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Die Bestimmung der Isotopenverhdltnisse der organischen Hauptbestandteile des
Urins: Harnstoff, Kreatin/Kreatinin und Bicarbonat sind fir die Sportwissenschaft
und/oder Dopinganalytik von Interesse. Mit Hilfe der Isolierung des Harnstoffes durch
die quantitative  Fallung  durch  Xanthydrol —und  Bestimmung  der
Stickstoffisotopenverhaltnisse per EA-IRMS kdénnen Aussagen zum endogen
Aminosaurestoffwechsel gemacht werden. Im Rahmen einer Fallstudie konnten so
bei einem 24-h-Radrennen katabole und anabole Zustdnde bei korperlicher
Belastung identifiziert werden. Die Isolierung von Kreatinin aus humanem Urin per
Kationenaustauschchromatographie  ermdglicht sowohl die  Analyse der
Stickstoffisotopenverhéltnisse fir Kreatinin per EA-IRMS als auch die indirekte
Bestimmung der Stickstoffisotopenverhaltnisse von Kreatin. Mit Hilfe dieser Methode
konnen exogene Gaben von synthetischem Kreatin-Monohydrat durch Analyse des
Stickstoffisotopenverhéltnisses von urindarem Kreatinin  und Gesamtkreatinin
identifiziert werden. Die Kohlenstoffisotopenverhaltnisse von urindarem Bicarbonat
konnen durch Fallung mit Barytwasser und anschlieender Messung in einem
modifizierten EA-IRMS-System bestimmt werden. Die im Rahmen einer Fallstudie
bestimmten Kohlenstoffisotopenverhaltnisse fur humanes Bicarbonat unterscheiden
sich  signifikant von den Kohlenstoffisotopenverhéltnissen des urinaren
Gesamtstickstoffes und weisen auf die Einnahme technischen Bicarbonates hin. Die
Methode eignet sich daher grundsétzlich fir die Anwendung als Dopingnachweis fur
exogene Bicarbonatgaben im Pferdesport.



The determination of the isotope ratios of the urinary main compounds urea,
creatine/creatinine and bicarbonate are interesting for sports science and doping
analysis. The isolation of urea by quantitative precipitation with Xanthydrol and
isotope ratio analysis by EA-IRMS allows recent investigations of the human amino
acid metabolism. Within a case study performed during and after a 24-hour bicycle
race catabolic and anabolic status could be identified. Isolation of creatinine by
means of cation-exchange-chromatography allows the analysis of the nitrogen
isotope ratios of creatinine by EA-IRMS and the indirect determination of the nitrogen
isotope ratios of creatine. Exogenous administration of creatine-monohydrate can be
identified by analysis of the nitrogen isotope ratios of urinary creatinine and total
creatinine. The carbon isotope ratios of urinary bicarbonate can be determined by
precipitation with saturated barium hydroxide solution and measurement on a
modified EA-IRMS-system. Carbon isotope ratios of human urinary bicarbonate
indicate administration of technical bicarbonate and differ significant from the carbon
isotope ratios of total urinary carbon. The method is basically suitable for the
implementation of a new doping test for exogenous bicarbonate administration in

equestrian sport.
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1 Einleitung

Die Untersuchung der natirlichen Verteilung der stabilen Isotope mit Hilfe der
Isotopenverhaltnismassenspektrometrie (IRMS) ist ein in den letzten Jahrzehnten
stark gewachsenes Feld in der angewandten Chemie. Urspringlich aus der
Geochemie stammend, wird die IRMS heutzutage in der Okologie, Biologie,
Archaologie, Biochemie, der forensischen Forschung und in verwandten Fachern zur
Untersuchung der Isotopenverteilung hauptséchlich der Bioelemente C, N, O, H, und
S genutzt.

Die Analyse der natirlichen Verteilung der stabilen Isotope erlaubt es, Aussagen
Uber Stoffstrome in bio-geochemischen Systemen zu machen [1-3] und
unterschiedliche Quellen und Herkunftsorte von einzelnen Substanzen oder
kompletten Organismen zu lokalisieren [1, 4, 5].

Die IRMS und die Untersuchung naturlicher Isotopenverhdaltnisse der stabilen
Isotope beim Menschen wird im Sport bisher nur in der Dopinganalytik angewendet.
Da sich synthetisch hergestellte oder modifizierte Substanzen haufig von ihren
naturlichen Analoga in den Isotopenverhéltnissen unterscheiden, eignet sich die
IRMS fir die Differenzierung von exogenen im Sport nicht zugelassenen
Verbindungen von endogenen Substanzen. Die Standardanwendung fur die IRMS in
der Dopinganalytik ist die Gaschromatographie- Verbrennungs-
Isotopenverhaltnismassenspektrometrie (GC-C-IRMS), mit der Steroide routinemalfiig
analysiert werden [6], aber auch weitere in der Dopinganalytik interessante Stoffe wie
Koffein [7], Kokain [4] und Ephedrin [8] untersucht werden kénnen. Das Prinzip der
GC-C-IRMS erfordert zur Analyse leicht flichtige Substanzen, weshalb nicht alle
Substanzgruppen mit Hilfe der GC-C-IRMS untersucht werden konnen. Die
Elementaranalyse-Isotopenverhéltnismassen-spektrometrie  (EA-IRMS) ermdglicht
die Bestimmung von Isotopenverhéltnissen von nicht per GC-C-IRMS zu
analysierenden Stoffen.

Drei solcher nicht per GC-C-IRMS zugéanglichen, aber fur die Sportwissenschaft
und/oder Dopinganalytik interessante Substanzen, sind die organischen
Hauptbestandteile des menschlichen Urins: Harnstoff, Kreatinin (bzw. Kreatin) und
Bicarbonat (Hydrogencarbonat).

Harnstoff, als organischer Hauptbestandteil des menschlichen Urins, ist das

Endprodukt des Stickstoff- bzw. Proteinmetabolismus des menschlichen Kérpers. Die
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Konzentration von Proteinen im Urin wurde schon Anfang des letzten Jahrhunderts
zur Interpretation von physiologischen Zustanden herangezogen [9] und die
Messung der Harnstoff-Konzentrationen im Urin nach korperlicher Aktivitat wird in
der Sportmedizin zur ldentifizierung von katabolen Zustanden vorgeschlagen [10]. Im
Tierversuch und bei Studien am Menschen konnte in den letzten Jahren festgestellt
werden, dass sich die Stickstoffisotopenverhaltnisse verschiedener Kompartimente
eines Organismus bei verschiedenen korperlichen Zustadnden unterscheiden [11-14].
Die Analyse der Verhdltnisse der stabilen Isotope des Stickstoffes von urindrem

Harnstoff konnte daher bei der Interpretation von Stoffwechselvorgangen helfen.

Tab. 1: Minimale und maximale Anteile der organischen Hauptbestandteile des menschlichen
Urins (Harnstoff, Kreatinin/Kreatin und Bicarbonat) am Gesamt-Kohlenstoff bzw. Gesamt-Stickstoff
des Urins. Die minimalen und maximalen Werte sind bedingt durch verschiedene physiologische

Zusténde des Organismus [15].

Substanz Anteil am Gesamt-C [%] Anteil am Gesamt-N [%)]
Harnstoff 42 - 60 50 -95
Kreatinin 6,5-10 ~5

Kreatin 0-10 0-5
Bicarbonat 0-30 -

Kreatin und Kreatinin als sein Metabolit spielen bei dem Energiestoffwechsel des
Menschen eine wichtige Rolle. Kreatin wird vom Organismus Uber die Nahrung
aufgenommen oder in vivo synthetisiert. Industriell hergestelltes Kreatin-Monohydrat
wird als Nahrungserganzungsmittel im Leistungs- und Breitensport in grol3en
Mengen konsumiert, obwohl bis heute nicht einwandfrei geklart ist, zu welchem
Anteil Kreatin vom Organismus Uber den Verdauungstrakt aufgenommen und an
seine Wirkungsstatte im Muskel transportiert wird. Denn der gro3te Teil des oral
eingenommenen Kreatins wird innerhalb weniger Stunden mit dem Urin
ausgeschieden [16]. Durch die Analyse der stabilen Isotope des urinaren Kreatinins
und Kreatins sollte es mdglich sein, zwischen endogenem und exogenem Kreatin zu
unterscheiden, und so auf eine Applikation von synthetischem Kreatin-Monohydrat
zurlick schlie3en zu kdnnen.

Bicarbonat ist Bestandteil des komplexen Puffersystems des Kdrpers und spielt
bei anaerober korperlicher Belastung eine wichtige Rolle [17]. Aus diesem Grund

wird seit langerem ein positiver Effekt einer Natriumbicarbonatgabe vor einem
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Wettkampf im Human- und Pferdesport diskutiert [18-21]. Im Pferdesport wird eine
Gabe von Bicarbonat vor einem Wettkampf als ein Verstol3 gegen die Doping-Regeln
betrachtet [22]. Die bisherige, auf der Messung von Bicarbonat-Konzentrationen
basierende, Nachweismethode kénnte durch die Analyse der Kohlenstoffisotopie des
Bicarbonats im Pferdeurin unterstutzt werden.

Die Analyse der lIsotopenverhéltnisse der drei Hauptbestandteile Harnstoff,
Kreatinin und Bicarbonat mit Hilfe der EA-IRMS erfordert eine Isolierung und
Reinigung der Substanzen aus dem Urin. Hierbei muss insbesondere darauf
geachtet werden, dass es zu keinen Isotopenfraktionierungen oder Verunreinigungen
mit anderen kohlenstoff- oder stickstoffhaltigen Substanzen kommt. Die Entwicklung
der Isolierungsmethoden und erstmalige Bestimmungen der natirlichen
Isotopenverhaltnisse von Stickstoff flr urinaren Harnstoff und Kreatinin/Kreatin sowie

fur Kohlenstoff des Bicarbonates werden in dieser Arbeit vorgestellt.
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2 Grundlagen

2.1 Harnstoff

Harnstoff (Kohlensaurediamid, CH4N,O) ist das Endprodukt des Protein-
Stoffwechsels und der Ammoniak-Entgiftung bei Saugetieren und dem Menschen
und die Hauptstickstoffverbindung des Urins. Der Mensch scheidet taglich 20 bis
30 g Harnstoff mit dem Urin aus, bei gemischter Kost werden 80-90 % des mit der
Nahrung aufgenommenen Stickstoffes in Form von Harnstoff ausgeschieden.
Harnstoff entsteht vorwiegend in der Leber im so genannten Harnstoffzyklus.

Harnstoff wurde 1729 von Boerhave und erneut 1733 von Rouelle im Harn
entdeckt, Fourcroy und Vauquelin stellten 1797 mit Harnstoff weitere chemische
Untersuchungen an. Im Jahre 1828 wurde Harnstoff von Friedrich Wéhler als erste
organische Verbindung synthetisch hergestellt [23].

Harnstoff ist auf Grund seines hohen Stickstoffgehaltes das weltweit
bedeutendste Stickstoffdiingemittel, weitere Verwendung findet synthetischer
Harnstoff in der Industrie als pharmazeutischer Zusatzstoff und in der Herstellung

von Kunstharzen.

2.1.1 Physiologie des Harnstoffes

Die Stickstoffmolekule des Harnstoffes stammen zum einen Teil aus dem im
Korper durch Desaminierung von Aminosauren produzierten Ammoniak, der in einer
Kondensationsreaktion mit Bicarbonat in einem dem Harnstoffzyklus vorgeschalteten
Schritt reagiert. Das zweite Stickstoffmolekil des Harnstoffes wird in einer
Transaminierungsreaktion von Glutaminsaure auf Asparaginsaure Ubertragen und im
Harnstoffzyklus in das spatere Harnstoffmolekul eingebaut (Abbildung 1).

Die Harnstoffbildung und -ausscheidung ist der Proteinzufuhr proportional, sie ist
erhoht sowohl bei proteinreicher Kost, aber auch bei einer negativen Stickstoffbilanz,

wenn der Kérper mehr Proteine ab- als aufbaut (kataboler Stoffwechsel).
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NH3 + HCO3_
2ATP i
C|)OO
-
2 ADP + P, > H,0 FIZNE G
0 ?Hz
/H\ 5. Coo Aspartat
HsN O—PO;
Carbamoylphosphat
Harnstoffzyklus
O
X,
HN  NH;
Harnstoff
Abb. 1: Schematische Darstellung des Harnstoffzyklusses zur Verdeutlichung der Herkunft der

Stickstoffatome des Harnstoffes. Ammonium (Ammoniak) und Bicarbonat reagieren in einem dem
Harnstoffzyklus vorgeschalteten Schritt zu Carbamoylphosphat, welches in den Harnstoffzyklus
eintritt. Im weiteren Verlauf wird von Asparaginséure ein weiteres Stickstoffatom auf das letztendliche

Reaktionsprodukt Harnstoff libertragen.

Erniedrigt ist die Harnstoffkonzentration im Urin unter anderem bei einer positiven
Stickstoffbilanz (anaboler Stoffwechsel). Der Anteil des Harnstoffes am Gesamt-
Stickstoff des Urins variiert somit mit der Proteinaufnahme und dem Stoffwechsel
und schwankt zwischen 50-60 % (proteinfreie Kost) und 90 % (proteinreiche Kost)
[15].

Die Harnstoffbildung findet hauptsachlich in den Leberzellen statt, der Harnstoff

wird anschlieRend mit dem Blut zur Niere transportiert und renal ausgeschieden.

2.1.2 Harnstoff und kdrperliche Belastung

Auf Grund der direkten Beziehung des Harnstoffes als Hauptmetabolit des
Aminosaure- bzw. Proteinstoffwechsels zum Stickstoffhaushalt des Menschen

werden die Stickstoffkonzentrationen im Blut und Urin schon seit Giber 100 Jahren zur
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Interpretation des Einflusses von koérperlichen Belastungen auf den menschlichen
Organismus herangezogen [9].

Bereits im 19. Jahrhundert wurden Studien zur Stickstoffausscheidung nach
Belastung durchgefihrt, so wurden bereits 1863 die Auswirkungen von koérperlicher
Belastung bei Bergsteigern untersucht [24]. Die Analyse der
Harnstoffkonzentrationen in Blut und Urin bei verschiedenen Ausdauerbelastungs-
umfangen seit den 80er Jahren des letzten Jahrhunderts haben Anderungen des
Stickstoffhaushaltes und ein Anstieg der Harnstoffkonzentrationen in Blut und Urin
bei und nach koérperlicher Belastung angezeigt [25-27]. Der Grund fur den Anstieg
der Harnstoffkonzentrationen wird in einer erhdhten Aminosaureoxidation gesehen,
bei der vermehrt Ammoniak als Abbauprodukt anfallt und als Harnstoff
ausgeschieden wird [28, 29]. Das Auftreten erhdhter Harnstoffkonzentrationen wird in
der Sportmedizin sowohl zur Klassifizierung von Uberlastungszustéanden
herangezogen als auch direkt mit einem katabolen Stoffwechsel in Zusammenhang
gebracht [10].

Neben der Bestimmung der Harnstoffkonzentrationen bei Ausdauerbelastungen
wurden auch Experimente unter Verabreichung von '°N-markierten Substanzen
vorgenommen, um genauere Aufschlisse Uber den Proteinmetabolismus und die

beteiligten Aminosauren zu erhalten [30, 31].

2.2 Kreatin und Kreatinin

Kreatin gehdrt zu den nicht-proteinogenen Aminosauren, es wird dem
menschlichen Organismus durch Nahrungsmittel tierischer Herkunft zugefuhrt oder
im Korper synthetisiert. Die Hauptfunktion von Kreatin im Korper ist die Bereitstellung
von energiereichem Phosphat fur die Muskelkontraktion, hierzu wird Kreatin im

Muskel in Form von Kreatinphosphat gespeichert.

CH
0
N
OH
NH,

Abb. 2: Strukturformel Kreatin (N-Amidinosarkosin, Methylguanidinessigséure)
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Kreatinin ist das nicht-enzymatische Abbauprodukt des Kreatins und des
Kreatinphosphats, physiologisch unwirksam und wird Uber die Niere ausgeschieden.
In wassriger Losung in vitro steht Kreatin mit Kreatinin im Gleichgewicht. Dieses
Gleichgewicht kann durch die Senkung des pH-Wertes oder durch
Temperaturerhdhung zum Kreatinin hin verschoben werden [32]. In vivo ist die
Umwandlung von Kreatin zu Kreatinin irreversibel [33]. Kreatin wird in der Niere
ruckresorbiert, das Auftreten von Kreatin im Urin wird daher zur Interpretation von

Nierenfunktionsstérungen herangezogen.

CHg HN CHa
g w
HN # \_,,( e HHN
MH S H-O
2 2
0
Abb. 3: Schematische Darstellung der nicht-enzymatischen Umwandlung von Kreatin in Kreatinin

1832 wurde Kreatin zum ersten Mal vom franzésischen Wissenschaftler Chevreul
als Bestandteil von Fleisch (kréas, griechisch = Fleisch) erwahnt [34]. Im Jahre 1844
berichtete Max Josef Pettenkofer von 'einem neuen stickstoffhaltigen Korper im
Harne' [35], dem Justus Liebig spater den Namen Kreatinin gab. Liebig isolierte
Kreatin aus dem Fleisch von Saugetieren, und entdeckte, dass Fleisch von wilden
Flchsen bis zu zehnmal mehr Kreatin als das Fleisch von gefangenen Tieren
enthielt. Er schloss daraus, dass Muskelaktivitat zu einem Anstieg der
Kreatinkonzentration im Muskel fihrt [36]. Es wurde zu dieser Zeit schon Uber den
Zusammenhang zwischen Muskelmasse und Kreatininauscheidung spekuliert.
Bereits in den 20er Jahren des 19. Jahrhunderts war Kreatin als 'kommerzielles
Produkt' erhaltlich und die Kreatinspeicherung im Korper nach Kreatin-Aufnahme

wurde quantifiziert [16].

