et al. 2006).

Ein weiteres entscheidendes Merkmal ist das Geschlecht der Probanden. In der
vorliegenden Arbeit wurden minnliche Probanden untersucht, die Erkenntnisse iiber
den Einfluss von w3-PUFA auf den Knochenstoffwechsel basieren dagegen grofitenteils
auf Studien mit weiblichen Probandenkollektiven. Dies ist problematisch, da sich
Erndhrungsgewohnheiten und Stoffwechsel von Ménnern und Frauen unterscheiden.
Zum Einen verzehren Minner im Durchschnitt weniger Fisch (Welch et al. 2006), zum
anderen haben sie auch bei gleicher Kost hormonabhiingig eine niedrigere ®3-PUFA-
Konzentration in den Plasmaphospholipiden als Frauen (Nikkari et al. 1995; Giltay et
al. 2004). Ein Vergleich von Minnern und Frauen und von Frauen mit und ohne orale
Kontrazeption konnte zeigen, dass Ostrogen dabei eine Schliisselrolle spielt (Giltay et
al. 2004; Bakewell et al. 2006). Das Geschlechtshormon erhoht die Konzentration von
DHA in den PL, vermutlich durch eine gesteigerte Biosynthese von DHA aus ALA.

Dass das Geschlecht die statistische Beziehung zwischen der Aufnahme von ®3-PUFA
und BMD beeinflussen kann, zeigt eine aktuelle Studie mit chinesischen Minnern und
Frauen. Bei Frauen bestand eine positive Korrelation zwischen Fischverzehr und der

Hiiftknochendichte, bei Miénnern jedoch nicht (Zalloua et al. 2007).

Die jungen, schwedischen Minner, die in der vorliegenden Arbeit das

Probandenkollektiv bildeten, weisen noch eine weitere Besonderheit auf: Sie waren
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gesund. Dies steht im Gegensatz zu der Mehrzahl der Studien, die eine positive
Korrelationen zwischen ®3-PUFA und der BMD bzw. Surrogatparametern fiir
Knochenaufbau nachwiesen. Hier bestanden die Probandenkollektive aus Patienten mit
unterschiedlichen Grunderkrankungen.

Bei jungen Minnern mit Zystischer Fibrose beispielsweise korrelierte der DHA-Anteil
der Plasmaphospholipide positiv mit dem endostalen Umfang des Femurs (Gronowitz et
al. 2008). Bei der Kontrollgruppe jedoch, die aus gesunden Minnern etwa des gleichen
Alters  bestand, = waren  keine  signifikanten = Zusammenhinge  zwischen
Fettsdurekomposition der Phospholipide und dem Knochen messbar. Zystische Fibrose-
(CF)-Patienten haben ein veréndertes Fettsdureprofil, unter anderem einen Mangel an
essentiellen Fettsduren (Gronowitz et al. 2008). Dies lasst wahrscheinlich die Effekte
der 3-Fettsduren besonders deutlich zu Tage treten. Auch Patienten nach
Nierentransplantation haben eine verdnderte Fettsdurekomposition, und auch bei ihnen
bestand zwischen dem Anteil von ®3-PUFA in den Plasmaphospholipiden und der
BMD des Femurhalses eine positive Assoziation (Baggio et al. 2005). Bei Frauen mit
Osteoporose — einer Krankheit, die auf einem verdnderten Knochenstoffwechsel beruht
— wurden positive Effekte von ®w3-PUFA auf die Knochendichte nachgewiesen (van
Papendorp 1995; Kruger et al. 1998). Die Probanden einer Diét-Interventionsstudie
waren adipds (Griel et al. 2007) und die Probanden einer weiteren Studie hatten ein
Durchschnittsalter von 79 Jahren, ein Alter, in dem wohl nur eine Minderheit
vollkommen gesund ist (Rousseau et al. 2009).

In einem Grofteil der Humanstudien wurden also Effekte von ®3-PUFA auf den
Knochen bei Menschen nachgewiesen, die durch eine Grunderkrankung, ihr Gewicht
oder ihr Alter eine verdnderte Stoffwechsellage der Knochen, der Fettsduren oder von
beidem  hatten. @ Zudem  aktiviert = Krankheit  Entziindungsfaktoren.  Die
entziindungshemmenden Eigenschaften der ®3-PUFA wurden in Zellversuchen (Kelley
et al. 1999; Calder 2009) und Versuchen mit Tieren nachgewiesen (Watkins et al.
2000). Bei Menschen senkten w3-PUFA Zytokine, die den Knochenabbau foérdern
(Mantzioris et al. 2000), bzw. ihre Hohe korrelierte negativ mit diesen Zytokinen
(Caughey et al. 1996; Mantzioris et al. 2000). In einem chronisch kranken Organismus
konnten die Effekte der m3-PUFA auf den Knochen also besonders hervortreten, weil
ihre entziindungshemmenden Eigenschaften dort stirker ins Gewicht fallen als in einem

jungen, gesunden Organismus. ®3-PUFA beeinflussten Krankheiten, die auf
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chronischer Entziindung beruhen, wie die Rheumatoide Arthritis (Kremer et al. 1995;
Berbert et al. 2005; Galarraga et al. 2008; Dawczynski et al. 2009) und
Darmerkrankungen (Calder 2008). In einer Studie zu den Effekten von w3-PUFA auf
das Herz-Kreislaufsystem profitierten vor allem vorbelastete Patienten mit Koronarer
Herzkrankheit von der ®3-PUFA-Einnahme (Yokoyama et al. 2007).