2.2.1 Biosynthese und Physiologie des Kreatins

An der Biosynthese von Kreatin im menschlichen Organismus sind drei
Aminosauren beteiligt: Glycin, Arginin und Methionin. Die letzten Schritte der

Synthese im Organismus sind die reversible Transamidinierung von L-Arginin auf
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Glycin zu Guanidinessigsaure und deren anschlieRende irreversible Methylierung

mittels S-Adenosylmethionin (Abbildung 4) [37].
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Abb. 4: Die letzten Schritte der Biosynthese von Kreatin im menschlichen Kérper. In Schritt 1 wird

in der Niere durch die Arginin-Glycin Amidino-Transferase (AGAT) Guanidinessigsédure aus Arginin
und Glycin gebildet, in Schritt 2 wird in der Leber eine Methylgruppe von dem S-Adenosylmethionin
durch die Guanidinoacetat-Methyl-Transferase (GAMT) auf die Guanidinessigséure irreversibel

Uibertragen.

Im menschlichen Organismus befinden sich die bei der de Novo Synthese von
Kreatin aktiven Enzyme hauptsachlich in der Leber und der Niere [37]. Dies
bedeutet, dass Kreatin aufderhalb der Muskeln gebildet und anschlielfend mit dem
Blut in den Muskel transportiert wird. Diese unterschiedlichen Orte flir Biosynthese
und Verflugbarkeit erlauben eine unabhangige Regulation der einzelnen Prozesse
[38]. Die Biosynthese von Kreatin ist von der Konzentration an Kreatin im Muskel
abhangig und unterliegt einem physiologischen Kontrollmechanismus. Bei exogener
Gabe von Kreatin-Monohydrat kommt es zu einer Down-Regulierung der endogenen
Synthese [39, 40].

Nach der Synthese und dem Transport im Blut wird das Kreatin im Muskel

gespeichert. Durch enzymatische Phosphorylierung durch die Kreatin-Kinase wird in
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den Muskelzellen aus Kreatin und Adenosintriphosphat (ATP) Kreatinphosphat
gebildet (Abbildung 5).

‘ Kreatin-Kinase ‘

v LN S AT
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9]
Abb.5: Umwandlung des Kreatins in das energiereiche Kreatinphosphat durch Kreatin-Kinase.

Die Gesamtmenge von Kreatin und Kreatinphosphat im Korper betragt
zusammen durchschnittlich rund 130 g. 95 % des korpereigenen Kreatins und
Kreatinphosphats findet sich in der Skelettmuskulatur, die restlichen 5 % in glatter
Muskulatur, Niere, Herz, Gehirn und Hoden. In der Skelettmuskulatur befinden sich
davon ungefahr zwei Drittel des Kreatins in der phosphorylierten Form [37].

Die Adenosinphosphate und das Kreatinphosphat stellen die wesentlichen
Komponenten des Systems muskuldrer Hochenergiephosphate dar: Im Muskel
bestehen auf Grund enzymatischer Gleichgewichte enge Beziehungen zwischen den
Adenosinphosphaten und dem Kreatinphosphat. Sie nehmen eine zentrale Stellung
bezlglich der Regulation muskularer Stoffwechselreaktionen und der kurzfristigen
Energiebereitstellung im Rahmen der Muskelkontraktion ein [37]. Den muskularen
Kreatinphosphatspeichern wird eine wesentliche Bedeutung als Energielieferanten
im Rahmen von intensiven Kurzzeitbelastungen im Sekundenbereich zugemessen
[41, 42].

Die Kreatin-Kinase (Abbildung 5) und die Myokinase, die ein Phosphat vom ATP
auf das ADP Ubertragt, liegen im Muskel in hohen Konzentrationen vor und stellen
charakteristische Gleichgewichtsreaktionen ein. Storungen des bestehenden
Gleichgewichtes werden unter anderem durch Vorgange wie die Muskelkontraktion
bedingt. Letztere geht mit einer Spaltung von ATP durch die Myokinase zu ADP
einher, wodurch die freie Energie von ATP gesenkt wird und eine Resynthese von
ATP im Sekundenbereich Uber die Reaktion von Kreatin-Kinase mit Kreatinphosphat
erfolgen kann. Auf diese Weise wird eine hohe Konzentration energiereicher
Verbindungen im Muskel aufrechterhalten, ohne dass die ATP-Konzentration selbst
erhoht werden muss [37, 38].

Kreatin wird im Korper nicht-enzymatisch zu Kreatinin umgewandelt, das Uber die

Niere mit dem Urin ausgeschieden wird. In Abwesenheit von exogenem Kreatin
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betragt der tagliche Umsatz von Kreatin zu Kreatinin circa 1,6 % pro Tag [43]. Dies
bedeutet bei einem Korpergewicht von 70 kg und einem totalen Kreatinpool von 130
g einen taglichen Umsatz von ungefahr 2 g. Kreatin wird in der Niere rickresorbiert
und ist deshalb normalerweise nicht im Urin zu finden. Nur wenige Stunden nach der
Aufnahme von kreatinreicher Nahrung oder von kreatinhaltigen

Nahrungserganzungsmitteln (NEM) ist es im Urin nachweisbar [44].

2.2.2 Kreatin in Lebensmitteln und als Nahrungserganzungs-

mittel

Kreatin findet sich hauptsachlich in Fleisch, Fisch und anderen tierischen
Produkten, in Pflanzen befinden sich nur Spuren. Die durchschnittliche Aufnahme an
Kreatin Uber die Nahrung wurde bei einer gemischten Diat zu 1-2 g pro Tag
bestimmt. Dies bedeutet, dass haufig nur ein Teil des im Organismus bendtigten
Kreatins aus der Nahrung stammt. Der Rest wird durch endogene Synthese gebildet.
Bei einer kreatinfreien Ernahrung, wie z.B. bei Vegetariern, wird das bendtigte
Kreatin komplett durch endogene Synthese gebildet [45-48].

Im lebenden Muskel liegen 50-80 % des Kreatins als Kreatinphosphat vor. Post
mortem, also z.B. nach der Tétung von Schlachttieren, wenn ATP nicht mehr in
groleren Mengen Uber oxidative Prozesse nachgeliefert wird, fallt die Konzentration
an Kreatinphosphat innerhalb weniger Stunden sehr stark ab [49].

Im Laufe des 19. Jahrhunderts wurden Fleischextrakte zur arztlichen und
allgemeinen Verwendung hergestellt. Der von Justus Liebig entwickelte
Fleischextrakt wurde dabei zu dem erfolgreichsten Produkt [50]. Fleischextrakt wurde
zuerst in kleinen MaRen von Arzten als didtisches Lebensmittel und Kraftigungsmittel
verordnet. Gegen Ende des 19. Jahrhunderts begann die industrielle Produktion mit
Standorten in Argentinien und Uruguay. Bis heute wird der Fleischextrakt unter dem
Namen 'Liebigs Fleischextrakt' hergestellt und in Feinkostladen verkauft. Die
kraftigende Wirkung des Fleischextraktes wurde unter anderem auch auf den hohen
Kreatin-Anteil zurickgefuhrt, und Liebigs Fleischextrakt wird als einer der
Grundsteine der heutigen Nahrungserganzungsmittel und insbesondere der Kreatin-

Monohydrat-Supplementierung angesehen [50].
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Tab. 2: Ungeféhrer Kreatin-Anteil in verschiedenen Nahrungsmitteln (*: Muskelfleisch)
Lebensmittel Kreatin-Anteil [g/kg]
Krabben Spuren
Kabeljau’ 3
Hering’ 6,5-10
Scholle’ 2
Lachs 4,5
Tunfisch’ 4
Rind 4,5
Schwein’ 5
Milch 0,1
Strauchbeeren 0,02

Industriell hergestelltes Kreatin-Monohydrat ist seit Beginn der 90er Jahre ein
weltweit verbreitetes Nahrungserganzungsmittel sowohl im Leistungssport als auch
im Hobby- und Fitnessbereich [51]. Die Jahresumsatze flr Kreatin-Monohydrat allein
in den USA betrugen 1996 50 Millionen US-Dollar und stiegen bis 2001 auf 400
Millionen US-Dollar [52]. Der weltweite Konsum von Kreatin-Monohydrat wurde
gegen Ende der 90er Jahre auf 2,7 Millionen Kilogramm geschatzt [53].

In den letzten beiden Jahrzehnten gab es vielzahlige Untersuchungen, bei denen
widersprichliche Ergebnisse von Kreatin-Monohydrat-Supplementierungen in
Hinblick auf Muskelzuwachs als auch einem Zuwachs in Schnellkraft festgestellt
wurden [54, 55]. Zusatzlich wurden auch Untersuchungen durchgefuhrt, um
eventuelle gesundheitliche Schadigungen durch die Einnahme von Kreatin-
Monohydrat festzustellen. Hier wurden bis auf wenige Ausnahmen, bei denen
Probanden vom Auftreten von Muskelkrampfen berichteten [56], keine
gesundheitlichen Schaden festgestellt [57, 58]. Kreatin-Monohydrat wird heutzutage
als 'ungefahrliches' Nahrungserganzungsmitteln nicht nur von Leistungssportlern,
sondern auch von einer groflen Masse der Bevodlkerung konsumiert.

Eine typische Kreatinkur beinhaltet eine Kreatin-Loading-Phase von einer Woche,
wobei ein 70 kg schwere Mann taglich drei- bis viermal 5 g Kreatin-Monohydrat zu
sich nehmen soll, gefolgt von einer dreimonatigen Einnahme von taglich ein- bis
zweimal 2 g Kreatin-Monohydrat [59]. Nach dieser Zeit soll eine einmonatige Pause
eingelegt werden, um eventuelle Nebenwirkungen zu vermeiden und die

korpereigene Kreatin-Produktion wieder zu aktivieren.
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2.2.3 Industrielle Synthese von Kreatin-Monohydrat

Bei der konventionellen Produktion wird Kreatin aus Fleischabfallen isoliert. Diese
Methode wird allerdings als technisch aufwendig und hygienisch bedenklich bewertet
[60, 61]. Industriell hergestelltes Kreatin-Monohydrat ist dagegen ein vollstandig
synthetisches Produkt. Der weltweit am meisten verwendete patentierte
Herstellungsprozess verlauft Uber die Reaktion von Cyanamid mit Natriumsarkosinat
zu Kreatin-Monohydrat (Abbildung 6) [60]. Ubliche Nebenprodukte der Synthese sind
das Dimerisierungsprodukt Dicyandiamid, das Zyklisierungsprodukt Kreatinin und
Dihydrotriazinderivate. Der Anteil dieser Verunreinigungen in den kommerziell
angebotetenen Kreatin-Monohydrat-Produkten schwankt stark und wird als ein
Marker fur die Qualitdt von Kreatin-Monohydraten herangezogen [62, 63]. Neben
dieser Synthese wird Kreatin-Monohydrat auch noch auf einem anderen Weg
industriell hergestellt, Uber die Reaktion von Sarkosinat und S-Methylisotioharnstoff
[61].

Die Edukte fur die Herstellung von Kreatin-Monohydrat sind ebenfalls voll
synthetisch. So wird Cyanamid aus Calciumamid dargestellt, welches selber aus
Calciumcarbid und Stickstoff dargestellt wird. Die Grundlage fur Calciumcarbid bildet
elementarer Kohlenstoff. Das an der Darstellung von Kreatin-Monohydrat beteiligte
Natriumsarkosinat ist ein Kondensationsprodukt aus Natriumcyanid, Formaldehyd
und Methylamin. Der Kohlenstoff des Natriumcyanids wird im Gegensatz zum
Stickstoff in das Kreatin-Gerust eingebaut und stammt Uber die Zwischenstufe
Cyanwasserstoff aus Methan, dessen Grundlage Erdgas oder Kokereigas darstellen.
Der Kohlenstoff des Methylamins stammt Uber das Zwischenprodukt Methanol aus
Kohlendioxid, das aus fossilen Brennstoffen gewonnen wird. Die industrielle Quelle
fur den im Kreatin-Monohydrat eingebauten Stickstoff ist die Fraktionierung von Luft.

Die auf dem Markt erhaltlichen synthetischen Kreatin-Monohydrate werden in
verschiedenen Produktionsstatten auf der ganzen Welt hergestellt. Zu den
Hauptproduktionslandern gehéren USA, Deutschland und Osterreich sowie China.
Die AQualitat der erzeugten Kreatin-Monohydrate schwankt stark. Es sind
unterschiedliche Mengen an Verunreinigung und Syntheseruckstanden zu
beobachten [63].
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Abb. 6: Letzter Schritt der industriellen Synthese von Kreatin. Cyanamid reagiert bei alkalischem

pH mit Sarkosinat zum Kreatin [60].

Fir den Konsumenten ist es nicht ersichtlich, woher das jeweilige Kreatin-
Monohydrat stammt, da die Zwischenhandler oft nicht auf den urspringlichen
Hersteller verweisen.

Haupthersteller von Kreatin-Monohydrat sind die Deutsche Firma Degussa,
ehemalig SKW Trostberg, die in Deutschland mit hohem Qualitatsstandard das
Produkt creapure™ produziert, Ferro Pfanstiehl Laboratories, die zu der Ferro
Corporation gehdéren und deren pharmazeutischen Produktionsstatten in den USA
liegen. Weitere Produzenten sind die DSM Fine Chemicals Austria, die Teil des
niederlandischen Chemiekonzerns DSM N.V. ist und ihren Produktionsstandort in
Osterreich hat, sowie die Chemikalienproduzenten Lancaster, Acros, Sigma und

diverse Firmen in China.

2.2.4  Kreatin und Doping

Doping ist nach Definition der World Anti-Doping Agency (WADA) der ein- oder
mehrmalige Verstol3 gegen die Anti-Doping-Regeln, wie sie in Artikel 2.1 bis 2.8 des
WADA Anti-Doping Codes ausgewiesen sind. Darunter fallen die Anwesenheit einer
verbotenen Substanz, eines Metaboliten oder Markers in der einem Athleten
entnommenen Probe sowie der Besitz als auch die versuchte Anwendung einer
verbotenen Substanz bzw. einer verbotenen Methode [64]. Da Kreatin-Monohydrat
nicht auf der Liste der verbotenen Substanzen steht, fallt es nach Definition der
WADA auch nicht unter Doping.

Es qgibt allerdings auch eine Definition fur Doping von 1963 durch den Europarat.
Danach ist Doping: ,...die Verabreichung oder der Gebrauch kbérperfremder
Substanzen in jeder Form und physiologischer Substanzen in abnormaler Form oder

auf abnormalem Weg an gesunde Personen mit dem einzigen Ziel der kiinstlichen
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und unfairen Steigerung der Leistung fiir den Wettkampf“ [65]. Nach dieser Definition
konnte die Einnahme von Kreatin-Monohydrat auf Grund der hohen Dosierung als
dopingrelevant angesehen werden, womit sich ein Verbot begrinden liel3e.

Wegen des weit verbreiteten Gebrauchs von Kreatin-Monohydrat wird seit Mitte
der 90er Jahre diskutiert, ob Kreatin auf der Liste der verbotenen Substanzen und
Methoden des /OC (International Olympic Committee), beziehungsweise der WADA
stehen soll [44, 66, 67]. Im Jahr 2002 empfahl die WADA [68], dass Kreatin nicht auf
die Doping-Liste gesetzt wird, weil: ,es nur wenige wissenschaftlich gesicherte
Untersuchungen gébe, dass eine Einnahme von  Kreatin-Monohydrat
leistungssteigernd sei, dass nur wenige Sportler einen Vorteil davon hétten es
einzunehmen und weil es Teil der natiirlichen Nahrung sei.“ Allerdings stimmt das
Argument, dass es wenige Untersuchungen gabe, die eine leistungssteigernde
Wirkung einer Supplementierung mit Kreatin-Monhydrat zeigen, so nicht, da in den
letzten Jahrzehnten umfangreiche Untersuchungen zum Einfluss von Kreatin-
Monohydrat auf den menschlichen Organismus - auch mit positiven Befunden -
durchgefuhrt wurden [37, 39, 41].

Bei der Diskussion um eine eventuelle Dopingrelevanz von Kreatin-Monohydrat
wird oft ein Argument verwendet, dass es 'gar nicht moglich sei' bei routinemaRigen
Urintests zwischen exogenem und endogenem bzw. tierischem Kreatin zu
unterscheiden [69]. Die bisherigen Empfehlungen, ab wann durch Analyse der
Konzentration von Kreatin im Urin auf eine Einnahme von exogenem Kreatin-
Monohydrat geschlossen werden kann, bertcksichtigen einen cut-off-level von
1 mg/ml Kreatin im Urin. Bei Einnahme hoher Mengen von Kreatin-Monohydrat kann
im Gegensatz zum Verzehr von gro3en Mengen an kreatinhaltigem Fleisch oder

Fisch dieser Wert fur einige Stunden kurz nach Einnahme Uberschritten werden [44].

2.3 Bicarbonat

Mit der historischen Bezeichnung Bicarbonat wird heute immer noch
umgangssprachlich und in der Medizin bzw. Physiologie das Hydrogencarbonat-lon

(HCO3) bezeichnet'. Das Hydrogencarbonat-lon bildet mit Alkali-, Erdalkali- und

' Im Weiteren wird in dieser Arbeit auf Grund der immer noch verbreiteten historischen Bezeichnung
Bicarbonat fur das Hydrogencarbonat-lon die Bezeichnung Bicarbonat verwendet.
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einigen anderen zweiwertigen Metallen Salze, die als Bicarbonate bezeichnet
werden. Der Name Bicarbonat stammt von der Tatsache, dass beim
Calciumbicarbonat Ca(HCOs3), im Gegensatz zum CaCOs; beim Erhitzen zwei
Aquivalente CO, freigesetzt werden. Natriumbicarbonat ist ein weit verbreiteter
Lebensmittelzusatzstoff (z.B. Back- und Brausepulver), als Kaisernatron® oder
Bullrichsalz® wird Natriumbicarbonat als Antiacidum gegen s&urebedingte
Magenbeschwerden eingesetzt. Natriumbicarbonat wird technisch aus Kohlendioxid
und Natriumcarbonat bzw. im ersten Schritt des Solvay-Verfahrens hergestellt. Die

Quellen fur technisches Natriumbicarbonat sind daher mineralisch.