Die Studie von Hogstrom et.al. ist die einzige Studie, die Effekte des w3-PUFA-Anteils
in den Phospholipiden auf die Knochen bei jungen gesunden Probanden zeigen konnte.
Die Mehrzahl der Studien, die dieses Ergebnis bestitigten, arbeiteten mit Probanden,
deren Fett- oder Knochenstoffwechsel krankheitsbedingt verdndert waren. Dies spricht
fiir die Hypothese, dass ein Mensch mit einem Mangel an ®3-Fettsiuren im Rahmen
einer chronischen Krankheit eine stirkere Reaktion auf w3-PUFA-Zufuhr zeigt als ein
gesunder Mensch, der ausreichend mit essentiellen Fettsduren und anderen
Nahrungselementen versorgt ist. ®3-PUFA haben zudem eine anti-inflammatorische
Wirkung, die bei chronischen Entziindungen stirker ins Gewicht fillt, als in einem

gesunden Organismus.

Neben dem Konzept einer Studie und den Merkmalen der untersuchten Personen
bestimmen Einflussvariablen mafBgeblich das Resultat einer Beobachtung, da sie
Effekte auf die abhiingige Variable haben und so die gesuchte Korrelation zwischen
unabhingiger und abhingiger Variablen maskieren konnen. FEinflussgrofen der
Knochendichte, zum Beispiel der Vitamin D3-Status, konnen bei chronisch Kranken
ebenfalls verdndert sein. Dagegen waren die Probanden der vorliegenden Arbeit sogar
in ihrer Altergruppe iiberdurchschnittlich mit Vitamin D3 versorgt (siehe S.38, Tab. 12,
(Chapuy et al. 1997; Lamberg-Allardt et al. 2001)). Bei einer guten Grundversorgung
des Korpers nicht nur mit essentiellen Fettsduren, sondern auch Vitaminen und
korperlichen Merkmalen, die die BMD beeinflussen, konnte der Einfluss der ®3-PUFA
geringer ausgeprigt sein als in einem Organismus, der einen Mangel an fiir die
Knochengesundheit wichtigen Faktoren aufweist.

Um den FEinfluss von Storvariablen vernachlidssigen zu konnen, wurden in der
vorliegenden Arbeit die Korrelationen um das Gewicht, die GroBe, die sportliche
Aktivitdt und den Vitamin D3 Status korrigiert. Der Vitamin D3 Status und der BMI
beeinflussten in der vorliegenden Analyse an T1 und T2 sowohl BMD als auch BMC
positiv, das heiBit je hoher der Vitamin D3-Gehalt im Blut und je hoher der BMI der
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Probanden, desto hoher waren auch BMD und BMC (siehe S. 50, Tab. 15 und S. 51,
Tab. 16). Diese Zusammenhinge sind auch aus der Literatur bekannt (Collins et al.
1998; Valimaki et al. 2004; Adams 2010). Auch die sportliche Aktivitdt der Probanden
hatte an T1 statistisch signifikant positive Auswirkungen auf die BMD, nicht jedoch an
T2 (siche S.53,Tab. 17). Ubereinstimmend wird in der Literatur sportliche Aktivitit als
positiver Einflussfaktor der Knochendichte beschrieben (Valimaki et al. 1994; Ruffing
et al. 2006).

Eine ganze Reihe weiterer Faktoren konnen einen Einfluss auf die Knochendichte
nehmen. Nicht alle konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit gemessen werden,
somit konnte eine Korrektur fiir diese Faktoren nicht erfolgen.

Vitamin D3 beispielsweise reguliert die Calciumhomdostase - es fiihrt bei
Calciummangel sowohl zu einer vermehrten Calciumabsorption im Darm als auch zu
einer Mobilisierung dieses Minerals aus den Knochen (Adams 2010): Die Aufnahme
von Calcium scheint in Abhéngigkeit eines ausreichenden Vitamin D3 Spiegels die
Knochendichte positiv zu beeinflussen. Die Ergebnisse sind jedoch inkonsistent und
einige Studien konnten keinen Zusammenhang zwischen Calcium und hoher
Knochendichte nachweisen (Papaioannou et al. 2009). Zur Versorgung der Probanden
der vorliegenden Arbeit mit Calcium liegen keine Werte vor, so dass dieser
Einflussfaktor nicht korrigiert werden kann.

Nicht gemessen wurden ferner der Alkoholkonsum der Probanden und ob sie Raucher
oder Nichtraucher waren. Alkohol verdndert abhingig von der Menge die
Knochendichte: Personen mit Alkoholkrankheit haben eine geringere Knochendichte als
gesunde Personen (Diamond et al. 1989). Moderater Alkoholkonsum dagegen scheint
verglichen mit Abstinenz oder starkem Konsum mit hoherer BMD einherzugehen oder
zumindest neutral zu sein (Mukamal et al. 2007; Wosje and Kalkwarf 2007;
Papaioannou et al. 2009). Einen eindeutig abtriiglichen Effekt auf die Knochendichte
hat das Zigarettenrauchen. Raucher haben ein hoheres Frakturrisiko als Nichtraucher
(Trimpou et al. 2010) und eine niedrigere Knochendichte (Papaioannou et al. 2009).
Uberraschenderweise wurde bei Rauchern eine erhohte ®3-Bioverfiigbarkeit und eine
erhohte Syntheserate von langkettigen 3-Fettsduren beobachtet, vermutlich als

Ausgleich fiir zigaretteninduzierte Lipidoxidation (Pawlosky et al. 2007). Dies
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unterstreicht einmal mehr, dass w3-PUFA als isolierter Faktor Unterschiede in der
BMD nicht hinreichend erklért.