2.3.1 Physiologie des Bicarbonats

Im tierischen und menschlichen Organismus ist Bicarbonat ein wichtiger
Bestandteil des komplexen Puffersystems im Muskel und Blut [17]. Durch
metabolische Vorgange entstandene Protonen und Laktat, die aus dem Muskel in
das Blut transportiert werden konnen durch dieses Puffersystem und dabei auch vom

Bicarbonat abgepuffert werden. Entstehendes CO, wird Uber die Lunge abgeatmet.

COs% + H30" < HCO; + H,0

HCOs; + HO0" < H,0 + CO,

Die Bicarbonat-Konzentration des Blutes ist stark pH-Wert-abhangig und wird in der
medizinischen Diagnostik routinemafig zur Erkennung von Stérungen des Saure-
Base-Haushaltes erfasst. Die Bildung des Bicarbonates erfolgt unter Wirkung des
Enzyms Carboanhydrase, wobei aus Wasser und CO; Bicarbonat entsteht.
Bicarbonat ist zudem an der Bildung von Harnstoff beteiligt und wird so aus dem
Korper entfernt. In einem dem Harnstoff-Zyklus vorgeschalteten Schritt entsteht aus
Bicarbonat und Ammoniak Carbamat und in einem weiteren Schritt Carbomyl-
Phosphat, welches in den Harnstoff-Zyklus eintritt (Abbildung 1).

Bicarbonat selbst wird im menschlichen Organismus erst ab einer

Plasmakonzentration groRer 26-28 mmol/L ausgeschieden, vorher wird es praktisch
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komplett glomerular rackfiltriert [70]. Die Bicarbonatausscheidung wird neben

anderen Faktoren auch durch den CO,-Partialdruck des arteriellen Blutes beeinflusst.

Muskel Blut Lunge
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Abb. 7: Vereinfachte schematische Darstellung der Pufferfunktion von Bicarbonat im
menschlichen Kérper [17, 71]. Bicarbonat wirkt sowohl im Muskel als auch im Blut als Puffer. Im
Muskel puffert Bicarbonat Protonen. Im Austausch gegen Lactat (La’) wird Bicarbonat aus dem Blut in
den Muskel transportiert. Im Blut kann Bicarbonat sowohl Lactat abpuffern, als auch Protonen durch

Bildung von CO, abfangen. Uberschiissiges CO, wird in der Lunge abgeatmet.

2.3.2 Bicarbonat und Doping

Seit den 80er Jahren des vergangenen Jahrhunderts wird verstarkt Uber den
Nutzen einer exogenen Bicarbonatgabe vor korperlicher Belastung zur Verbesserung
der Pufferkapazitat des Organismus diskutiert. Sowohl im Human- als auch im
Pferdesport wurden diverse Untersuchungen durchgeflhrt, die eventuelle

Leistungssteigerungen durch eine Bicarbonatgabe untersuchten [18-21].
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Schon in den 80er Jahren wurde Uber die Dopingrelevanz einer Einnahme von
Bicarbonat vor einem Wettkampf fur den Humanbereich diskutiert [72]. Doch gilt die
Einnahme von Bicarbonat nicht als Doping, zudem ist eine Aufnahme von gréfReren
Mengen mit Beschwerden im gastro-intestinalen Bereich verbunden, die die
Anwendung limitieren.

Im Pferdesport fallt die Gabe von Bicarbonat vor einem Rennen bei einigen
Verbanden unter Doping. Im Pferderennsport wird Pferden vor dem Rennen
entweder ein so genannter 'milkshake' - eine Natriumbicarbonat-Losung mit weiteren
Inhaltsstoffen Uber eine transnasale Magensonde verabreicht, oder Uber eine Spritze
den Pferden ein bicarbonathaltige Paste oral verabreicht. Ublicherweise werden
0,5 g Natriumbicarbonat pro kg Korpergewicht verwendet [73].

Um eine 'exzessive' Bicarbonatgabe vor einem Rennen zu belegen, wurde ein
Grenzwert der Konzentration an Gesamt-CO, im Plasma (TCO;) von 36 mmol/L
festgelegt, Konzentrationen oberhalb dieses Grenzwertes werden als Dopingverstol3
bewertet [22]. Die Analyse erfolgt weltweit meistens mit Hilfe des Blutgasgerates
'Beckmann EL-ISE Elektrolyt-Analyser oder vergleichbaren Geraten [22]. Uber die
Methode wird aber seit Einfuhrung hinsichtlich der Messprazision und den
mangelhaft kontrollierten Untersuchungsbedingungen der Pferde kontrovers
diskutiert. Die analytische Methode weist Schwachen auf, da bisher kein zertifiziertes
Referenzmaterial oder eine weitere auf einem anderen chemischen Prinzip
basierende Methode existiert [74]. Um dieses Problem zu l6sen, wurde in den
vergangenen Jahren versucht, durch Analyse der §'°C-Werte des Bicarbonats bzw.
geléstem CO, im Blut der Pferde eine exogene Gabe von Bicarbonat zu beweisen
[74-76]. Da Natriumbicarbonat aus mineralischem CO; hergestellt wird,
unterscheiden sich die 8'C-Werte von technischem und endogenem Bicarbonat
deutlich. Allerdings wurde nach der Gabe von Natriumbicarbonat an Pferde im Blut

nur ein kurzfristiger und minimaler Anstieg der §'3C-Werte festgestellt [74-76].
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2.4 Isotopenverhéltnismassenspektrometrie (IRMS)

Die Isotopenverhaltnismassenspekrometrie entstand gegen Anfang des 20.
Jahrhunderts mit den massenspektrometrischen Arbeiten und der Entdeckung der
Neon-Isotope *Ne und ?*Ne durch den Nobelpreistrager Sir J. J. Thomson. Bis Mitte
der 30er Jahre des 20. Jahrhunderts wurden die Massenspektrometer
weiterentwickelt, weitere Isotope entdeckt und die theoretischen Grundlagen der
Isotope beschrieben.

Nach 1940 spricht man von einer ‘'zweiten Generation' von
Isotopenverhaltnismassenpektrometern [77] und in den folgenden Jahren wurden
technische Veranderungen an den Geraten vorgenommen sowie Peripheriegerate
mit dem Massenspektrometer gekoppelt. 1957 wurde durch Holmes und Morrell zum
ersten Mal eine chromatographische Saule mit einem Isotopenverhaltnis-
massenspektrometer gekoppelt. In der Folgezeit wurden sowohl isotopisch markierte
Verbindungen als auch die naturlichen Isotopenverhaltnisse in verschiedensten
Bereichen der Wissenschaften untersucht. Mitte der siebziger Jahre des 20.
Jahrhunderts  wurde erstmalig von der Kombination einer online
Verbrennungsanalyse gaschromatographisch  getrennter  Verbindungen  zur
Erzeugung von CO; und Ny zur Isotopenanalyse in einem single collector
Massenspektrometer berichtet [78, 79]. Doch dauerte es bis zum Anfang der 90er
Jahre bis grof¥flachigere Anwendungen der IRMS durch kommerziell angebotene
Gerate moglich wurden. In Folge der verbesserten Analysetechnik wurde eine
Vielzahl von Applikationen im bio- und geochemischen Umfeld, bei der Herkunfts-

und Authentizitatsanalyse sowie bei der Klimauntersuchung entwickelt.

241 EA-IRMS

Die als Continuous-Flow-IRMS (CF-IRMS) bezeichnete Technik benutzt einen
durchgehenden Tragergasstrom, um die Probe in die lonenquelle zu transportieren.
Hierzu wird auf unterschiedliche Weise die Probe in den Gasstrom eingebracht.
Entweder ist das Massenspektrometer an einen Gaschromatographen gekoppelt, der
die von einem Verbrennungsprozess oder einer Injektion stammenden Gase Ny,
CO,, SOz (und H;0O) chromatographisch auftrennt (BSIA, Bulk Sample Isotope
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Analysis), oder ein Substanzgemisch wird zuerst chromatographisch getrennt und
dann uUber einen Oxidations- oder Reduktionsreaktor geschickt und anschlie3end in
die lonenquelle Uberfuhrt (CSIA, Compound Specific Isotope Analysis; GC-C-IRMS
Gaschromatography-Combustion-Isotope Ratio Mass Spectrometry). Im Folgenden
wird die erste Methode, die im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurde, naher
vorgestellt.

Bei der BSIA, wo zuerst die Probe verbrannt und anschliellend
chromatographisch aufgetrennt wird, erhalt man die (Misch-) Isotopensignatur der
Verbrennungsgase der gesamten Probe und damit eventuell vieler verschiedener
Substanzen. Das Hauptkriterium flr BSIA-geeignete Proben ist, dass die Probe bei
der Oxidationstemperatur von 1050 °C komplett verbrennt. Bei dieser Temperatur

stehen die Isotope der verschiedenen Elemente im thermischen Gleichgewicht [80].
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Abb. 8: Schematischer Aufbau eines Elementaranalysators.

Die in Zinnkapseln eingewogene Probe wird in einem Elementaranalysator, der
einen mit Cr,0O3 und WoO gefiiliten Oxidationsreaktor enthalt, bei 1050 °C verbrannt.
Der Gasstrom passiert einen dahinter geschalteten Reduktionsreaktor, der
elementares Cu enthalt. Dort reagiert Uberschussiges O, ab und NOy wird zu N,
reduziert. Das entstehende Reaktionswasser wird mit Hilfe einer aus Mg(ClO4),
bestehenden Wasserfalle entfernt und die Reaktionsgase N, und CO, anschliel3end
uber eine gepackte GC-Saule chromatographisch getrennt.

Der durchschnittliche Tragergasfluss in einem Elementaranalysator liegt zwischen
80 und 120 ml pro Minute, der Gasfluss in das Massenspektrometer Uber eine

typische open-split-Verbindung liegt aber nur bei 0,5 ml pro Minute. Da die im
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Elementaranalysator verbrannte Menge an Substanz zu grof} ist, um komplett im
Massenspektrometer ionisiert zu werden, muss der Analyt ohne Isotopen-
fraktionierung verdunnt werden. Zudem enthalten biologische Proben haufig einen
hoheren Anteil an Kohlenstoff im Verhaltnis zum Stickstoff, so dass im Verlauf einer
Analyse haufig selektiv das CO, zusatzlich verdinnt werden muss. Aus diesen
Grinden ist zwischen Elementaranalysator und Massenspektrometer eine
Verdunnungs- und open-split-Einheit eingebaut. Ihre Aufgabe ist es, den Analyten zu
verdinnen, und den Fluss des den Elementaranalysator verlassenden Gases auf
0,5 ml pro Minute zu verringern. Zudem konnen in dieser Einheit Referenzgase mit
bekanntem Isotopenverhaltnis  zugeschaltet werden, gegen die die
Isotopenverhaltnisse der Proben berechnet werden [81]. Die heute weit verbreiteten
Isotopenverhaltnismassenspektrometer besitzen eine lonenquelle, in der die
Gasmoleklle in einem Elektronen-Emmissionsstrom ionisiert werden. Die lonen
werden anschlie®end durch ein angelegtes elektrisches Feld aus der Quelle in ein

Flugrohr beschleunigt.
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Abb. 9: Schematischer Aufbau eines Isotopenmassenspektrometers in CO,-Konfiguration.

Die Auftrennung der verschiedenen Massen geschieht mit Hilfe eines Magneten,
in dessen Feld die lonen auf Grund ihrer unterschiedlichen Massen unterschiedlich
abgelenkt werden. SchlieBlich treffen die lonen am Ende des Flugrohres auf einen
lonenkollektor, der die Anzahl der verschiedenen lonen registriert.

Die Isotopenverhaltnisse werden in Promille (%o) ausgedruckt. Dabei ist das

Isotopenverhaltnis definiert als:

"X = (Rprobe/Rstandara - 1) - 10°
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Dabei stellt N das schwerere Isotop des Elements X dar und R ist das Verhaltnis der
Haufigkeiten des schweren zum leichten Isotop (z.B. *C/'?C, "N/"*N). Es werden
jeweils die Haufigkeitsverteilungen einer Probe und eines Standards miteinander
verglichen.

Bei der Bestimmung der Kohlenstoffisotopenverhaltnisse missen die
gemessenen Massenverhaltnisse noch fur lonen gleicher Massen korrigiert werden.
So betragt der Anteil des Beitrages von '>C'®0"O" fiir die Masse 45 ungefihr 7 %
der *C'®0," Isotopenhaufigkeit. Um die Kohlenstoff-Isotopenwerte zu korrigieren
wird das Massenverhéltnis 46/44 und damit der Beitrag von 'O bestimmt und die
Isotopenwerte durch die Software des Massenspektrometers mit Hilfe von

Algorithmen automatisch korrigiert [82].

2.4.2  Standards und Vergleichsmaterialien fur die IRMS

Um die IRMS-Messungen verschiedener Laboratorien miteinander vergleichen zu
konnen, gibt die International Atomic Energy Agency (IAEA) Kalibrierungs- und
Vergleichsmaterialien heraus. Diese Materialien bestehen aus natirlichen
Verbindungen sowie aus synthetisch hergestellten Substanzen mit den gewlnschten
Eigenschaften.

Primare Referenzstandards sind naturliche oder virtuelle Materialien, in denen die
relativen Verhaltnisse der stabilen Isotope in naturlichen Verbindungen in Promille
ausgedruckt werden. Der verwendete primare Referenzstandard fur Kohlenstoff ist
PDB (Pee Dee Belemnite) und hat §"*Cppg = 0 %o per Definition [83]. PDB ist ein
Calciumcarbonat des Cretaceous Belemnit von den Peedee Formationen in South
Carolina. Die Isotopenverteilungen in PDB sind ahnlich denen des in den Ozeanen
gelésten Bicarbonats, das wiederum die Isotopenzusammensetzung des
atmospharischen CO, regelt. Atmospharisches CO, und ozeanisches Bicarbonat
stellen das Ursprungsmaterial und die Senke fur die meisten Prozesse des bio-
geochemischen Kohlenstoffkreislaufes dar. Da der primare Referenzstandard PDB
aber seit langem verbraucht ist, wurde NBS-19, ein Calcit, indirekt gegen PDB
kalibriert. Nach internationaler Ubereinkunft wurde die Isotopenzusammensetzung
des NBS-19 gegen einen virtuellen VPDB (Vienna-PDB), der gleich PDB gesetzt
wurde, auf §"*Cyppe = 1,95 %o festgelegt [84].
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Flr Stickstoff ist atmospharischer Stickstoff der primare Referenzstandard und
wird ebenfalls per Definition 8"°Nar = 0 %o gesetzt. Atmospharischer Stickstoff hat
eine sehr homogene Verteilung uber den Erdball und eignet sich sehr gut als
primarer Referenzstandard [85]. Die Atmosphare ist das grote Reservoir fur
Stickstoff und gleichzeitig die Hauptquelle und -senke fur natirliche und durch den
Menschen gesteuerte Prozesse, an denen Stickstoff beteiligt ist.

Fir den Routinebetrieb stellt die IAEA Vergleichsmaterialien zur Verfligung, die
gegen die primaren oder die Kalibrierungsstandards gemessen wurden. Fur die
Bestimmung der Kohlenstoffisotopenverhaltnisse stehen unter anderem |IAEA-CH-7
(Polyethylen) und IAEA-CH-6 (Zucker) zur Verfugung. Fur die Bestimmung der
Stickstoffisotopenverhaltnisse stehen die Vergleichsmaterialien IAEA-N1 und IAEA-

N2 (beide Ammoniumsulfat) zur Verfigung [86].

Tab. 3: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete IAEA-Vergleichsmaterialien fiir die Bestimmung von

Kohlenstoff- und Stickstoffisotopenverhéltnissen [86].

Name Substanz §"3C [%o] 8N [%o]
IAEA-CH-6 Zucker -10,4 -
IAEA-CH-7 Polyethylen -31,8 -
IAEA-N-1 Ammoniumsulfat - 0,4
IAEA-N-2 Ammoniumsulfat - 20,3

Alle Weiteren im Rahmen dieser Arbeit aufgefiihrten §'*C-Werte sind relativ zu

VPDB und die 8"°N-Werte relativ zu Luft (AIR) ausgedriickt.

2.4.3 Anwendung der IRMS in der Dopinganalytik

Seit Mitte der 90er Jahre (erstmals 1996 bei den olympischen Spielen in Atlanta)
wird die IRMS in der Dopinganalytik angewendet. Haufigste und inzwischen
routinemafige Anwendung ist die Analyse urinarer Steroide bzw. ihrer Vorlaufer und
Metaboliten. Testosteron und Analoga stehen seit 1976 auf der Dopingliste des IOC
bzw. seit 2004 der WADA und werden seitdem mit Hilfe der Gaschromatographie-
Massenspektrometrie (GC-MS) im Urin detektiert [87, 88]. Allgemein gilt ein

Testosteron/Epitestosteron-Quotient (T/E-Quotient) von mehr als vier zu eins als ein
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auffalliger Befund [89]. Da es sich bei Testosteron und Epitestosteron um endogene
Steroide handelt, die der Korper auch selbst produziert, kann die IRMS Hinweise auf
eine exogene Applikation von halbsynthetischen Steroiden liefern [6]. Da die
Steroidhormone aus pflanzlichen Substanzen isoliert werden, unterscheiden sie sich
hinsichtlich ihrer Kohlenstoffisotopenverhaltnisse deutlich von koérpereigenen
Steroidhormonen. Bei der Routineanalytik werden daher unabhangige endogene
Referenzen und die eventuell mit dem Urin ausgeschiedene applizierte Substanz
oder einer oder mehrere ihrer Metaboliten hinsichtlich der 5'>°C-Werte verglichen. Bei
Urinproben, bei denen sowohl der T/E-Quotient auffallig hoch ist und 5'*C-Werte eine
exogene Quelle belegen, wird von einem Verstol? gegen die Dopingregeln

gesprochen [89].