Ein weiterer wichtiger Aspekt ist der Hormonstatus der Probanden. Der
Testosteronspiegel greift iiber die Verminderung von Ostrogenen in den ®3-PUFA
Stoffwechsel ein und fithrt zu einer Verminderung der DHA-Spiegel (Giltay et al.
2004). Wihrend bei Minnern keine Unwandlung von ALA in DHA gemessen wurde
(Burdge et al. 2002), war dies bei Frauen, vor allem wenn diese hormonelle Verhiitung
verwendeten, mittels Isotopen-Tracern moglich (Burdge and Wootton 2002). Der

Testosteronspiegel wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht bestimmt.

Es kann nicht sicher ausgeschlossen werden, dass in der vorliegenden Arbeit eine
Assoziation der w3-PUFA in den Phospholipiden mit der BMD aufgrund eines nicht
gemessenen FEinflussfaktors maskiert wurde. Andererseits wurde fiir die wichtigsten
bekannten Einflussvariablen der Knochendichte, wie Vitamin D, BMI und sportliche
Aktivitdt korrigiert. Daher ist es unwahrscheinlich, dass ein starker Zusammenhang

zwischen ®3-PUFA und BMD so komplett maskiert werden konnte.

5.2 Die Wirkung von Arachidonsiure und w6-PUFA auf die Knochendichte

Eine wichtige Eigenschaft der ®3-PUFA besteht darin, die Synthese von
Entziindungsmediatoren aus ®6-PUFA zu vermindern, da ®3- und w6-PUFA in der
Zelle um das gleiche Enzym konkurrieren (Brenner 1974; Calder 2009). Die Hohe der
®6-PUFA in einem Organismus kann demnach auch den Einfluss der ®3-PUFA auf den
Knochen verdndern. Hohere Anteile von w3-PUFA und niedrigere ®w6-Anteile in der
Nahrung von Ratten verminderten die ex vivo PGE2-Produktion, ein mit Knochenabbau
assoziiertes Zytokin (Watkins et al. 2000). In einer Studie mit Menschen war ein
erhohtes Linolsidure:a-Linolensdure-Verhiltnis, also ein hoher Anteil von ®w6-PUFA,
negativ mit der BMD der Hiifte bei Minnern und Frauen korreliert. Bei Frauen, die
keine Hormonersatztherapie erhielten, galt dies auch fiir die Knochendichte der LWS
(Weiss et al. 2005). In einem gemischtgeschlechtlichen geriatrischen Kollektiv wurde
dagegen kein Zusammenhang der BMD mit dem Verhiltnis zwischen ®3- und 6-

PUFA gefunden (Rousseau et al. 2009).
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Die Gleichung, ,,je mehr w3-PUFA und je weniger w6-PUFA, desto besser fiir die
Knochengesundheit®, geht so einfach allerdings nicht auf: Bei Kaninchen z.B., die ein
sehr schnelles Skelettwachstum aufweisen, fiihrten sehr hohe w3-PUFA-Anteile in der
Nahrung zu vermindertem Léingenwachstum der Tibia (Judex et al. 2000). Und ein zu
geringer Anteil von w6-Fettsduren scheint der Knochengesundheit ebenfalls abtriglich
zu sein und zum Beispiel die Kortikalis zu verdiinnen (Judex et al. 2000; Korotkova et
al. 2004).

In dem in der vorliegenden Arbeit untersuchten Probandenkollektiv junger
schwedischer Minner bestand sogar eine positive Beziehung zwischen dem
Arachidonsidure-(AA)-Anteil der PL und der Knochendichte. Bei 28 Jahren (T2)
korrelierte AA positiv mit der BMD des gesamten Skeletts (p=0,037, siehe S.68, Tab.
27). Nach Adjustierung um Grofle, Gewicht und sportliche Aktivitidt war AA ferner bei
28 Jahren positiv mit der BMD des Beckens und der LWS verbunden (siehe S.67, Tab.
26). Diese Beziehung scheint aber fiir Arachidonsdure spezifisch zu sein. Die Gruppe
der w6-PUFA korrelierte in der vorliegenden Arbeit nicht mit dem BMC (siehe S.63,
Tab. 24). Korrelationen mit der BMD waren widerspriichlich (siehe S.61, Tab. 21): Bei
T1 korrelierten die w6-PUFA negativ mit der BMD des gesamten Skeletts, nach der
Adjustierung dem widersprechend positiv mit der BMD des Beckens und des gesamten
Skeletts. Insofern kann aus den Daten der vorliegenden Arbeit kein eindeutiger Schluss
auf die Wirkung von m6-PUFA auf die BMD gezogen werden.

Positive Beziehungen zwischen Arachidonsdure und der BMD bzw. dem BMC wurden
auch bei Kindern und Neugeborenen beobachtet. In einer Studie mit achtjihrigen
Kindern, in der die Fettsdureanteile der PL mit der BMD korreliert wurden, trat eine
positive Korrelation zwischen AA und der BMD des gesamten Skeletts zu Tage
(Eriksson et al. 2009). Und eine Analyse des Fettsduremusters im Nabelschnurblut bei
menschlichen Neugeborenen ergab eine positive Korrelation zwischen AA und dem
BMC des gesamten Skeletts (Weiler et al. 2005).