244 Anwendung der IRMS in der Authentizitats- und

Herkunftskontrolle

Naturliche Produkte und Lebensmittel weisen auf Grund von verschiedenen
Umwelteinflissen bei Aufzucht und Aufwuchs, aber auch durch verschiedene
Synthesewege, Unterschiede in den Zusammensetzungen der stabilen Isotope auf
[90]. Die Mdoglichkeiten von diesen Unterschieden auf die Authentizitat und Herkunft
der Produkte zu schlieRen, sind vielfach. So bestehen Mdglichkeiten zur Bestimmung
gesamter Isotopenverhaltnisse des ganzen Produktes als auch zur Bestimmung von
einzelnen Isotopenmustern innerhalb von Substanzgruppen [91].

Typische Anwendungen in der Authentizitats- oder Herkunftskontrolle sind z.B.
die Identifizierung von Zugaben von Zuckeriben- oder Rohrzucker in Fruchtsaften
[90, 92], die geografische Herkunft von Rindfleisch [93], Milch und Kase [94] oder
auch Gemuse [95] oder der Anteil von Mais in Bieren [96]. Neben naturlichen
Produkten kénnen auch voll- oder halbsynthetische Erzeugnisse hinsichtlich ihrer
Herkunft unterschieden werden. So kann z.B. die Herkunft von Medikamenten wie
Acetylsalicylsdure aus verschiedenen Landern [97] oder die Herkunft von Kokain
oder Heroin bestimmt werden [4, 98]. Die Analysemethoden zur Bestimmung der
Isotopenverhaltnisse fur die Authentizitats- und Herkunftskontrolle beinhalten das
komplette Spektrum der IRMS-Instrumentierung, so unter anderem auch GC-C-
IRMS, EA-IRMS und LC-IRMS [91, 97]
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2.5 Isotopenfraktionierung

Der Grund fur die verschiedenen Zusammensetzungen der stabilen Isotope in der
Natur liegt an dem unterschiedlichen Reaktionsverhalten der verschieden schweren
Isotope. Aufgrund der erhohten Masse im Atomkern der schwereren Isotope
reagieren diese bei Reaktionen langsamer als die leichten Atome. Der Grund flr
dieses Verhalten liegt in den unterschiedlichen bendétigten Aktivierungsenergien.

Die hohere Masse der Atomkerne des Molekuls mit dem schweren Isotop
bedingt, dass die Nullpunktsenergie des Molekuls geringer ist und bei einer Reaktion
mehr Energie zur Erreichung des Ubergangszustandes, an der diese Bindung

beteiligt ist, bendtigt wird.
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Abb. 10: Schematische Darstellung der Nullpunktsenergien und bendétigten Aktivierungsenergien
A2 bei einer chemischen Reaktion fiir verschiedene Isotope. Auf Grund der h6heren Masse liegt die

Nullpunktsenergie des schwereren Isotops niedriger.

Diese Unterschiede im Reaktionsverhalten fiihren dazu, dass sich fir
verschiedene Isotope unterschiedlichen Stoffflisse einstellen oder bei chemischen
Gleichgewichten die Isotope in unterschiedlichen Anteilen disproportionieren. In
biologischen Systemen mit einer Vielzahl von Zyklen und Reaktionsabfolgen finden
sich daher oft in unterschiedlichen Kompartimenten unterschiedliche
Zusammensetzungen der Isotope.

Die in der Bio-Geosphare beobachteten Differenzen in der relativen Haufigkeit
von Elementen, die in zwei verschiedenen Molekularten oder verschiedenen 'Pools’
derselben Molekilart auftauchen, nennt man Isotopenfraktionierung. Dabei hangt die
Isotopenfraktionierung von dem Ausmal® der Reaktion ab. Liegt die

Reaktionsausbeute bei 100 % so bedeutet dies, dass alle Atome der
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Ausgangssubstanzen in Endprodukte ubergegangen sind und von daher kein
Isotopeneffekt messbar ist. Solange Reaktionen aber limitiert sind und nicht

vollstandig ablaufen, kann es zu messbaren Isotopeneffekten kommen [99].

2.5.1 Natirliche Variation der 8*C-Werte in der Biosphére

Pflanzen sind im Vergleich zum Kohlendioxid der Atmosphare auf Grund sowohl
von enzymatischen als auch physikalischen Prozessen, die den leichten Kohlenstoff
gegeniiber dem schweren Kohlenstoff bevorzugen, abgereichert an *C [100]. Auf
Grund von verschiedenen Photosynthesewegen, in deren Verlauf das
atmospharische Kohlendioxid in Molekule eingebaut wird, gibt es Unterschiede in
den §C-Werten des Pflanzenmaterials, die sich auch in héheren Stufen der
Nahrungskette wieder finden.

In den gemaligten Breiten herrscht der C3- (Calvin-Zyklus) gegenuber dem C4-
(Hatch-Slack-Zyklus) oder CAM- (Crassulacean Acid Metabolism) Photosyntheseweg
vor. Beim C3-Photosyntheseweg hangen die §'*C-Werte vom Gleichgewicht
zwischen Diffusion des CO; ins Pflanzeninnere und dem enzymatischen Bedarfs an
CO; ab. Im Verlauf des Einbaus von CO, in das Pflanzenmaterial kommt es so zu
einer Anreicherung an leichtem Kohlenstoff in der Pflanze und mittlere §'>C-Werte fiir
C3-Pflanzen liegen um -27 %o [100]. Zu den C3-Pflanzen, die auch fur die weitere
Nahrungskette von Bedeutung sind, zahlen unter anderem die Getreidearten sowie
Reis, Kartoffeln und Zuckerruben.

Die Zusammensetzung der Kohlenstoffisotope von C4-Pflanzen ist ganzlich
anders als die von C3-Pflanzen, da das bei der CO,-Fixierung beteiligte Enzym ein
anderes ist und die Reaktion eine andere Isotopenfraktionierung aufweist. Daraus
ergeben sich mittlere 5'°C-Werte fiir C4-Pflanzen von um -14 %, [100]. Wichtig fiir die
Nahrungskette sind die in tropischen und auch subtropischen, warmen und sonnigen
Gebieten wachsenden C4-Pflanzen wie Mais, Hirse und Zuckerrohr.

CAM-Pflanzen weisen eine besonders an Trockengebiete angepasste und zeitlich
getrennte CO,-Fixierung und Photosynthese auf. Es gibt Unterschiede zwischen
reinen CAM-Pflanzen, deren Photosyntheseweg den C4-Pflanzen ahnelt und CAM-
Pflanzen, die bei gunstigen Umgebungsbedingungen den C3-Photosyntheseweg

einschlagen konnen. So variieren auch die 8'>C-Werte deutlich. Fiir reine CAM-
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Pflanzen liegen sie um -11 %o und reichen fir C3-synthesefahige CAM-Spezies bis
zu den §8"C-Werten fiir reine C3-Pflanzen. Eine fiir die (menschliche) Erndhrung
wichtige CAM-Pflanze ist die Ananas.

Aquatische Nahrungsquellen stellen eine weitere Population dar, die sich von
terrestrischen Nahrungsquellen deutlich unterscheiden. So liegen die §'°C-Werte fiir
aquatische Tiere um -20 %o, und damit zwischen denen der C3- und C4-Pflanzen
[101].
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Abb. 11: Schematische Darstellung der 5"C-Bereiche fiir C3-,C4-, und CAM-Pflanzen sowie fiir
aquatische Organismen [100, 101].

Die Zusammensetzung der Kohlenstoffisotope von Pflanzen Iasst sich auch in der
Nahrungskette bei den Konsumenten wieder finden. Da das Pflanzenmaterial in den
Korper des Konsumenten eingebaut wird, spiegelt sich so die primare
Nahrungsquelle wider. So wie sich das Vorkommen von C3-, C4- und CAM-Pflanzen
auf Grund ihrer unterschiedlichen Anpassung geografisch unterscheiden Iasst,
lassen sich auch durch Analyse der Kohlenstoffisotopie von Gewebe Aussagen Uber

die Zusammensetzung der Nahrung bei Mensch und Tier machen [102-104].

2.5.2  Natirliche Variation der §°N-Werte in der Biosphéare

In der Natur kommt es zu einer trophischen (trophe, griechisch = Ernahrung)

Verschiebung der Stickstoffisotopie entlang der Nahrungskette. Je hdher das
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Individuum in der Nahrungskette steht, desto isotopisch schwerer (angereichert an
'®N) sind auch die Isotopenwerte fiir den Stickstoff im Kérper.

Pflanzen, die am Beginn der Nahrungskette stehen, lassen sich unterteilen in
symbiotische = Ny-Fixierer  (Fixierung von  atmospharischem N, durch
Mikroorganismen) und Pflanzen, deren Stickstofffixierung auf Bodenstickstoff basiert.
Diese beiden Arten unterscheiden sich in ihren 5'°N-Werten um ca. 4 %o [105], wobei
symbiotische Ny-Fixierer mit 8N von um O %. die Stickstoffisotopie von
atmospharischem N>  widerspiegeln. Bodenstickstoff-fixierende  Pflanzen
reprasentieren den von ihnen aus dem Boden aufgenommen Stickstoff und weisen
gewohnlicherweise 8"°N-Werte um 4 %o auf. Fiir Pflanzen, die in der modernen
Landwirtschaft angebaut werden, konnen diese Werte aber stark schwanken und

hangen von der Art der Diingung ab. So werden §'°N-Werte fiir Gemiise zwischen 0

und 10 %0 gefunden [95].
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Abb. 12:  Schematische Darstellung der trophischen Verschiebung entlang der Nahrungskette. Mit

jeder Stufe der Nahrungskette steigen die 5"°N-Werte des Organismus um ~ 3,4 %o.

Bei Aufnahme und Metabolisierung von organisch  gebundenem
Nahrungsstickstoff kommt es im menschlichen oder tierischen Organismus zu einer
Isotopenfraktionierung, die im Mittel zu 3,4 %o bestimmt wurde [106]. So finden sich
im Tierreich deutliche Unterschiede in den Stickstoffisotopenverhaltnissen des

Gewebes von Pflanzen-, Fleisch- und Allesfressern. Beim Menschen kann ebenfalls
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zwischen Veganern, Ovo-Lacto-Vegetariern und Konsumenten gemischter Kost
(Omnivoren) unterschieden werden.

Als Grund fur die Isotopenfraktionierung im Organismus wird eine Diskriminierung
gegenuber dem schweren Stickstoff bei der Transaminierung bzw. der
Desaminierung von Aminosauren angenommen. Der leichte Stickstoff wird in Form
von Harnstoff ausgeschieden, wahrend der schwere Stickstoff im Korper verbleibt
und unter anderem in Struktur-Proteine wie das Keratin im Haar eingebaut wird [99,
107,108].

Korperliche Zustande, wie Katabolismus oder Anabolismus, die sich in
vermehrtem Abbau oder Aufbau von kérpereigenen Proteinen dulRern, spiegeln sich
in den &'°N-Werten des Organismus wider. So fiihren Hungerzustande
(Katabolismus) zu einem Anstieg des §'°N-Wertes im Haar, wogegen Anabolismus
zu einer Abnahme des §'°N-Werte fiihrt [13, 14]. Wird korpereigener Stickstoff, der
um eine trophische Stufe hoher als der Nahrungsstickstoff steht, vermehrt in den
Metabolismus eingeschleust, unterliegt er einer erneuten Isotopenfraktionierung und
das Ausmald der trophischen Verschiebung zwischen Nahrung und Organismus

vergroert sich noch mehr.
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3 Problemstellung

Die drei Hauptbestandteile von menschlichem Urin, Harnstoff, Kreatinin/Kreatin
und Bicarbonat sind fur die Sportwissenschaft und Dopinganalytik interessante
Substanzen. Die Messung der natiirlichen Verhéltnisse der stabilen Isotope **C/**C
und N/*N dieser Substanzen kénnte weitere Informationen uber physiologische
Vorgange und die Herkunft der Substanzen, z.B. ob eine exo- oder endogene Quelle
vorliegt, liefern. Da diese Substanzen bisher noch nicht aus dem menschlichen Urin
fur die IRMS isoliert worden sind, bestand die Aufgabe dieser Arbeit darin, neue
Methoden fur die Isolierung fur die EA-IRMS zu entwickeln (Kreatin/Kreatinin und
Bicarbonat) oder die Uberprifung bestehender Methoden aus dem Tierversuch fir
den menschlichen Urin (Harnstoff).

Da alle drei Substanzen nicht der GC-C-IRMS zuganglich sind, mussten neue
Methoden fiir eine Isolierung fir die EA-IRMS und deren speziellen Anforderung
gefunden werden. Die EA-IRMS ist eine Anwendung fir die Analyse der
Isotopenverhaltnisse von so genannten ‘'bulk samples', d.h. sie liefert einen
Summenwert der Gesamtheit der betreffenden stabilen Isotope in einer Probe,
unabhangig von ihrer Verteilung in verschiedenen Substanzen.

Um eine einzelne Substanz mit Hilfe der EA-IRMS zu messen, muss diese, falls
erforderlich, im Vorfeld der Analyse aus einer Matrix isoliert und aufgereinigt werden.
Zudem bendtigt man fir eine Analyse per EA-IRMS eine relativ grof3e
Substanzmenge von ca. 100 pug Kohlenstoff oder Stickstoff pro Probe.

Die Hauptbestandteile des Urins: Harnstoff, Kreatinin/Kreatin und Bicarbonat
bieten sich auf Grund der hohen taglich ausgeschiedenen Menge flr eine Isolierung
fur die EA-IRMS an. Bei der Entwicklung einer Methode fur die IRMS muss darauf
geachtet werden, dass wahrend der Aufarbeitung weder grof3e Verunreinigungen
von Substanzen mit deutlich unterschiedlichen Isotopenverhéltnissen als die
Zielsubstanz verschleppt werden, noch dass Isotopenfraktionierungen auftreten, die
die Isotopensignatur der isolierten Substanz verandern. Zudem muss versucht
werden, eine einfache, schnelle und bilige Methode zu entwickeln, um eine
eventuelle routinemafige Verwendung der Methode in der sportwissenschaftlichen
Forschung oder der Dopinganalytik zu ermdglichen.

Neben der Methodenentwicklung sollen im Rahmen dieser Arbeit erste

experimentell ermittelte Isotopenverhaltnisse fur die betreffenden Substanzen fir den
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menschlichen Organismus geliefert werden sowie Ansatze zu einer Interpretation
und einer weiteren Forschungshypothese geliefert werden.

Im Fall des Harnstoffes ist es von Interesse, inwiefern physiologische Prozesse,
insbesondere bei korperlicher Belastung durch die Analyse der Stickstoffisotopie des
Harnstoffes im Urin erklart werden kdnnten. Fur Kreatinin bzw. Kreatin stellt sich die
Frage, ob man mit Hilfe der Analyse der stabilen Isotope zwischen einer 'nattrlichen’
Einnahme von Kreatin mit der Nahrung oder einer Supplementierung mit
synthetischem Kreatin-Monohydrat unterscheiden kann. Fir Bicarbonat stellt sich
eine ahnlich Frage, inwiefern eine exogene Bicarbonatgabe durch verdnderte
Isotopenverhaltnisse des Kohlenstoffes im Urin festzustellen ist. Dies sowohl im

Human- als auch im Pferdeurin.
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4 Experimenteller Teil

4.1 Isolierung von Harnstoff aus dem Urin far die IRMS

Die Isolierung von Harnstoff aus dem Urin fiir die Bestimmung des '°N/'*N-
Isotopenverhaltnisses beruht auf der gravimetrischen Bestimmung von Harnstoff mit
Hilfe der quantitativen Fallung aus wassrigen Losungen durch Xanthydrol [109,110].
Fir die Anforderungen der EA-IRMS wurde die Methode modifiziert [111].

250 pl Urin werden mit 375 pl Eisessig und 375 pl 10 %iger Xanthydrol-L6sung
(Xanthen-9-ol) in Methanol (w/w) versetzt und 24 Stunden bei 6 °C stehengelassen.
Der Niederschlag wird abzentrifugiert (5 min bei 1800 UpM), dreimal mit 2 ml
Methanol/H,O (2:1, v/v) gewaschen, und anschlieBend im Vakuum uber P20s

getrocknet. Der Niederschlag kann direkt per EA-IRMS gemessen werden.

4.2 Kreatin und Kreatinin

4.2.1 Untersuchung von Nahrungsergénzungsmitteln

Viele Nahrungserganzungsmittel enthalten Kreatin-Monohydrat oder werden als
reine Kreatin-Monohydrate beworben. Um die Isotopenverhaltnisse dieser
synthetischen Kreatin-Monohydrate per EA-IRMS zu bestimmen, muissen sie von
eventuellen Begleitsubstanzen abgetrennt werden. Auch Nahrungserganzungsmittel,
die als reine Kreatin-Monohydrate gekennzeichnet sind, enthalten haufig Hilfsstoffe
wie Stearat oder andere Flllstoffe. Nach der Uberpriifung der Reinheit der Kreatin-
Monohydrate per HPLC bzw. der Abtrennung anderer Substanzen wurden die
Nahrungserganzungsmittel per EA-IRMS gemessen.