Bestitigt wird diese Beobachtung in Tierversuchen. Bei Ferkeln, die eine konstante
Menge DHA kombiniert mit variierenden Anteilen der ®6-PUFA AA erhielten,
korrelierten hohe AA-Anteile in der Nahrung (0,6% und 0,75% des insgesamt
aufgenommenen Fetts) mit einem hoheren BMC im Vergleich mit Ferkeln, die nur
0,3% und 0,4% des Gesamtfettes als AA konsumierten (Blanaru et al. 2004). In einer

weiteren Studie hatten diejenigen Ferkel eine hthere BMD, die bei gleichbleibendem
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AA:DHA-Verhiltnis (5:1) die geringste absolute Menge an DHA und AA erhielten
(Mollard et al. 2005).

Sowohl die Quantitdt der PUFA als auch das Verhiltnis von ®3- zu w6-PUFA-Anteilen
sowie die Anteile der einzelnen Fettsduren in diesen Gruppen scheint daher fiir
Knochendichte und Mineralgehalt eine Rolle zu spielen, wobei sowohl ein groBer

Uberschuss an ®6- als auch an ®3-PUFA ungiinstig zu sein scheint.

5.3 Die Wirkung von Olsiure und MUFA auf die Knochendichte

Der Einfluss von ®3-PUFA auf die Knochendichte bleibt somit ein umstrittenes Thema.
Die Ergebnisse sind kontrovers, die Studien sind untereinander nicht zu vergleichen und
weisen teils methodische Mingel auf. Jedoch sind ®3-PUFA nicht die einzige
Fettsduregruppe, die die BMD beeinflussen konnte.

So zeigte sich in der vorliegenden Datenanalyse eine negative Beziehung zwischen den
einfach ungesiittigten Fettsduren (MUFA) bzw. ihrer Hauptvertreterin, der Olsiure, und
der Knochendichte (siehe S. 59, Tab. 20 und S. 67, Tab. 26 und S.68, Tab. 27). Dies ist
eine Besitigung der Ergebnisse von Hogstrom et. al.. Die schwedische Forschergruppe
fand im gleichen Probandenkollektiv bei 22 Jahren eine negative Beziehung zwischen
der Knochendichte des gesamten Skeletts und den MUFA (p=0,02) (Hogstrom et al.
2007). In den vorliegenden Daten findet sich eine entsprechende negative Korrelation
bei T2 nach Adjustierung um GrofBe, Gewicht und sportliche Aktivitit (p= 0,032). Die
Gruppe der MUFA korrelierte an T2 auflerdem negativ mit der Knochendichte des
Beckens (p= 0,045) und der Wirbelsdule (p= 0,046, sieche 59, Tab. 20).

Zwischen Olsiure und der BMD des gesamten Skeletts beobachteten Hogstrom et. al.
bei 22 Jahren eine negative Korrelation (p= 0,02). Diese Korrelation fand sich, neben
einer ganzen Reihe an weiteren negativen Korrelationen zwischen Olsdure und der
BMD an verschiedenen Lokalisationen, in den vorliegenden Daten bei 28 Jahren wieder
(p= 0,012, siehe S.67, Tab. 26 und S.68, Tab. 27).

Obwohl iiber die Effekte von Olsdure bzw. MUFA einige Studien vorliegen, gibt es nur
wenige Erkenntnisse zu der Wirkung von MUFA auf den Knochen. Berichtet wurde
bisher vor allem iiber die Cholesterin- und Triglyceridsenkenden Eigenschaften der
MUFA (Kris-Etherton et al. 1999), aber auch iiber die stimulierenden Effekte auf die

Insulinsensitivitdt (Vessby et al. 2001), die Oxidation von Fettsduren und den
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Energieverbrauch (Kien and Bunn 2008) sowie mogliche positive Einfliisse auf
Depressionen (Kyrozis et al. 2009).

Passend zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit zeigte eine Studie mit 891
postmenopausalen Frauen, dass Frauen, die laut Fragebogen mehr MUFA zu sich
nahmen, einen stirkeren BMD-Verlust im Femurhals aufwiesen (Macdonald et al.
2004).

Im Tierversuch fand sich dagegen eine positive Beziehung zwischen MUFA im Futter
und der Dicke der Kortikalis bei Japanwachteln (Liu et al. 2003). Und in einer
griechischen Humanstudie korrelierten die MUFA positiv mit der BMD des nicht-
dominanten Unterarmes (Trichopoulou et al. 1997). Die Autoren vermuten, dass die
positiven Effekte der MUFA durch die erhthte Energiezufuhr zu erkldren sind bzw.
dadurch, dass der GroBteil der MUFA in Griechenland mit Olivendl aufgenommen wird
und dieses besonders reich an Vitamin E ist - ein Faktor, der zu der beobachteten
Korrelation beitragen kdnnte.

Eine wissenschaftlich akzeptierte Begriindung fiir die negative Beziehung zwischen
MUFA und Knochendichte bietet die Literatur bislang nicht. Es fehlen Studien, die
speziell nach Effekten der Olsiure auf die Knochendichte fragen.

Eine mogliche Erklirung fiir die negative Assoziation von Olsiure bzw. MUFA und
Knochendichte im Probandenkollektiv konnte in der Tatsache liegen, dass das
Fettsduremuster nicht identisch mit dem Muster der Fettsduren in der Nahrung ist. Ein
Vergleich von Werten aus einem Nahrungsmittelfragebogen mit Messwerten der
Phospholipide und Cholesterinester im Blut zeigte, dass MUFA und vor allem die
Olsdure in den Serumphospholipiden nach Konsum von SAFA ansteigen (Ma et al.
1995). In einem Mausmodell konnte mittels radioaktiver Markierungen nachgewiesen
werden, dass 80% der aufgenommenen Stearinsdure und 47% der Palmitinsdure im
Korper rasch zu Olsidure umgewandelt wurde (Bonanome et al. 1992). Bei Menschen,
die eine mit Stearinsiure angereicherte Ernihrung erhielten, stieg der Anteil der Olséure
in den Plasmatriglyceriden und den Cholesterinestern. Dies weist darauf hin, dass
Stearin im Korper schnell zu Olsiure konvertiert wird (Bonanome 1988).

Diese Umwandlung von SAFA in MUFA konnte fiir das vorliegende Ergebnis relevant
sein, da eine erhohte SAFA-Aufnahme mit der Nahrung sowohl zu einem Anstieg der
MUFA in den PL als auch zu durch die SAFA vermittelten abtréiglichen Effekte auf die

Knochendichte fithren konnte.
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5.4 Die Wirkung von Palmitinsiure und SAFA auf die Knochendichte

Gesiittigte Fettsiduren beeinflussten den Knochenstoffwechsel negativ. SAFA erhdhten
im Zellversuch die Uberlebenszeit von Osteoklasten (Oh et al. 2010). High-fat-diets mit
hohem SAFA-Anteil beeinflussten die BMD von Rattenféten und wachsenden Ratten
(Lac et al. 2008; Liang et al. 2009) sowie die mechanische Wiederstandskraft der
Knochen negativ (Lac et al. 2008). Bei ausgewachsenen Hihnen verminderte Futter mit
einem hohen SAFA-Anteil den Mineralgehalt von trabekuldren Knochen (Wohl et al.
1998), bei Ratten wurde der mechanische Widerstand gesenkt (Zernicke et al. 1995).
Fiir Palmitinsdure ist bekannt, dass sie in Ersatzmilch fiir Sduglinge fiir eine
verminderte Calciumresorption und dadurch fiir eine geringere Knochendichte
verantwortlich ist. Babys, die eine Milch mit Palmolein - einem an Olsdure
angereicherten Palmol - bekommen hatten, zeigten nach sechs Monaten eine niedrigere
BMD und einen geringeren BMC als die Kontrollgruppe (Koo et al. 2003). Eine weitere
Studie zeigt, dass Séduglinge, die mit palmoleinhaltiger Milch gefiittert wurden, weniger
Fett und Calcium resorbierten (Nelson et al. 1996).

Palmolein enthilt etwa 45% Olséure und 40% Palmitinsiure (Tarmizi et al. 2008). Die
Autoren diskutieren als Ursache fiir die verminderte Calciumresorption die Position der
Palmitinsdure in den Milch-Triglyceriden, die bei menschlicher Milch und Kuhmilch
unterschiedlich ist. Das Palmitin in der Kuhmilch bildet Seifenkomplexe mit Calcium,
die als nicht-resorbierbare Anteile ausgeschieden werden (Carnielli et al. 1996). Ein
moglicher Anteil von Olsdure an den Effekten von Palmolein wird von den Autoren
dieser Studien nicht in Erwigung gezogen, ist jedoch auch denkbar.

Obgleich verzehrte SAFA in einer Studie die Knochendichte nicht beeinflussten
(Brownbill and Ilich 2006), prisentieren die Autoren der NHANES II Studie
iberzeugende Messungen eines negativen Effektes von SAFA in der Nahrung auf die
BMD an verschiedenen Orten bei einem grofen Kollektiv von 40 000 Amerikanern.
Dieser Zusammenhang war deutlicher bei Minnern als bei Frauen. Besonders stark war
er an der BMD des Femurhalses bei Mannern unter 50 Jahren zu sehen (Corwin et al.
2006), einer Gruppe, die besonders viel gesittigtes Fett zu sich nimmt (Drewnowski et
al. 1997). Diese Auswahl entspricht auch am ehesten den Probanden der vorliegenden
Arbeit: Dass die jungen Ménner mit einen hohen MUFA-Gehalt in den Phospholipiden
eine geringere Knochendichte aufwiesen, konnte demnach durch erhohten SAFA-

Konsum und daraus folgenden negative Effekte auf die Knochendichte bedingt sein.
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Bemerkenswert ist dabei, dass die Aufnahme von SAFA der relevante Parameter fiir das
Zustandekommen der negativen Auswirkungen auf die Knochendichte zu sein scheint,
nicht aber deren Menge in den Phospholipiden. Denn die vorliegenden Daten zeigen
zwar eine negative Korrelation von Olsiure und BMD, jedoch keinen statistisch
signifikanten Zusammenhang von Palmitinsiure mit der Knochendichte (siehe S.67,
Tab. 26 und S.68, Tab. 27) und auch keinen Zusammenhang der Gruppe der gesittigten
Fettsduren mit der BMD (siche S.59, Tab. 20).