Als erster Schritt wird ungefahr 1 mg des 'reinen’ Kreatin-Monohydrates mit der
erforderlichen Menge bidestillietem Wasser in Losung gebracht, sodass eine
ungefahre Konzentration von 1 mg/ml ereicht wird. Anschlief3end wird die Probe 30
Minuten auf 80 °C im Heizblock erwarmt und schliel3lich wieder auf Raumtemperatur

abgekuhlt. Die unldslichen Teile werden abzentrifugiert oder falls sie auf der
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Oberflache der Probe schwimmen mit einer Pasteurpipette abgesaugt. Anschliel3end

wird die Probe unter Vakuum am Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt.

4.2.2 Isolierung von Kreatinin per Kationenaustauschchromato-

graphie

Das im Urin geldste Kreatin und/oder Kreatinin wird mit Hilfe der
Kationenaustauschchromatographie (CEC = Cation Exchange Chromatographie)
voneinander und von den restlichen Bestandteilen des Urins getrennt. Hierzu werden
1 bis 2 ml des Urins (je nach Dichte und Konzentration des Kreatinins) mit 0,01 M
Phosphatpuffer, pH = 4,8 auf 100 ml verdinnt und so auf eine lonenstarke von ca.
| = 0,01 mol/L eingestellt. Eine Glassaule mit einem Volumen von 100 ml und einem
Innendurchmesser von 1 cm wird mit 2 ml eines aktivierten Kationenaustauschers,
Diaion® PK228 der Firma Supelco, einem Polystyren-Harz mit Sulfonsduregruppen
als funktionelle Gruppen in K'/H'-Form, beschickt. AnschlieBend werden die
Lésungen mit einem Fluss von ungefahr 1 ml/min Gber den Kationenaustauscher
geschickt, der Durchlauf und das Waschwasser werden aufgefangen.

Aufgrund der unterschiedlichen Affinitaten zum lonenaustauscher sowohl von
Kreatin und Kreatinin, als auch der weiteren Bestandteile der Losungen, bindet bei
der gegebenen lonenstarke und pH-Wert nur Kreatinin selektiv an den
lonenaustauscher. Kreatin und die weiteren Bestandteile werden nicht oder nur
geringfugig absorbiert und finden sich im Durchlauf bzw. im Waschwasser wieder.

AnschlieBend wird das an dem lonenaustauscher gebundene Kreatinin
desorbiert. Hierzu werden drei 1-ml-Fraktionen einer gesattigten Bariumhydroxid-
Lésung (Barytwasser) auf den lonenaustauscher gegeben und jeweils 10 Minuten
stehen gelassen. Der Gehalt an Kreatinin im Eluat kann mit Hilfe der HPLC Uberpruft
werden. Hierzu werden von jeder Fraktion 20 yl enthommen und mit Phosphatpuffer
auf 1 ml verdinnt. Der Rest der drei Fraktionen wird zusammengegeben. Da die
nicht am Kationenaustauscher ausgetauschten Ba?*-lonen bei der spéteren
Verbrennung im Elementaranalysator storen, bzw. den Oxidationsreaktor
beschadigen, wird das Eluat mit 100 pul 1 M H,SO4 versetzt, das ausgefallene BaSO4

wird abzentrifugiert und der Uberstand am Rotationsverdampfer eingeengt. Der
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Ruckstand wird anschlieRend Uber Nacht im Exsikkator Uber P,Os getrocknet. Die

Proben kdnnen anschlieRend per EA-IRMS gemessen werden.

4.2.3 Isolierung von Kreatin per Kationenaustauschchromato-

graphie

Das eventuell in der Urinprobe befindliche Kreatin findet sich nach der CEC im
Durchlauf und im Waschwasser wieder. Um von diesem Kreatin ebenfalls die
Isotopenverhaltnisse bestimmen zu konnen, gibt es zwei Wege. Entweder ein
direkter Nachweis, in dem das Kreatin, das sich im Durchlauf und dem Waschwasser
befindet, in Kreatinin umgewandelt und anschlie3end ebenfalls per CEC isoliert wird.
Zum Zweiten eine indirekte Methode, in dem das Kreatin im Urin vor der CEC zu
Kreatinin umgewandelt wird und anschliellend das Gesamtkreatinin isoliert und per
EA-IRMS gemessen wird. AnschlieBend kann man nach Quantifizierung der
Konzentrationen an Kreatin und Kreatinin per HPLC in den Proben die
Isotopenverhaltnisse des Kreatins berechnen (Abbildung 13). Da die Umwandlung
des Kreatins in Kreatinin in kleineren Volumina flr eine gréf3ere Anzahl von Proben
einfacher ist als in groflen Volumina, wurde in dieser Arbeit die zweite Methode zur

Bestimmung der Isotopenverhaltnisse des Kreatins verwendet

4.2.4 Isolierung von Gesamtkreatinin

Kreatin lasst sich in salzsaurer Losung und bei erhéhter Temperatur einfach in
Kreatinin umwandeln [112]. Um das Gesamtkreatinin (Kreatin und Kreatinin) zu
isolieren, wird der Urin mit dem selben Volumen an 1 M HCI versetzt und 24 Stunden
bei 80 °C im Heizblock stehengelassen. Nach Abkuhlung wird die Probe mit 0,01 M
Phosphatpuffer, pH = 4,8 auf 100 ml verdinnt und durch Zugabe von 1 ml 1 M KOH
auf einen pH-Wert von 4 bis 5 eingestellt. Anschlieend wird das Kreatinin mit der
unter 4.2.2 geschilderten Methode isoliert.
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Kreatinin Kreatin Gesamtkreatinin
Urin
v
+1 M HCI
v
24 h bei 80 °C
v
— Quantifizierung per HPLC
+1M KOH
v v
aufnehmenin 100 ml 0,01 M Phosphatpuffer, pH =4,8
v | v
Kationenaustauscher K*/H*-Form; pH = 4,8; Fluss 1 ml/min
v | v
waschen mit 100 ml bidest. H,O
v | v
eluieren mit 3 ml Barytwasser, 10 min Stand zeit
v | v
Zugabe von 100 pl 1M H,SO,
v | v
Niederschlag abzentrifugieren, Uberstand einrotieren
v | v
EA-IRMS
v v
815NCrn 615NTCrn
815N,

Abb. 13: Flussschema fir die Aufarbeitung von Urin fir die Bestimmung der
Stickstoffisotopenverhdltnisse von Kreatin  und Kreatinin fir die EA-IRMS. In zwei
Aufarbeitungsschritten wird einmal Kreatinin und einmal Gesamtkreatinin (Kreatin + Kreatinin)
aufgearbeitet. Uber die Quantifizierung per HPLC kann dann die Stickstoffisotopie des Kreatins

berechnet werden.
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4.2.5 Regenerierung und Aktivierung des Kationenaustauschers

Der nach Gebrauch gesammelte oder neue lonenaustauscher wird vor
Verwendung 24 Stunden in der dreifachen Menge 1 M KOH stehen gelassen,
anschlieRend funfmal mit der dreifachen Menge an bidestilliertem Wasser
gewaschen und in eine Glassaule geflllt. Es wird solange mit bidestilliertem Wasser
gewaschen bis der pH-Wert neutral ist, anschlieRend wird der Kationenaustauscher
mit dem doppelten Volumen 1 M HCI versetzt und bei einem Fluss von ungefahr
1 ml/min beladen. Es wird solange mit HCI versetzt bis der Durchlauf einen Wert von
pH = 1 erreicht hat. Danach wird der lonenaustauscher solange mit bidestilliertem
Wasser gewaschen bis der pH-Wert des Durchlaufes neutral ist. AnschlieRend wird
0,1 M Phosphatpuffer ber den lonenaustauscher geschickt bis sich auch hier der
pH-Wert des Durchlaufes auf den des Puffers eingestellt hat. Schliellich wird der
lonentauscher mit dem doppelten Volumen an 0,01 M Phosphatpuffer gewaschen

und letztlich unter 0,01 M Phosphatpuffer stehend bis zur Verwendung aufbewahrt.

4.2.6  Quantifizierung von Kreatin und Kreatinin

Die Quantifizierung von Kreatin und Kreatinin in Urin und anderen Matrizes wurde
mit Hilfe der HPLC (High Performance Liquid Chromatography) vorgenommen. In
biologischen Matrizes wird diese Quantifizierung mit verschieden S&ulen und
Puffergemischen durchgeflihrt [113]. Die in dieser Arbeit verwendete Methode beruht
auf die Standardmethode zur Bestimmung von Kreatin und Kreatinin im Urin im
Institut far Biochemie der Deutschen Sporthochschule Kdln [44].

Fir die Analysen stand ein LC 1090 der Firma HP (Hewlett Packard) zur
Verfliigung. Die chromatographische Saule war eine NUCLEOSIL 120-5 C18
(250 x 4 mm, Macherey & Nagel, Duren, Deutschland). Der LC ist mit einem
automatischen Injektionssystem und einem Diodenarray-Detektor ausgerustet. Als
Lésungsmittel wurden 0,01 M Phosphat-Puffer, pH = 4,8 und Acetonitril Ultra
Gradient HPLC Grade (J. T. Baker, Deventer, Niederlande) eingesetzt. Das Gerat
wurde mit einem Fluss von 1,2 ml/min betrieben und jeweils 100 pl der Analyten

injiziert.
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Die Retentionszeiten liegen fir Kreatin bei 2,1 min und fir Kreatinin bei 2,8 min.
Kreatinin hat zwei Absorptionsmaxima bei 205 und bei 235 nm, Kreatin absorbiert bei
205 nm.
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Abb. 14: Beispiel eines HPLC-Chromatogramms einer Urinprobe. Im oberen Fenster sieht man das
Absorptionsmaximum fr Kreatinin bei 235 nm. Im unteren Fenster bei 205 nm das
Absorptionsmaximum von Kreatin bei ca. 2,1 min. Trotz der niedrigen Retentionszeiten und dem

fronting' des Kreatinins reicht die Trennung zur Quantifizierung von Kreatin und Kreatinin aus.

Die ermittelte Peakflache im Chromatogramm steht in linearer Beziehung zu der
jeweiligen Konzentration (Abbildung 15 und 16). Dies gilt sowohl flr Kreatin als auch
Kreatinin.

Urin- und sonstige Proben werden mit 0,01 M Phosphatpuffer verdinnt, so dass
die Konzentrationen ungefahr 1 pg/ml betragen. Die HPLC-Methode wurde neben
der Untersuchung von Urinproben auch zur Quantifizierung der Aufarbeitung des
Urins benutzt. Aus diesem Grunde wird der 0,01 M Phosphatpuffer als Laufmittel
benutzt, da dieser Puffer auch in der Aufarbeitung eingesetzt wird. Weil die
Urinproben zur Aufarbeitung um das 100-fache mit dem 0,01 M Phosphatpuffer
verdinnt werden und so auch der Durchlauf und das Waschwasser ahnliche
Konzentrationen aufweisen, wurde die Methode dementsprechend abgewandelt, um

zusatzliche Arbeitsschritte, wie eine Aufkonzentrierung der Losungen, zu vermeiden.
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Abb. 15: HPLC-Kalibriergerade fiir Kreatin. Die lineare Beziehung zwischen UV-Absorption bei

205 nm und Konzentration an Kreatin erméglicht die quantitative Bestimmung von Kreatin per HPLC.
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Abb. 16: HPLC-Kalibriergerade fiir Kreatinin. Die lineare Beziehung zwischen UV-Absorption bei
235 nm und Konzentration an Kreatin ermdglicht die quantitative Bestimmungen von Kreatinin per
HPLC.

Im Rahmen der Vorversuche zur Kationenaustauschchromatographie wurde die
Jaffé-Methode als Schnelltest zur Quantifizierung von Kreatin und Kreatinin
eingesetzt. Pikrinsdure bildet in alkalischer Losung mit Kreatinin und Kreatin einen

farbigen Meisenheimer-Komplex, der im Sichtbaren absorbiert und eine
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charakteristische rotgelbe Farbung aufweist [114, 115]. Bei der Jaffé-Methode wird
ein Aliquot der Urinprobe (10 pl) mit derselben Menge an 10 %iger NaOH und
1,2 %iger wassriger Pikrinsaure-Losung versetzt. Auf einer Mikrotiterplatte kdnnen
gleichzeitig bis zu 96 Proben mit dem Reagenz versetzt werden. Nach einer
Standzeit von einer Stunde wird die VIS-Absorption mit Hilfe eines Victor® Multilabel
Counter (Perkin Elmer, Rodgau, D) bei 490 nm gemessen.

Die Jaffé-Methode liegt auch den Konzentrationsbestimmungen von Kreatinin bei
den Urinproben der Belastungsstudie mit Hilfe der automatisierten Routinediagnostik
des COBAS Integra® 800 (F. Hoffmann - La Roche AG, D) zugrunde.

4.3 Isolierung von Bicarbonat fur die IRMS

Es wird eine gesattigte Ba(OH),-Losung (Barytwasser) durch Lésen von ca.
40 g/L festem Ba(OH)»:8H,O in bidestillietem Wasser bei Raumtemperatur
hergestellt. Eventuell durch die Reaktion mit atmospharischem CO, auftretender
Niederschlag wird abzentrifugiert und verworfen.

0,5 ml Urin wird mit bidestilliertem Wasser auf ein Volumen von 4 ml verdinnt,
anschlielfend mit 1 ml der gesattigten Ba(OH),-Ldsung versetzt und 60 Minuten bei
Raumtemperatur stehengelassen. Der Niederschlag wird abzentrifugiert, zweimal mit
2 ml bidestilliertem Wasser gewaschen und im Vakuum uber P,Os getrocknet.

500 pg des getrockneten BaCO; werden mit der vierfachen Menge an
Amidoschwefelsaure in einer Zinnkapsel eingewogen und in ein ca. 15 cm langes
Glasrohr mit einem Durchmesser von 7 mm und einer Wandstarke von 0,7 mm
(Pasteurpipette) getan. Das Glasrohr wird unter Vakuum (Wasserstrahlpumpe)
gasdicht zugeschmolzen und kann so gelagert werden. Um die Freisetzung des CO,
aus dem BaCOj; zu erreichen, werden die zugeschmolzenen Glasrohre fur 30
Minuten auf 250 °C erhitzt. Fir die Bestimmung der Isotopenverhaltnisse wird das
Glasrohr in einen sich im Gasstrom des Elementaranalysators eingebauten flexiblen
Metallschlauch (‘tube-cracker') gebracht. Nachdem die bei Einbau eingedrungene
Aulenluft weggespdlt ist, kann die Probe per Gasanalyse gemessen werden (Kapitel
4.8.5).
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4.4 Aufbereitung von Gesamturin far die IRMS

Um die ermittelten Isotopenverhaltnisse fur Harnstoff, Kreatin/Kreatinin und
Bicarbonat in eine Relation zu den weiteren Bestandteilen des Urins setzen zu
konnen, wurden auch die Isotopenverhaltnisse fur Kohlenstoff und Stickstoff des
Gesamturins analysiert. Hierzu wurde eine bestimmte Menge an Urin (je nach Dichte
zwischen 10 und 150 pl) mit einer Mikroliterspritze in Zinn-FlUssigkeitskapseln
uberfihrt und Uber Nacht im Exsikkator unter Vakuum Uber P,Os getrocknet. Die

Proben kdnnen anschlieRend direkt per EA-IRMS gemessen werden.

4.5 Isolierung von Serum-Proteinen fur die IRMS

Die Stickstoffisotopie der Serum-Proteine kann zur Interpretation der
Isotopenverhaltnisse in einem Organismus herangezogen werden [108] und wurde
daher im Rahmen der Belastungsstudie analysiert. Albumin und Globulin kbnnen aus
Serum durch Fallung mit Trichloressigsaure (TCA) in Ethanol isoliert werden [116,
117]. Dazu werden 5 ml 2 %ige TCA in Ethanol (w/w) und 0,2 ml Serum zusammen
gegeben, das Ganze geschittelt und zwei Stunden bei Raumtemperatur stehen
gelassen. Anschliellend wird der Niederschlag abzentrifugiert und getrocknet. Es
handelt sich hierbei um die Globulin-Fraktion. Der Niederschlag wird mit 2 ml
TCA/Ethanol gewaschen, der Uberstand und das Waschwasser vereinigt und 2 Mol
NaHCO3; pro Mol TCA hinzu gegeben. Der augenblicklich auftretende Niederschlag
kann nach wenigen Minuten abzentrifugiert werden, es handelt sich hierbei um die

Albumin-Fraktion.

4.6 Préparation von Struktur-Protein fur die IRMS

Haare bestehen hauptsachlich aus dem Struktur-Protein Keratin und die Analyse
der Isotopenverhaltnisse des Haares kann zur Interpretation von korperlichen
Zustanden herangezogen werden [13, 14]. Zur Probennahme wird das Haar so nah
wie madglich Uber der Kopfhaut abgeschnitten und der Blschel mit einem Bindfaden

fixiert. Anschlielend wird das Haar zweimal 15 Minuten in 1:2 Chloroform/Methanol
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(v/v) und anschlielend zweimal 5 Minuten in bidestilliertem Wasser gewaschen.
Nachdem die Haare auf gleiche Lange gebracht worden sind, werden sie mit
Aluminiumfolie umwickelt, in gewunschte Segmente zerteilt und in Zinn-Kapseln

verschlossen.

Tab. 4:

Bestimmung der Isotopenverhaltnisse von Haar. Die angegeben Werte sind Richtwerte und

Segmentlange, abgedeckte Zeitspanne und bendtigte Anzahl an Haaren fir die

schwanken von Individuum zu Individuum.