Die Ergebnisse aus zwei Studien mit Kindern zeigten sogar eine positive Korrelation
zwischen dem SAFA-Anteil der PL und der BMD. Bei achtjihrigen Kindern bestand
eine positive Verbindung zwischen Palmitinsdure und der Knochendichte des Femurs
(Eriksson et al. 2009). In einer Beobachtung etwas ilterer Kinder (Durchschnittsalter
bei Studienbeginn zwolf Jahre) korrelierte der Anteil der Palmitinsdure in den PL
positiv mit der BMC des Schenkelhalses (Gronowitz et al. 2006).

Im Gegensatz zu den in der vorliegenden Studie festgestellten signifikant positiven
Korrelationen von Stearinsidure bei 24 Jahren mit der Knochendichte des Femurhalses
(p=0,015), der Hiifte (p=0,028) und der BMD des gesamten Skeletts (p=0,02, siehe
S.68, Tab. 27), zeigte sich in der Studie mit den achtjahrigen Kindern eine negative
Beziehung zwischen Stearinsdure und der BMD des gesamten Skeletts (Eriksson et al.
2009).

Insgesamt gibt es Hinweise darauf, dass SAFA in der Nahrung eine abtrigliche
Wirkung auf die BMD haben, ihre Menge in den Phospholipiden jedoch nicht mit einer
geringeren Knochendichte korreliert, da ein Grofiteil der SAFA zu MUFA (bzw. ihrer
Hauptvertreterin  Olsiure) metabolisiert werden. Interessant wiren in diesem
Zusammenhang Studien, die explizit nach der Wirkung von SAFA und MUFA auf den
Knochen fragen und einen Erndhrungsfragebogen und Messungen im Blut einsetzen, so
dass Effekte von synthetisierten Fettsiuren von denen der mit der Nahrung

aufgenommenen Fettsduren abgegrenzt werden konnen.

5.5 Stirken und Schwiichen dieser Arbeit

Die vorliegende Studie war als Folgeuntersuchung an einem Probandenkollektiv

konzipiert, zu dem bereits Ergebnisse veroffentlicht wurden (Hogstrom et al. 2007).
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Eine Stérke der Vorgingerarbeit sowie der vorliegenden Studie war die Messtechnik: Es
wurden keine Surrogatparameter gemessen, sondern Fettsduren und Knochendichte
direkt.

Wie alle Messmethoden ist jedoch auch die Messung der Knochendichte mit einem
DXA-Rontgenabsorptiometer nicht frei von Fehlern. Problematisch ist bei diesem
Verfahren, dass eine dreidimensionale Grofle, ndmlich der Knochen, nur
zweidimensional erfasst wird (Rittweger 2006). Eine genauere Methode, die aber einen
hoheren technischen Aufwand und eine hohere Strahlenbelastung fiir die Patienten
bedeutet hitte, wire die Bestimmung der volumetrischen BMD mit Hilfe von CT
gewesen (Griffith et al. 2009). Dennoch erfasst die DXA-Messung direkt die gesuchte
GroBe — die Knochendichte — im Gegensatz zu vielen Studien, die lediglich
biochemische Marker des Knochenauf- bzw. Abbaus mafen.

Methodisch nicht optimal war in der vorliegenden Studie der nicht standardisierte
Zeitpunkt der Blutentnahme. Die Patienten waren nicht sicher niichtern. Ob und welche
Nahrungsmittel ein Proband vor der Blutentnahme zu sich nahm, wurde nicht
dokumentiert. Da das Ziel dieser Studie jedoch die Analyse der langfristig bestehenden
Fettsdurekomposition der Phospholipide auf die Knochendichte war, ist dies fiir die
Ergebnisse nicht von Bedeutung. Es wurden nicht die nahrungsabhéingigen Triglyceride,
sondern die Plasmaphospholipide gemessen. Die Fettsdurezusammensetzung der
Phospholipide ist ein anerkannter Biomarker fiir die Messung von verzehrten ®3-
Fettsduren (Fekete et al. 2009). Kurzfristige Schwankungen im Fettsiurestoffwechsel
sollten deshalb fiir die fiir die vorliegende Arbeit durchgefiihrten Messungen kein
Problem darstellen, da das Fettsduremuster in den Phospholipiden langfristige
Erndhrungsgewohnheiten reflektiert: Bei Erhohung der m3-Fettsduren in der Nahrung in
einer Interventionsstudie mit 15 gesunden jungen Minnern stiegen ALA, EPA, DPA
und DHA in den Plasmaphospholipiden innerhalb von zwei Wochen an und &nderten
ihren Anteil dann nicht mehr signifikant (Mantzioris et al. 2000). In einer
vergleichbaren Studie dauerte der Anstieg der von EPA und DHA in den
Plasmaphospholipiden neun Tage (Lovegrove et al. 1997). Die Phospholipide sind fiir
die Messung der individuellen Versorgung mit m3-Fettsiuren auflerdem besonders
geeignet, da sie sich dort anreichern (Arterburn 2006).

Eine weitere Moglichkeit wire der zusitzliche Einsatz eines Erndhrungsfragebogens

gewesen. Metabolische und erndhrungsbedingte Effekte auf das Fettsduremuster hitten
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dann voneinander abgegrenzt werden konnen. Dies wurde nicht durchgefiihrt, da das
Hauptziel dieser Studie die Frage nach einem Zusammenhang zwischen dem
Fettsduremuster und der Knochendichte war und die Analyse des Fettsdurestoffwechsels
nicht im Vordergrund stand.