Segmentlange [cm]

Zeitspanne [d]

Anzahl Haare (5"°C)

Anzahl Haare (5"°N)

1cm 30 2-3 7-8
0,5cm 15 5 15
0,25 cm 7,5 10 30

4.7 Aufbereitung von Nahrungsmitteln fur die IRMS

Zur Untersuchung der Isotopenverhaltnisse von Nahrungsmitteln miussen diese
homogenisiert und getrocknet werden. Ein Aliquot eines Nahrungsmittels oder einer
Mahlzeit wird in einem Plastik-Reagenzglas mit wenigen Millilitern bidestilliertem
Wasser zusammengebracht und mit Hilfe eines Ultra-Turrax® (170 W, 20000 UpM,
Janke & Kunkel, KG, Staufen, D) homogenisiert. Bei Getranken und FlUssigkeiten
entfallt dieser Schritt. AnschlieRend wird die Flissigkeit oder homogene Emulsion im
Exsikkator unter Vakuum Uber P,Os getrocknet und die wasserfreie Masse in einem

Achat-Morser zerkleinert. Das Pulver kann dann direkt per EA-IRMS gemessen

werden.
4.8 EA-IRMS
48.1 Aufbau und Methoden

Far die Bestimmung der Isotopenverhaltnisse wurde ein EA-IRMS-System
bestehend aus einem Eurovektor Elementaranalysator gekoppelt mit einem Delta C

Massenspektrometer der Firma Thermo-Finnigan verwendet.
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Tab. 5:

Systemkonfiguration EA-IRMS.

Elementaranalysator

Eurovektor EA 3000

Massenspektrometer | Delta C, Thermo-Finnigan
Tragergas Helium 5.0, Linde
Fluss (EA) 70 - 100 ml/min

Oxidationsreaktor

Wolframoxid, Silber-Kobaltoxid, Hekatech, 1050 °C

Reduktionsreaktor

Kupfer, Hekatech, 650 °C

GC (EA)

Poraplot, 40 °C

Referenzgas C

Kohlendioxid 4.5, Linde

Referenzgas N

Stickstoff 5.0, Linde

Oxidationsmittel

Sauerstoff, Linde

Software EA

Callidus, Version 2E3

Software MS

Isodat 2.0 IRMS Software

Zwischen dem Elementaranalysator und dem Massenspektrometer ist eine
(Abbildung 17, VE) der Firma Hekatech D)

eingebaut, die zur Verdunnung der Volumina an N2 und CO; dient, wenn erhdhte

Verdinnungseinheit (Wegberg,
Mengen an Substanz im Elementaranalysator verbrannt werden. Nachtraglich wurde
hier die manuelle Steuerung Uber ein Handventil durch ein pneumatisches Ventil, das

uber die MS-Software Isodat NT angesteuert wird, eingebaut.

He He

Autosampler
1
EA | |
VE RE MS
GC
CO, N

Abb. 17:
Probe Uber einen Autosampler aufgegeben und im Oxidationsofen verbrannt, dann passiert der

Schematischer Aufbau des EA-IRMS-Systems. Im Elementaranalysator (EA) wird die

Gasstrom einen Reduktionsofen und anschlieend einen Gaschromatographen (GC). Zwischen EA
und Massenspektrometer sind eine Verdinnungseinheit (VE) und ein Referenzgaseinlass (RE)

eingebaut (siehe auch Kapitel 2.5.1).
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Zur Beimischung der Referenzgase fir die Isotopenanalyse steht ein universelles
Interface zur Verfugung. Hierbei werden die Referenzgase Stickstoff und Kohlenstoff
in den Heliumgasstrom nach Bedarf zugemischt. Die Steuerung erfolgt pneumatisch
uber die Software Isodat NT. Die Menge der Referenzgase kann tUber Druckminderer
gesteuert werden. Des Weiteren ermdglicht das Interface eine Verdinnung der in

dem Elementaranalysator erzeugten Reaktionsgase.

Tab. 6: &N- und &8°C-Werte fiir creapure’” mit und ohne Verdinnung des Analyten. Die

Verdunnung des Analyten im Interface sollte zu keiner Isotopenfraktionierung fiihren.

creapureTM creapureTM
keine Verdunnung (n = 5) 10 fache Verdinnung (n = 5)
8"°C  [%o] -34,36 + 0,16 -34,23 + 0,06
8N [%o] 4,97 + 0,36 4,81+0,18

Diese Verdunnung kann ebenfalls pneumatisch Uber Isodat NT angesteuert
werden. Das Prinzip dieses Interfaces entspricht dem des ConFlo Il [81]. Wie in
Tabelle 6 zu sehen ist, sind die Isotopenverhaltnisse auch bei 10-facher Verdinnung

des Analyten konstant.

Tab. 7: Ubersicht tiber die verschiedenen verwendeten EA-IRMS-Methoden, Dauer der Messung,

Anzahl der Referenzgaspeaks und Préazision (gerundete Standardabweichung 1o fur eine

Dreifachbestimmung).
Methode Dauer [s] | Referenzgaspeaks (n) 1o (ca.) [%o]
N/™N 500 3 +0,1
Bc/'?c 500 3 + 0,05
3¢/'2C und "*N/MN 500 jeweils 1 +0,2 (N), £ 0,1 (C)
®N/“N, geringer N-Anteil | 1000 3 +0,2

FUr die Bestimmung der Kohlenstoff- und der Stickstoffisotopenverhaltnisse per
EA-IRMS wurden verschiedene Methoden verwendet. Da die Proben im
Elementaranalysator in einer spontanen Reaktion zu CO,, N2, H,O umgewandelt und

spater chromatographisch voneinander getrennt werden, konnen die Reaktionsgase
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N2 und CO; entweder zusammen in einer Analyse oder getrennt in zwei Analysen

gemessen werden.
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Abb. 18: Beispiel fur eine Kohlenstoffisotopenanalyse per EA-IRMS. Mit einer Retentionszeit von
ca. 230 Sekunden erreicht das CO, das MS. Im unteren Feld sind die drei Spuren der Massen 44, 45
und 46 dargestellt, im oberen Feld die Verhaltnisse 45/44 bzw. 46/44. Drei Referenzgaspulse mit
definiertem Isotopenverhéltnis ermoglichen die Berechnung des &“C-Wertes des CO, nach

Integration.

Die Bestimmung der Kohlenstoff- und der Stickstoffisotopenverhaltnisse in einer
Analyse hat den Vorteil, dass fur die Bestimmung beider Isotopenverhaltnisse nur
einmal ein Aliquot der Substanz verbrannt werden muss. Dies geht allerdings mit
einem Verlust an Genauigkeit einher, da weniger Zeit fur die Ausrichtung des
Magneten und fur Referenzgaspulse zur Verfiugung steht. Bei Proben, von denen
genug Substanz vorhanden war, wurden im Rahmen dieser Arbeit die spezifischen
Methoden fur das jeweilige Element benutzt. Fur Proben, bei denen der
Kohlenstoffanteil deutlich Uber dem des Stickstoffanteils liegt, wurde eine spezielle
Methode programmiert, bei der genug Zeit flir die Zuschaltung der
Verdunnungseinheit zur  Verdinnung des COj,-Anteils, der in das
Massenspektrometer gelangt, zur Verfugung steht.

Die Retentionszeiten liegen bei den angegeben Gerateparametern flr N, bei ca.
125 s und fur CO; bei 230 s, eine Veranderung der Retentionszeiten auf Grund

veranderter Flussverhaltnisse im Elementaranalysator weisen auf Probleme im
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Oxidationsreaktor oder Autosampler hin. Im Stickstoff-Chromatogramm erkennt man
zur Retentionszeit des CO, einen kleinen Peak. Hierbei handelt es sich um im
System entstandenes Kohlenmonoxid, das aber die Bestimmung der Stickstoff-

Isotopenverhaltnisse nicht beeinflusst.
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Abb. 19: Beispiel fir eine Stickstoffisotopenanalyse per EA-IRMS. Mit einer Retentionszeit von ca.
125 Sekunden erreicht das N, das MS. Im unteren Feld sind die zwei Spuren der Massen 28 und 29
zu sehen, im oberen Feld das Verhdltnis 29/28. Drei Referenzgaspulse mit definiertem
Isotopenverhéltnis ermoglichen die Berechnung des 5°N-Wertes des N, nach Integration. Der Peak

nach 225 Sekunden stammt von Kohlenmonoxid.

4.8.2 Kalibrierung und Linearitat

Die fur die Bestimmung der Isotopenverhaltnisse verwendeten Referenzgase CO,
und N2 werden Uber eine zentrale Laborversorgung zugefihrt. Als Standardgas fur
Kohlenstoffisotopenmessungen dient CO, mit einer Reinheit von 99,995 Vol.-% der
Firma Linde. Als Referenzgas fur die Stickstoffisotopenmessungen dient Stickstoff
5.0. Um die Standardgase als Referenzgase verwenden zu konnen, mussen sie
kalibriert werden. Die Kalibrierung wird mithilfe der EA-IRMS Uber IAEA-

Vergleichsmaterialien durchgefuhrt.
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Zur Kalibrierung der Standardgase werden die Routinemethoden fur CO, und N»
verwendet. Allerdings wurden die Methoden dahingehend abgewandelt, dass als
Referenzsubstanz der vermeintliche Analyt, das IAEA-Vergleichsmaterial,
angegeben und das Referenzgas als unbekannte Substanz betrachtet wird. So erhalt
man pro Messung drei Werte flr das Referenzgas, dessen Mittelwert bestimmt wird.
Hierbei wurden sowohl fur CO, als auch fir N, jeweils zwei sich deutlich im
Isotopenverhaltnis  unterscheidende  Vergleichsmaterialien = gemessen. Die
Messungen wurden insgesamt fur jedes Vergleichsmaterial dreimal durchgefuhrt und

daraus der gewichtete Mittelwert flr die Referenzgase berechnet.

Tab 8: 5"C Werte fir das CO,-Referenzgas mit Kalibrierungszeitpunkt, als Kalibrierungsstandard
dienten die IAEA-Standards IAEA-CH6 und IAEA-CH7. Angegeben sind die Mittelwerte aus den drei
Referenzgaspulsen pro Messung bei dreifacher Wiederholung und die sich daraus ergebende

Standardabweichung (10).

Kalibrierungs-Datum §"°C [%o] 16 [%o]
11.04.2003 -3,96 +0,22
13.07.2005 -4,36 +0,18
26.01.2006 -3,92 +0,16
27.09.2006 -3,63 10,27

Die 5"C-Werte fiir das CO,-Referenzgas (Tabelle 8) blieben {iber einen Zeitraum
von vier Jahren stabil, wogegen die 8'°N-Werte fiir das N,-Referenzgas (Tabelle 9)

einen Trend zum leichten Stickstoff zeigen (1,4 %o in drei Jahren).

Tab. 9: 5°N-Werte fiir das N,-Referenzgas mit Kalibrierungszeitpunkt, als Kalibrierungsstandard
dienten die IAEA-Standards IAEA-N1 und IAEA-N2. Angegeben sind die Mittelwerte aus den drei
Referenzgaspulsen pro Messung bei dreifacher Wiederholung und die sich daraus ergebende

Standardabweichung (10).

Kalibrierungs-Datum 8N [%o] 16 [%o]
11.04.2003 -3,96 +0,23
13.07.2005 -4,36 +0,20
22.11.2005 -5,08 +0,40
26.01.2006 -5,32 +0,54
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Zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit der Werte fiir die Referenzgase wurden
in unregelmaligen Abstanden Tests durchgefuhrt. Hierbei geht es insbesondere um
das Auffinden von Isotopenfraktionierungen im Referenzgaseinlass und eventuelle
stérende Stromungseigenschaften. Bei dem standard-on-off-Test werden in 10-
facher Wiederholung 20-Sekunden-Referenzgaspulse mit 20 Sekunden Pause
gesetzt. Das Isotopenverhaltnis des ersten Referenzgaspulses wird fur Kohlenstoff
auf 8" Cypps = 0 %o und fiir Stickstoff auf §"°Nar = 0 %o gesetzt und die weiteren
Referenzgaspulse als unbekannt betrachtet. Neben dem standard-on-off-Test, bei
dem die Intensitat des Referenzgases gleich gehalten wird, werden sogenannte
Linearitatstests durchgefuhrt, bei denen die Intensitat der Referenzgaspulse variiert
wird. Die Abweichung der bestimmten Isotopenverhaltnissen fur das Referenzgas
soll dabei nicht tber 0,06 %o pro Volt liegen [118].

4.8.3 Abhangigkeit der Isotopenwerte von EA-Gerateparametern

Die Richtigkeit der Isotopenverhaltnisse des EA-IRMS-Systems ist stark abhangig
von einem funktionierenden  Oxidations- und Reduktionsvorgang im
Elementaranalysator. Neben der begrenzten Kapazitat der Reaktoren kann auch
eine unvollstandige Verbrennung der Probe zu einer Isotopenfraktionierung und
damit zu falschen Ergebnissen bei der IRMS fihren. Um den Verbrennungsvorgang
im Elementaranalysator zu optimieren, wurde ein Standard bei verschiedenen
Gerateparametern gemessen.

Besonders wichtig fur eine optimale Verbrennung im Oxidationsreaktor des
Elementaranalysators sind der zeitgleiche Einwurf der Probe in den Reaktor und die
Zuschaltung des zu einer spontanen Reaktion nétigen Sauerstoffes. So kann am
Elementaranalysator sowohl der Zeitpunkt der Probe (sample delay time, SDT) als
auch der Druck, mit dem der Sauerstoff in das System eingespeist wird, geregelt
werden. In Abbildung 20 sieht man, dass eine optimale Verbrennung der Probe, also
die geringste Abweichung von dem eigentlichen Isotopenverhaltniss (willkurlich auf
8"°N = 0 %o gesetzt), bei einer SDT von 14 Sekunden und einem Sauerstoffdruck
PO, von 200 kPa zu finden ist. Bei unglnstigen Bedingungen flihrt eine
unvollstandige Verbrennung zu einer Isotopenfraktionierung fur Stickstoff von Uber
4 %o.
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Abb.20: Abhangigkeit der &°N-Werte fir einen Standard von Gerateparametern des
Elementaranalysators. Nach Variation der sample delay time (Zeitpunkt des Einwurfes der Probe in
den Oxidationsreaktor) oder des Sauerstoffdruckes PO, verandern sich die 5*°N-Werte um bis zu 4 %o.

Zum Zeitpunkt der optimalen Verbrennung wurde der 5N Wert des Standards willkirlich auf 0 %o
gesetzt.
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Abb.21: Abhangigkeit der &°C-Werte fur einen Standard von Gerateparametern des
Elementaranalysators. Nach Variation der sample delay time (Zeitpunkt des Einwurfes der Probe in
den Oxidationsreaktor) oder des Sauerstoffdruckes PO, veréandern sich die 5°C-Werte um bis zu

0,2 %o. Zum Zeitpunkt der optimalen Verbrennung wurde der 5"°C-Wert des Standards willkiirlich auf 0
%o gesetzt.
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Fir Kohlenstoff tritt bei unglnstigen Bedingungen keine so grole
Isotopenfraktionierung auf. Die maximale Abweichung liegt bei den eingestellten
Gerateparametern bei unter 0,2 %.. Fur die Bestimmung der Isotopenverhaltnisse,
insbesondere  fur  Stickstoff, ist also eine optimale Einstellung des

Elementaranalysators zu beachten.

484 Laborstandards

Als Laborstandard fur die EA-IRMS wurde ein homogenisierter 100 g Kreatin-
Monohydrat Standard (creapureTM, Degussa GmbH, Lot 100402) verwendet. Der
Laborstandard wurde vor jeder Messsequenz eingesetzt, um eventuelle
Unregelmalligkeiten des Systems, die zu falschen Ergebnissen fuhren koénnten,
erkennen zu koénnen (siehe 4.8.3). Neben der Kontrolle von Peakform und
Untergrund liefern insbesondere die 8'°N- und &'°C-Werte des Standards Hinweise
auf Probleme mit den Reaktoren und Nichtlinearitaten im Massenspektrometer. Die
Kontrolle der Richtigkeit der Isotopenwerte wurde daher vor jeder Messsequenz
durchgefuhrt.
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Abb.22:  5°N-Werte des Laborstandards creapure™ 2003 bis 2006. Der Median der §"N-Werte
betragt -0,16 + 0,23. Die Schwankungen der Werte sind bedingt durch unterschiedliche Konditionen
des EA-IRMS-Systems, Abweichungen aul3erhalb dieses Bereiches wurden als Hinweis zum

Austausch von Reaktoren, etc. herangezogen.
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Im Mittel wurde fiir den Laborstandard creapure™ ein §'°N-Wert von -0,16 %o mit
einer Standardabweichung (1) von 0,23 %. ermittelt. Die &'°C-Werte des
Laborstandards creapure™ liegen im Mittel bei -34,16 mit einer Standardabweichung
(1) von 0,29 %.. Ab einer Abweichung der Isotopenverhaltnisse fur Kohlenstoff oder
Stickstoff von mehr als 0,5 %0 vom jeweiligen Mittelwert wurde keine Messung mehr

durchgefuhrt, sondern das System Uberprift und neu eingestellt.
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Abb.23:  5°C-Werte des Laborstandards creapure™ 2003 bis 2006. Der Median der §"C-Werte
betragt -34,16 +0,29. Die Schwankungen der Werte sind bedingt durch unterschiedliche Konditionen
des EA-IRMS Systems, Abweichungen auf3erhalb dieses Bereiches wurden als Hinweis zum
Austausch von Reaktoren, etc. herangezogen.

Der Kreatinin Standard fir die HPLC wurde aus creapureTM synthetisiert [112].
10 g Kreatin-Monohydrat wurden mit 5,5 ml konzentrierter HCI und 1,5 ml Wasser in
einem 50 ml-Kolben 24 Stunden erhitzt. Die heil3e Losung wurde gefiltert und auf
0 °C im Salz-Eisbad abgekuhlt. Das Kreatinin wurde abgefiltert und mit 28 %iger
wassriger Ammoniak-Losung chloridfrei gewaschen. Anschlielend wurde mit

eiskaltem Methanol gewaschen und bei 40-50 °C getrocknet.



4 Experimenteller Teil 61

4.8.5 Gasanalyse

Im Verlauf der Arbeiten wurde das EA-IRMS-System durch eine Vorrichtung zur
Gasanalyse erweitert. Vorlage hierfiir waren in der Geochemie und Okologie seit den
70er Jahren fur die Isotopenanalyse verwendete 'tube-cracker' [119]. Die einfache,
manuelle Vorrichtung ermdglicht die Analyse von CO,, das seinerseits aus der

Reaktion von Carbonaten mit Amidoschwefelsaure freigesetzt wird [120].

,tube-cracker
Autosampler

1 2
B » IRMS
He —
W asserfalle
Oxidations-
reaktor
Reduktions-
reaktor
EA

Abb. 24:  Schematischer Aufbau des EA-IRMS-Systems, modifiziert fir Gasanalysen. Im ‘tube-
cracker' wird eine Glaskapillare eingebracht, die zu gegebenem Zeitpunkt manuell durchgebrochen
wird. Das Gas stromt im He-Tragergasstrom durch das System, unerwiinschte Substanzen werden im
Oxidations- oder Reduktionsreaktor und der Wasserfalle abgefangen. An Position 1 und 2 kann der

Tragergasfluss manuell Uber 3-Wege-Ventile gesteuert werden.

Der ‘'tube-cracker' besteht aus zwei Ventilen sowie einem flexiblen
Metallschlauch, die durch Swagelok®-Schnellkupplungen vor den Autosampler des
Elementaranalysators eingebaut wurden. Im 'tube-cracker' wird eine Glaskapillare,
die das zu analysierende Gas enthalt, zu einer definierten Zeit durchgebrochen. Das
Gas sammelt sich in einer Dosierschleife bis es zur Messung durch Offnen der

Ventile in den Helium-Tragergasstrom des Elementaranalysators stromt.
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Eventuelle Verunreinigungen oder unerwunschte Reaktionsprodukte werden im
Oxidations- und Reduktionsreaktor abgefangen. Eine Messung dauert ca. 700
Sekunden. Da in diesem Aufbau keine Spulvorrichtung eingebaut ist und sich nach
Einbau der Glaskapillare in den 'tube-cracker' Raumluft in dem System befindet,

muss ca. funf Minuten zwischen zwei Messungen gespult werden.

4.9 Uberprufung der Prazision und Richtigkeit der Methoden

Die entwickelten Aufarbeitungen und Messmethoden wurden hinsichtlich
Prazision und Richtigkeit in Bezug auf die Isotopenverhaltnisse untersucht. Um die
Richtigkeit der Methoden zu Uberprifen wurden Laborstandards bzw. Reinststoffe in
bidestilliertem Wasser aufgeldost und die wassrigen Losungen mit Hilfe der
entwickelten Methoden aufgearbeitet. AnschlieBend kdonnen die durch Analyse des
Reinststoffes oder Standards per EA-IRMS bestimmten Isotopenverhaltnisse mit den
nach der Aufarbeitung erhaltenen Werten verglichen werden.

Um Beitrage eventueller Verunreinigungen oder einer Isotopenfraktionierung bei
der Isolierung speziell aus Urin festzustellen, wurden verschiedene Aliquote eines
Urins mit unterschiedlichen Mengen eines Standards versetzt und die Mischungen
jeweils aufgearbeitet. Tragt man die reziproken Konzentrationen der isolierten
Substanz gegen die experimentellen Isotopenverhaltnisse auf, so lasst sich durch
lineare Regression das Isotopenverhaltnis des zugesetzten Standards als y-
Achsenabschnitt bestimmen und mit dem direkt per EA-IRMS bestimmten
Isotopenverhaltnis des Standards vergleichen. Dieses Verfahren zur Ermittlung eines
unbekannten Isotopenverhaltnisses einer Substanz durch Bestimmung der
Isotopenverhaltnisse von Mischungen, in denen die betreffende Substanz in
bekanntem Anteil enthalten ist, geht auf Keeling [121, 122] zurlck und wird in der
Chemie zur Bestimmung des Eintrages von vegetations-respiriertem Kohlendioxid in
die Atmosphare benutzt [123].

Um die Prazision der Methode abzuschatzen wurden Urine oder wassrige
Losungen von Standards mehrfach aufgearbeitet, die Varianz der ermittelten
Isotopenverhaltnisse berechnet und in Relation zur Gerateprazision gesetzt.

Eine Methode fir die Isolierung einer Zielsubstanz fir die Bestimmung der

Isotopenverhaltnisse wurde dann als hinreichend richtig und prazise beurteilt, wenn
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die Abweichungen zwischen den experimentellen Isotopenverhaltnissen vor und
nach Aufarbeitung innerhalb der Messprazision lag oder die Abweichung bzw. der

Fehler im Verhaltnis zum erwarteten Signal hinreichend klein war.

4.10 Analyse von Urinproben

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die entwickelten Methoden zur Isolierung von
Harnstoff, Kreatinin/Kreatin und Bicarbonat im Rahmen von Fallstudien untersucht,
um Werte fur natirliche Isotopenverhaltnisse zu erhalten und Anwendungen in der

sportwissenschaftlichen Forschung und Dopinganalytik zu implementieren.

4.10.1 Versuchsdurchfiihrung 8®°N-Werte von Harnstoff bei

Belastung

Drei Radsportler, die an einem 24-Stunden-Radrennen teilgenommen haben,
erklarten sich bereit, Uber einen Zeitraum von zwei Wochen, in denen das Rennen
stattfand, Urinproben zu sammeln. Die Probanden wurden Uber die Hintergriinde der
Studie informiert und unterzeichneten eine schriftliche Einverstandniserklarung. Es
wurden keine personlichen Daten aufl’er den in dieser Arbeit vorgestellten
experimentellen Daten erhoben und die Proben und Ergebnisse wurden
anonymisiert.

Im Rahmen der Studie sollten die Stickstoffisotopenverhaltnisse des urindren
Harnstoffes bestimmt werden, um eventuelle belastungsinduzierte Veranderungen
festzustellen. Die drei Probanden stellten eine relativ homogene Gruppe hinsichtlich
ihrer biometrischen Daten dar und verfugten alle Uber eine langjahrige Erfahrung im
Ausdauersport und ahnlichen Trainings- und Wettkampfleistungen. Im Vorfeld des
Rennens wurden neben den Urinproben noch Blut- und Speicheltests, sowie eine
Leistungsdiagnostik durchgeflihrt. Die Probanden flhrten exemplarische Belastungs-
und Erndhrungsprotokolle, die anschlieRend zur Interpretation der Ergebnisse

herangezogen werden konnten.
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Tab. 10: Ubersicht Uber die Probanden des 24-Stunden-Rennens, biometrische Daten und

Ergebnisse der Leistungsdiagnostik vor dem Rennen.

Proband 1 Proband 2 Proband 3
Alter [y] 34 38 38
Ausdauersport seit [y] 20 24 28
GroRe [cm] 197 177 172
Gewicht [kg] 80 77 69
BMI [kg/m?] 20,6 24,6 23,3
2 mmol-Schwelle [W] 170 285 230
4 mmol-Schwelle [W] 274 326 273
VO, max' [ml/min] 52,5 55,2 47 1
Trainingskilometer* [km] 6000 7500 5500

T Stufentest nach Mader (modifiziert)

* von den Probanden geschatzte Trainingskilometer

Von einem Probanden wurden noch Bart- und Haupthaare gesammelt und
hinsichtlich der Zusammensetzung der Stickstoffisotope analysiert. Die Probanden
sammelten in der Woche vor dem Radrennen, wahrend des Rennens und die Woche

danach Urinproben.

Tab. 11:  Zeitrdume und Anzahl von Urinproben, die vor, wahrend und nach dem 24-Stunden-

Radrennen gesammelt wurden. Als Zeitpunkt O wurde der Start des Rennens gesetzt.

Anzahl Urinproben
Zeitraum [d] Proband 1 | Proband 2 | Proband 3
vor-Wettkampf -5 bis 0 7 6 7
Wettkampf 0 bis 1 17 11 15
nach-Wettkampf 1 bis 6 16 13 20

Aliquots der Urine wurden nach Abnahme bei 4-6 °C aufbewahrt und fir Harnstoff
maximal 36 Stunden nach Abnahme aufgearbeitet. Neben der lIsolierung des
Harnstoffes wurden noch das Verhaltnis der Stickstoffisotope des Gesamturins,
sowie die Konzentrationen an Harnstoff, Kreatinin, Ammoniak und Proteinen mit Hilfe
eines COBAS Integra® 800 (F. Hoffmann - La Roche AG, Deutschland) bestimmt.
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Die Analyse der Isotopenverhaltnisse wurde flr jede Probe, sowohl Harnstoff und
Gesamtstickstoff, so fern es moglich war in Dreifachbestimmung durchgefuhrt, die

Konzentrationen der stickstoffhaltigen Substanzen im Urin wurden einfach bestimmt.

4.10.2 Versuchsdurchfihrung Fallstudie Supplementierung mit

Kreatin-Monohydrat

Im Rahmen einer Studie des Institutes fir Kreislaufforschung und Sportmedizin
der Deutschen Sporthochschule Kéln, bei der Probanden synthetisches Kreatin-
Monohydrat Uber einen Zeitraum von sechs Wochen zu sich nahmen, konnten
Urinproben eines/einer Proband/in hinsichtlich der Stickstoffisotopenverhaltnisse des
Kreatinins und Kreatins untersucht werden.

Die Studie wurde Placebo-kontrolliert im doppelt-blind und cross-over Design
durchgefuhrt, bei der die Probanden innerhalb zweier Zeitraume von jeweils sechs
Wochen taglich morgens 5 g Kreatin-Monohydrat oder alternativ Maltodextrin als
Placebo zu sich nahmen. Die Studie war nach der Deklaration von Helsinki durch die
Ethikkommission der Deutschen Sporthochschule Kéln genehmigt worden. Zwischen
den Einnahme-Zeitraumen gab es eine sechswochige Auswaschphase. In der ersten
Woche, inklusive einiger Tage vor der ersten Einnahmephase sammelten der/die
Proband/in funf Urine, danach bis zum Ende der Studie eine Urinprobe pro Woche.
Die Proben wurden fur mehrere Tage bei 4-6 °C gelagert und anschliel3end bei -20
°C eingefroren und erst kurz vor der Aufarbeitung aufgetaut. Nach einer
Konzentrationsbestimmung des Kreatinins und des Kreatins per HPLC wurde aus

den Urinproben Kreatinin und Gesamtkreatinin isoliert.

4.10.3 Bicarbonat

Zur Bestimmung der Isotopenverhaltnisse von urinarem Bicarbonat wurde sowohl

Human- als auch Pferdeurin untersucht.
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4.10.3.1 Humanurin

Von einem Probanden, der Natriumhydrogencarbonat (Kaisernatron®) als
Antiacidum gegen Sodbrennen eingenommen hat, wurden Uber einen Zeitraum von
zwolf Stunden gesammelte Urinproben hinsichtlich der Kohlenstoffisotopen-
verhaltnisse des Bicarbonats untersucht. Die Urinproben wurden nach Abnahme bei
4-6 °C gelagert und innerhalb von einer Woche aufgearbeitet. Neben der
Bestimmung des Isotopenverhaltnisses des Bicarbonats wurden noch das
Isotopenverhaltnis des Gesamtkohlenstoffes des Urins sowie der pH-Wert bestimmt.
Der Proband wurde Uber die Hintergriinde der Studie informiert und unterzeichnete
eine schriftliche Einverstandniserklarung, es wurden keine personlichen Daten aul3er
den in dieser Arbeit vorgestellten experimentellen Daten erhoben und die Proben

und Ergebnisse wurden anonymisiert.

4.10.3.2 Pferdeurin

Insgesamt 61 Pferdeurine wurden hinsichtlich der
Kohlenstoffisotopenverhaltnisse des Bicarbonats untersucht. Dabei entfielen acht der
Pferdeurine auf so genannte 'blank'-Urine von Pferden, denen nachweislich keine
exogenen Substanzen appliziert worden sind und deren Erndhrung C3-basiert war
mit dem Verzicht auf (Zusatz-/Kraft-)Futtermittel. 37 der Pferdeurine waren
Routineproben aus der Routine-Dopinganalytik des Institutes fur Biochemie der
Deutschen Sporthochschule Koln, in Auftrag gegeben von verschiedenen
Pferdesportverbanden. Hierbei handelte es sich bis auf zwei Proben um
Wettkampfkontrollen, die nach einem Rennen genommen worden waren. 16 der
Pferdeurinproben stammten aus Hongkong und waren ebenfalls Wettkampfproben.

Die Urinproben wurden im Marz bis Mai 2006 analysiert, wobei der Zeitpunkt der
Abnahme des Urins bis November 2005 zurickreichte (siehe Anhang 11). Die

Urinproben waren zur Aufarbeitung seit Abnahme bei 4-6 °C gelagert worden.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Bestimmung des 8N von Harnstoff aus Urin

Die Isolierung des Harnstoffes aus dem Urin fiir die Bestimmung des 8'"°N erfolgte
mit Hilfe der quantitativen Fallung durch Xanthydrol. Die Fallung von Harnstoff aus
wassrigen Losungen durch Xanthydrol ist ein Verfahren zur gravimetrischen
Harnstoffbestimmung [109, 110] und wurde bereits fur die Isolierung von Harnstoff
aus Rattenurin fur die IRMS zur Untersuchung des Stickstoff-Metabolismus
eingesetzt [111]. Da die Fallung aus dem Urin quantitativ ist, sollten keine

Isotopenfraktionierungen auftreten.

N,N'-Di-9H-xanthen-9-yl-urea
0
OH ‘ ‘
H
2 ‘ ‘ + H;N-CO-NH; — > >=0 +2H;0
o HN

Co7HgN-0O5 MG: 361.5 g[mol

Abb. 25:  Die Xanthydrol-Féllung: Je zwei Mol Xanthydrol (Xanthen-9-ol) reagieren mit einem Mol
Harnstoff und bilden das in Wasser schwerlésliche N,N'-Di-9H-xanthen-9-yl-urea.

Bei der Xanthydrol-Fallung entstehen aus einem Mol Harnstoff und zwei Mol
Xanthydrol ein Mol Dixanthylurea (N,N'-Di-9H-xanthen-9-yl-urea). Da bei der
Reaktion keine weiteren Stickstoffatome auf’er denen des Harnstoffes in das Molekul
eingebaut werden, entspricht das 3'°N von Dixanthylurea dem des Harnstoffes aus
der entsprechenden Lésung. Eine Bestimmung des 8'°C des urindren Harnstoffes
mit Hilfe der Xanthydrol-Fallung ist auf Grund des geringen Anteils von Kohlenstoff
aus dem Harnstoff im Reaktionsprodukt von 1:27 nicht méglich und wurde auch auf

Grund der gegebenen Fragestellung nicht weiter untersucht.
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5.1.1 Richtigkeit der Methode

Um die Methode flr die Isolierung von Harnstoff aus humanem Urin hinsichtlich
der Isotopenverhaltnisse zu Uberprifen, wurden mehrere Aliquote eines Urins mit
verschiedenen Mengen an synthetischem Harnstoff versetzt und die Proben jeweils
aufgearbeitet (siehe Kapitel 4.9). Je 250 pl Urin (Harnstoffkonzentration: 11,2 mg/ml)
wurden mit verschiedenen Volumina einer Harnstofflosung mit einer Konzentration
von 16 mg/ml versetzt. Die Harnstoff-Konzentrationen der Mischungen wurden mit
Hilfe eines Routineanalysators fiir die medizinische Diagnostik (COBAS Integra® 800,

F. Hoffmann - La Roche AG, Mannheim, D) als Doppelbestimmungen durchgefuhrt.

Tab. 12: Versuchsreihe zur Uberpriifung der Xanthydrol-Methode fiir humanen Urin. Verhéltnis
Urin zu Standard, experimentell bestimmte Konzentrationen der Mischungen [HS] und zugehdrige
5"°N-Werte. Die Harnstoffkonzentration des Urins lag bei 11,2 mg/ml, alle Mischungen wurden auf ein

Volumen von 1 ml aufgefiillt.

Verhaltnis [HS] [mg/ml] 8N [%o]
Urin : Standard

Urin 2,80 = 0,53 4,10 + 0,24
Urin/Standard #1 1:0,5 512 = 0,27 1,83 + 0,08
Urin/Standard #2 1:1,0 745 + 1,14 1,37 + 0,32
Urin/Standard #3 1:1,5 8,28 = 0,20 1,02 + 0,11
Urin/Standard #4 1:2,0 10,06 + 0,24 0,65 + 0,11
Urin/Standard #5 1:2,5 15,36 + 1,25 0,44 £+ 0,35
Urin/Standard #6 1:3,0 17,54 + 1,32 0,00 + 0,35
Standard 16,00* -0,70 + 0,26
Harnstoff (fest) -0,64 £ 0,16

*: die Konzentration des Harnstoff-Standards wurde nicht experimentell bestimmt, sondern durch
Einwaage festgelegt

Der Harnstoff wurde nach der Xanthydrol-Methode ausgefallt und das
entstandene Dixanthylurea per EA-IRMS gemessen. Tabelle 12 zeigt die
verschiedenen Volumina an Urin und Harnstoff-Losung. Alle Mischungen wurden auf
ein Volumen von 1 ml mit bidestilliertem Wasser aufgeflllt. So erhalt man bei diesem
Test zusatzlich einen Uberblick, ob eventuelle konzentrationsabhéngige

Isotopenfraktionierungen auftreten. Die Konzentrationen an Harnstoff liegen in den
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physiologisch vorkommenden Konzentrationsbereich von Harnstoff in Urin von
durchschnittlich 14 mg/ml [15].