Humanstudien, die die Wirkung von ®3-Fettsduren auf die Knochendichte untersucht
haben, arbeiteten bislang mit kleinen oder sogar sehr kleinen Kollektiven. Die
vorliegende Studie z#hlt mit 102 Probanden nicht zu den sehr kleinen Studien. Jedoch
konnten, da nicht alle Datensédtze komplett waren, nicht alle Probandendaten fiir jede
Analyse verwendet werden. Da lediglich der status quo der Fettsdurekomposition
betrachtet wurde und kein ®3-Priparat gegeben wurde, wire es von Vorteil gewesen,
ein groBeres Kollektiv zu rekrutieren.

Eine Schwiche und eine Stirke zugleich ist die gewihlte Zusammensetzung des
Probandenkollektivs: Alle Probanden waren ménnlich und das Kollektiv wurde nicht
randomisiert, sondern aus Sportvereinen rekrutiert. Daraus folgte die relativ homogene
Zusammensetzung der Gruppe in den Punkten Alter, Gewicht und sportliche Aktivitit.
Diese Merkmale, die einen Einfluss auf die Knochendichte haben ("Prevention and
management of osteoporosis” 2003), unterlagen in dem Kollektiv nur geringen
Schwankungen. Deshalb sind die vorliegenden Ergebnisse nicht auf andere
Bevolkerungsgruppen, z.B. Frauen oder Menschen anderen Alters, iibertragbar.
Moglicherweise sind Eigenschaften wie Alter und Gesundheitsstatus der Grund fiir eine
fehlende Korrelation zwischen Fettsdurekomposition und Knochendichte (siehe oben).
Andererseits ergibt sich durch die Konstanthaltung dieser Variablen eine gréfere
Aussagekraft der Ergebnisse fiir die analysierte Gruppe.

Erginzungsfihig war in der vorliegenden Studie die Messung von Parametern, die einen
Einfluss auf die Knochendichte haben konnen. Der Testosteronspiegel, der iiber die
Verminderung von Ostrogenen in den w3-PUFA Stoffwechsel eingreift (Giltay et al.
2004), wurde nicht gemessen. Auch der Calciumgehalt des Blutes, ein Schliisselfaktor
im Knochenstoffwechsel, wurde nicht bestimmt. Dafiir lagen aber Daten iiber die Hohe
des Vitamin D3 vor, der eng mit dem Calciumspiegel und der Mineralisierung des
Knochens verkniipft ist. Uberdies wurde fiir GroBe, Gewicht und sportliche Aktivitit
korrigiert, so dass der Einfluss dieser Variablen herausgenommen wurde. Dagegen
wurde der Alkoholkonsum und der Rauchstatus der Probanden nicht erfasst. Dies sind

mogliche Einflussgrofen, da diese Verhaltensweisen die BMD und die DHA-Synthese
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beeinflussen kénnen (Diamond et al. 1989; Lorentzon et al. 2007; Pawlosky et al. 2007;
Papaioannou et al. 2009; Trimpou et al. 2010).

Deutlicher wiren die Einfliisse der einzelnen Sduren aullerdem ausgefallen, hitte man
den Probanden in einem Interventionsplan mit bestimmten Fettsduren (z.B. eine SAFA-,
eine MUFA-, eine ®3-PUFA- und eine w6-PUFA-reiche Diit) angereicherte Nahrung
gegeben. In diesem Falle wiren auch Interaktionen zwischen den einzelnen
Fettsduregruppen und ihren Wirkungen besser abgrenzbar gewesen. Der methodische
Goldstandard wére selbstverstindlich ein doppelblinder, placebokontrollierter
Kreuzversuch.

Andererseits ging es in der vorliegenden Arbeit darum, die Wirkung der
Fettsdurekomposition unter physiologischen Bedingungen zu analysieren. Eine stark
erhohte Zufuhr von w3-Fettsduren konnte Effekte zeigen, die bei normaler Ernidhrung
schwer zu erreichen sind.

Eine Stirke dieser Arbeit war der lange Beobachtungszeitraum (Messintervall vier
Jahre). Zusammen mit den Messungen von Hogstrom et. al. ergibt sich ein
Beobachtungszeitraum iiber zwolf Lebensjahre, vom 16. bis zum 28. Lebensjahr.
Insgesamt ergeben sich zwar Einschrinkungen in der Ubertragbarkeit der Ergebnisse
auf andere Bevolkerungsgruppen. Durch die Konstanz einiger wichtiger Variablen
wurden aber auch Einflussvariablen kontrolliert, dadurch ergibt sich eine scharfe
Analyse des untersuchten Kollektivs. Die vorliegende Studie ist ein kleiner Beitrag zu

dem Gesamtbild, das Studien bislang zu der untersuchten Fragestellung bieten.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Das Ziel dieser Arbeit war die Beantwortung der Frage, ob das Blutfettsédureprofil von
jungen gesunden Minnern mit ihrer Knochendichte korreliert. Das Hauptaugenmerk lag
auf der langkettigen m3-Fettsdure Docosahexaensdure (DHA). Der giinstige Einfluss der
o3-Fettsduren auf Entziindungsprozesse und Herz-GefédBerkrankungen gilt als gesichert.
Ein deutlicher positiver Effekt von w3-Fettsduren wurde in Tierstudien auch auf die
Knochendichte nachgewiesen. Beim Menschen wird diese Wirkung kontrovers diskutiert,
kann aber durchaus als potentieller Ansatz fiir die Prophylaxe und Therapie von
Osteoporose gesehen werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Fettsidureprofil der Plasmaphospholipide von 102
gesunden Ménnern jeweils im Alter von 24 sowie 28 Jahren mittels Gaschromatographie
gemessen und mit der mit DXA ermittelten Knochendichte korreliert. Eine statistisch
signifikante Beziehung zeigte sich nicht, obwohl Hogstrom et.al. in demselben Kollektiv
im Alter von 16 sowie 22 Jahren eine positive Korrelation zwischen den ®3-Fettsduren
und der Knochendichte nachgewiesen hatten (Hogstrom et al. 2007). Fiir die in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Altersstufen konnten diese Korrelationen nicht
festgestellt werden.

Eine mogliche Erkldrung fiir diese Diskrepanz konnte sein, dass die Effekte der
Fettsduren insbesondere beim wachsenden Skelett zum Tragen kommen, die Probanden
der vorliegenden Studie ihr Wachstum aber bereits abgeschlossen hatten.

Zur definitiven Beantwortung der Frage, ob die Substitution von m3-Fettsduren eine
positive Auswirkung auf die Knochendichte beim Menschen hat, ergibt sich daher aus
der vorliegenden Arbeit die Forderung nach der Durchfiihrung von prospektiven
randomisiert-doppelblinden Studien in verschiedenen Altersgruppen vor und nach

Abschluss des Skelettwachstums.

98



7 ANHANG

7.1 Abkiirzungsverzeichnis

Abkurzung

Volltext

Englischer Volltext

1,25-(OH)2D3
AA
Adjustierung (a)

Adjustierung (b)

ALA
Apo
BA
BHT
BMC
BMD
BMI
CF
-COOH
COX
d-7-HDA
ABMC

ABMD

DGLA
DHA
DPA
AT2-T1
DVO
DXA
EDA
EPA
ETEA
FAME
FFQ
FID
FS

Vitamin D3

Arachidonsaure

Adjustierung fur BMI, sportliche Aktivitat und
Vitamin D3

Adjustierung fur GroRe, Gewicht und sportliche
Aktivitat

o-Linolensaure

Apoprotein

Knochenflache

2,6-Di-Tert-butyl-p-cresol
Knochenmineralgehalt

Knochendichte

Zystische Fibrose
Carboxylgruppe
Cyclooxygenase
d7-Hexadecensaure

Veranderung des Knochenmineralgehaltes
zwischen T1 und T2

Veranderung der Knochendichte zwischen T1
und T2

Dihomogammalinolens&ure

Docosahexaensaure
Docosapentaenséure

Differenz der Werte von T2 minus T1
Dachverband Osteologie
Dual-Energy Rontgenabsorptiometer
Eicosadiensaure
Eicosapentaenséure
Eicosatetraensaure

Ernahrungsfragebogen
Flammenionisationsdetektor
Fettsaure

arachidonic acid

a-linolenic acid
bone area

bone mineral content
bone mineral density
body-mass-index
cystic fibrosis

d7-hexadecenoic acid

dihomogammalinolenic acid
docosahexaenoic acid
docosapentaenoic acid

dual-x-ray-absorptiometer
eicosadienoic acid
eicosapentaenoic acid
eicosatetraenoic acid
fatty acid methyl esther

Food Frequency Questionnaire
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Abkurzung Volltext Englischer Volltext

GC Gaschromatograph

GLA y-Linolens&ure y-linoleic acid

HCI Salzsaure

HDL high density lipoproteins

high-fat-diet Erndhrung mit hohem Fettanteil

IGF-1 insulin like growth factor

IL Interleukin

IDL intermediate density
lipoproteins

LA Linolsaure linoleic acid

LDL low density lipoproteins

In natUrlicher Logarithmus

LOX Lipooxygenase

LWS Lumbalwirbelsaule

MeOH Methanol

MTBE tert-Butylmethylether

MUFA einfach ungeséttigte Fettséuren monounsaturated fatty acids

MW Mittelwert

n Anzahl

NHANES National Health and Nutrition
Survey

NO Stickstoff nitrogen monoxide

OH Hydroxyd-lon

PBM maximale Knochendichte peak bone mass

PEEK Polyether-Etherketon-Kapillare

PGE1 Prostaglandin E1

PGE2 Prostaglandin E2

PL Phospholipide

+/- Standardabweichung

PTH Parathormon

r Korrelationskoeffizient

RA Rheumathoide Arthritis

RANK-L receptor activator of NF-kB
ligand

z Summe

SAFA Gesattigte Fettsauren saturated fatty acids

SPE Festphasentrennung solid phase extraction

T0 Basismessung (Alter der Probanden: 22 Jahre)
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Abkurzung Volltext Englischer Volltext

T 1. Nachmessung (Alter der Probanden: 24

Jahre)
T2 2. Nachmessung (Alter der Probanden: 28

Jahre)
Tb Beginn der Studie (Alter der Probanden: 16

Jahre)
TG Triglyceride
TNFa tumor necrosis factor a
VCLA sehr langkettige Fettsauren very long chain fatty acids
VLDL very low density lipoproteins
®3-PUFA mehrfach ungeséttigte m3-Fettséuren aB-polyunsaturated fatty acids
w6-PUFA mehrfach ungeséttigte m6-Fettséuren ab-polyunsaturated fatty acids
WHO World Health Organization
WS Wirbelsaule
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