Die per EA-IRMS bestimmten §°N-Werte des N,N'-Di-9H-xanthen-9-yl-urea
wurden gegen die reziproken Harnstoff-Konzentrationen aufgetragen und fur die mit
synthetischem Harnstoff versetzten Aliquote eine lineare Regression durchgefuhrt. In
Abbildung 26 erkennt man, dass alle Aliquote innerhalb ihrer Fehlergrenzen auf der
Regressionslinie liegen. Die lineare Regression liefert bei einem Bestimmtheitsmal}
von R? = 0,95 eine Gleichung (y = mx + b) nach §'°N = 12,70/[HS] - 0,54. Hierbei ist
insbesondere der Achsenabschnitt b interessant, da er dem 5N des zugesetzten

synthetischen Harnstoffes entspricht.

45 - B
35 -
25 -

15 -

5N [%0]

0.5 4 o .7

'1 .5 T T T T T T T T 1
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 0.45

1/[HS] [ml/img]

Abb. 26:  Keeling-Plot fiir die Bestimmung des &'°N von urindrem Harnstoff. Von einem humanen
Urin (&) wurden seches Aliquote (O) mit unterschiedlichen Mengen an synthetischem Harnstoff (CJ)
versetzt und alle nach der Xanthydrol-Methode aufgearbeitet. Die Konzentrationen wurden mit Hilfe
eines COBAS Integra® in Doppel-Bestimmung ermittelt. Die gestrichelte Linie stellt die lineare
Regression der sechs Aliquote (O) dar und liefert einen Wert von 5"°N = -0,54 %o fiir den zugesetzten

Harnstoff-Standard.

Der 8"°N-Wert des zugesetzten Harnstoff-Standards wurde auf zwei verschiedene
Arten bestimmt. Einmal wurde der reine Feststoff direkt per EA-IRMS gemessen und
einmal wurde der Harnstoff in Wasser aufgelost und anschlieRend durch Xanthydrol
gefallt und per EA-IRMS analysiert. Die 5'°N-Werte des synthetischen Harnstoffes
vor und nach Aufarbeitung liegen bei -0,70 %o + 0,26 und -0,64 + 0,16 %o und

stimmen somit innerhalb der Fehlergrenzen Uberein. Der extrapolierte Wert flr den
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zugesetzten synthetischen Harnstoff durch den Keeling-Plot mit 8"°N = -0,54 %o
stimmt ebenfalls innerhalb der Fehlergrenzen mit den &'°N-Werten fiir den
synthetischen Harnstoff Uberein.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Xanthydrol-Methode fiur die Bestimmung des
8"°N von urindrem humanen Harnstoff benutzt werden kann. Sie spiegelt die
Isotopenverhaltnisse in einem weiten Konzentrationsbereich von 2,8 - 17,54 mg/ml
wieder und zeigt keinerlei mengenabhangige Isotopenfraktionierung. Obwohl die
Methode zur Isolierung von Harnstoff fur die IRMS bereits im Tierversuch
angewendet worden ist [111], lagen bisher keine Untersuchungen hinsichtlich
eventueller Isotopenfraktionierungen bei der Aufarbeitung, auch in der Anwendung

far Humanurin, vor.

51.2 Prazision der Methode

Um die Prazision der Methode zu uberpriufen, wurden finf Aliquote von drei
verschiedenen humanen Urinen und drei Aliquote eines Harnstoff-Standards (Sigma-
Aldrich, Steinheim, D; gelost in bidestilliertem Wasser) nebeneinander mit der
Xanthydrol-Methode aufgearbeitet und per EA-IRMS analysiert.

Tab. 13:  Geréte- und Aufarbeitungsprézision der Xanthydrol-Methode zur Isolierung von Harnstoff
aus humanem Urin. Drei Urine und ein Harnstoff-Standard wurden in fiinf (bzw. drei) Aliquote
aufgeteilt und nebeneinander aufgearbeitet. Die Standardabweichung der Messungen (1o0) gibt die

Prézision wieder, zur Ermittlung der Geréteprdzision wurde ein aufgearbeiteter Urin dreimal

gemessen.
Prazision der Gerateprazision
Aufarbeitung (10) (10)
8N [%o] 8N [%o] §"NaRr  [%o]

Urin #1 (n=5) 1,91 + 0,24 + 0,09

Urin #2 (n=5) 4,86 + 0,16 + 0,15

Urin #3 (n=5) 3,96 + 0,22 + 0,15
Standard (n=3) -0,80 + 0,24 *

*von dem Standard wurde keine Geréteprézision ermittelt
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Die Aufarbeitungsprazision wurde bestimmt, indem jedes Aliquot eines Urins
einmal per EA-IRMS gemessen wurde und die &"°N-Werte dieser Aliquote
miteinander verglichen wurden. Hierbei liegt die Standardabweichung (1c) fur die
funf (bzw. drei) aufgearbeiteten Aliquote der Urine (bzw. des Standards) zwischen
0,16 und 0,24 %.. Die Gerateprazision (Standardabweichung (1c)) fur die Messung
des 8"°N von Dixanthylurea per EA-IRMS wurde durch fiinfmalige Analyse eines
aufgearbeiteten Aliquots pro Urin ermittelt und liegt zwischen 0,15 und 0,09 %.. Somit
ist die Gerateprazision geringfugig besser als die Prazision der gesamten
Aufarbeitungsmethode, die aber trotzdem immer noch in einem akzeptablen Bereich
liegt. Anscheinend kommt es bei der Aufarbeitung doch zu geringflgigen
Isotopenfraktionierungen bzw. Verunreinigungen, die dazu flhren, dass die

Aufarbeitungsprazision geringfugig schlechter ist als die Gerateprazision.

5.1.3  Stabilitat von Harnstoff im Urin hinsichtlich des 8°N

Im Rahmen einer Diplomarbeit am Institut fiir Biochemie wurde die Stabilitat der
8"°N-Werte von Harnstoff in humanem Urin (ber einen Zeitraum von 61 Tagen
untersucht. Urin von vier Personen wurde aliquotiert und unter verschiedenen
Bedingungen gelagert [124]. Drei Aliquote wurden jeweils bei -20°, 4° und 25 °C
gelagert, drei weitere wurden mit CuSO, versetzt und bei den gleichen Temperaturen
gelagert. Alle Urine wurden einmal die Woche aufgearbeitet und der Harnstoff als
Dixanthylurea isoliert und per EA-IRMS gemessen.

Es zeigte sich, dass sich das Stickstoffisotopenverhaltnis des Harnstoffes im Urin
schon nach wenigen Tagen signifikant andert. Nach 61 Tagen sind die §'°N-Werte
fur den urinaren Harnstoff bei allen vier Urinen zwischen Werten um 0,73 und 2,78 %o
gesunken [124].

Im Gegensatz dazu sind die §"°N-Werte fiir den Gesamitstickstoff der Urine lber
den Beobachtungszeitraum annahernd konstant geblieben, es kann keine
signifikante Verschiebung der 8'°N-Werte zum schweren oder leichten Stickstoff
erkannt werden [124]. Es kommt damit im Urin bei einer iber Wochen dauernden
Lagerung zu einer Verschiebung der Stickstoffisotope zwischen verschiedenen
Kompartimenten im Urin, die allerdings im Rahmen der Studie nicht naher identifiziert

werden konnten.
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Es konnte kein Einfluss der Lagerungstemperatur auf die &'°N-Werte des
Harnstoffes festgestellt werden. Sowohl bei Raumtemperatur als auch bei 4° und
-20 °C veranderte sich das Isotopenverhaltnis des Harnstoff-Stickstoffes signifikant

und far die jeweiligen Urine im gleichen Ausmal} [124].
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Abb. 27:  Verédnderung der 5°N-Werte von Harnstoff von vier Urinen in einem Zeitraum von 61
Tagen. Die Urine wurden zum Zeitpunkt 0 gesammelt (24-h-Urin), aliquotiert und einmal die Woche
aufgearbeitet [124]. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung (10) von sechs Aufarbeitungen

(verschiedene Lagerungsbedingungen) dar.

Durch Zugabe von CuSOgs-Pulver (1 mg pro ml) wurde der pH-Wert der
Urinproben gesenkt, um einem bakteriellen Abbau des Harnstoffes
entgegenzuwirken, doch konnte kein Einfluss auf die Stabilitat hinsichtlich der
Stickstoffisotopie des Harnstoffes beobachtet werden [124].

Uber den Beobachtungszeitraum stiegen die Harnstoffkonzentrationen um ca. 10
% an. Da kein Harnstoffstandard Uber den Zeitraum mitgelagert und -gemessen
wurde, kann man zwei Mdoglichkeiten fur den Anstieg der Harnstoffkonzentrationen
annehmen: 1. Es kann sich um eine Geratedrift handeln, da die Proben nicht
zusammen, sondern pro Aufarbeitungswoche gemessen wurden und 2. Der Zerfall
von einer organischen Substanz im Urin, die zu Harnstoff fuhrt.

Berechnet man die Differenz A™Nys aus den &'°N-Werten zum jeweiligen

Aufarbeitungszeitpunkt in Bezug auf die anfinglichen §'°N-Werte zu Beginn der
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Untersuchung und setzt diese in Bezug zur Anderung der Harnstoffkonzentrationen
A[HS] (Abbildung 28) so lasst sich eine leichte Abhangigkeit erkennen
(Korrelationskoeffizient r = 0,66). Dies wiirde bedeuten, dass die Anderung der
Stickstoffisotopenverhéltnisse mit einer Anderung der Harnstoffkonzentrationen
einhergeht.

Weder eine Lagerung der Urinproben bei tiefen Temperaturen, noch die Zugabe
von CuSO; zum Urin konnte den Harnstoff hinsichtlich  seines

Stickstoffisotopenverhaltnisses stabilisieren.
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Abb. 28:  Differenz der Harnstoffkonzentrationen und Differenz der 5°’N-Werte des Harnstoffes zum
Zeitpunkt t in Bezug auf die Basiswerte von Tag 1 (A15NHS). Je gréBer die Zunahme der
Harnstoffkonzentration ist, desto gréBer ist auch die Abnahme der 5"°N-Werte des Harnstoffes

(r = 0,66).

Die einzige Moglichkeit, derzeit systematische Fehler bei der Bestimmung der
Stickstoffisotopenverhaltnisse des Harnstoffes zu verhindern, besteht in einer
sofortigen Aufarbeitung des Urins. Im Gegensatz zum freien Harnstoff im Urin ist das
getrocknete, aufgearbeitete Reaktionsprodukt Dixanthylurea hinsichtlich der
Stickstoffisotopenverhaltnisse Uber einen langeren Zeitraum stabil. Vier im Rahmen
der Stabilitatsstudie aufgearbeitete und anschlieRend bei Raumtemperatur gelagerte

Proben Dixanthylurea wurden nach ca. einem Jahr erneut per EA-IRMS gemessen.
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Es zeigte sich, dass sich die '°N-Werte der Proben kaum verédndert haben. Zwar
liegen die im April 2007 gemessenen §'°N-Werte zwischen 0,22 und 0,39 %o
niedriger als ein Jahr zuvor, allerdings zeigt sich bei Betrachtung des Laborstandards
creapure™ . dass sich die Bedingungen des EA-IRMS-Systems ein Jahr spéter leicht
verandert haben, da der Laborstandard im jeweiligen Messzeitraum ebenfalls um
0,17 %o niedriger liegt (Kapitel 4.8.3).

Tab. 14:  5"°N-Werte von Dixanthylurea fiir vier zuféllig ausgesuchte Proben der Stabilitdtsstudie
aus dem Jahr 2006, gemessen jeweils einmal im April 2006 und ein weiteres Mal im April 2007. Die
Werte liegen nach einem Jahr etwas niedriger als im Jahr davor (A15N2006_2007), allerdings liegt der
Laborstandard creapure™ im Jahr 2007 ebenfalls niedriger als 2006, was auf leicht verdnderte

Bedingungen im EA-IRMS-System zuriickzufiihren ist (Kapitel 4.8.3).

Probe 8" Napril 2006 [%o] 8" Napril 2007 [%o] A"Nao06-2007 %o
23-04 -0,28 -0,66 -0,38
18-03 3,04 2,82 -0,22
08-03 1,82 1,51 -0,31
04-02 1,44 1,05 -0,39
creapure -0,38 -0,55 -0,17

Somit zeigen die §"°N-Werte fir Dixanthylurea, gemessen mit einem Jahr
Abstand, im Vergleich zur mangelhaften Stabilitat von Harnstoff in wassriger Losung
nur  geringflgige Abweichungen. Um den Urin hinsichtlich der
Stickstoffisotopenverhaltnisse des Harnstoffes zu stabilisieren, muisste der zu
Grunde liegende Vorgang, der die Veranderung der 8'°N-Werte bedingt, identifiziert
werden. Bei der im Folgenden vorgestellten Untersuchung wurden die Urine auf
Grund der mangelhaften Stabilitdat des Harnstoffes innerhalb von 36 Stunden

aufgearbeitet.

5.1.4 8N von Harnstoff bei kérperlicher Belastung

Harnstoff ist der Haupt-Stickstoff-Bestandteil in humanem Urin (siehe Kapitel 2.2).
Er ist die metabolische Senke flr das Zellgift Ammoniak, das Uber die Reaktion mit

Bicarbonat und Einspeisung in den Harnstoffzyklus unschadlich gemacht wird. Aus
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diesem Grund wird urinarer Harnstoff schon seit den 70er Jahren des vergangenen
Jahrhunderts zur Interpretation von physiologischen Vorgangen bei korperlicher
Arbeit herangezogen [9]. So konnte gezeigt werden, dass die
Harnstoffkonzentrationen im Urin nach kdrperlicher Belastung ansteigen [25-29, 125,
126]. Auch die Isotopenverhéltnisse von urindarem Harnstoff wurde bereits im
Tierversuch bei Ratten untersucht, hierbei wurden die Anderungen im §'°N von
Harnstoff zur Interpretation von metabolischen Vorgangen in verschiedenen
Ernahrungsstadien untersucht [108]. Da bei extremen korperlichen Belastungen und
Hungerzustanden der Korper auf eigene Reserven zuruckgreift und anfangt,
korpereigene Masse zu metabolisieren, besteht eventuell die Moglichkeit durch die
Analyse der Zusammensetzung des 8'°N von urindrem Harnstoff weitere Aussagen
zu metabolischen Vorgangen nach Belastung zu machen oder die Quelle des in
Form von Harnstoff ausgeschiedenen Stickstoffes zu lokalisieren.

Zu diesem Zweck wurden Urine von drei Radsportlern, die an einem 24-Stunden-
Radrennen teilnahmen, vor, wahrend und nach der Belastung untersucht. Parallel zu
den Urinproben wurden in einer Kooperation mit dem Institut fir
Trainingswissenschaft und Sportinformatik der Deutschen Sporthochschule Kéin die
Blutgase des Kapillarbluts wahrend des Wettkampfes sowie vendses Blut vor und
nach dem Rennen analysiert. Zudem wurden im Rahmen eines weiteren
Forschungsprojektes des Instituts fiir Biochemie der Deutschen Sporthochschule
KéIln Ernahrungsprotokolle und Speichelproben gesammelt.

Die drei Probanden waren erfahrene Ausdauersportler und stellten sowohl in
biometrischer Hinsicht (Kapitel 4.10.1) als auch hinsichtlich ihrer physiologischen
Konstitution eine relativ homogene Gruppe dar. Vier Tage vor dem Rennen wurde
eine Leistungsdiagnostik auf einem Fahrradergometer durchgefihrt. In Stufen von 40
Watt fur eine Dauer von jeweils funf Minuten wurden die aerobe (Laktatkonzentration
gleich 2 mmol) und die anaerobe Schwelle (4 mmol) sowie die maximale
Sauerstoffaufnahme bestimmt. Auch wenn es individuelle Unterschiede gab, so
waren die drei Probanden in ihrer Leistungsfahigkeit vergleichbar. Ebenfalls
vergleichbar waren die Trainingsumfange im Jahr 2006 bis zum Rennen (Kapitel
4.10.1).

Die vergleichbare Leistungsfahigkeit aus der Leistungsdiagnostik vor dem
Rennen findet sich auch in den Resultaten des Wettkampfes wieder. So fuhren alle

drei Probanden jeweils 508 km mit 11000 Hohenmetern in einer Gesamtfahrzeit von
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23:31 Stunden. Die Rennverlaufe waren allerdings unterschiedlich. Proband 3
begann am schnellsten mit einer Durchschnittgeschwindigkeit von 32,6 km/h, zeigte
aber auch die grofRte Abnahme der durchschnittichen Geschwindigkeit pro Runde
uber das Rennen mit (linear interpolierten) -0,86 km/h pro Stunde. Proband 2 wies
eine geringere Anfangsgeschwindigkeit und Geschwindigkeitsabnahme auf, Proband
1 fuhr das Rennen am konstantesten. Die Energiezufuhr wie auch der -verbrauch
waren bei allen drei Probanden vergleichbar. Gegenuber den Tagen vor dem
Rennen wurde die Nahrungsaufnahme um fast das 10-fache wahrend des Rennens
auf Uber 10000 kcal gesteigert. Die Aufnahme von mehr als 10000 kcal in 24
Stunden wahrend starker korperlicher Belastung entspricht berichteten Resultaten in
der Literatur. Bei Langzeitbelastungen werden Energiemengen zwischen 7000 und
10000 kcal in 24 Stunden aufgenommen [125-128].

Tab.15:  Ubersicht iiber die Probanden des 24-Stunden-Radrennens, Rennergebnisse,

Energieumsétze und —zufiihrung.

Proband 1 Proband 2 Proband 3

gefahrene Distanz [km] 508 508 508
Zeit* [hh:mm] 23:31 23:31 23:31
Anfangsgeschwindigkeit™ [km/h] 25,3 26,6 32,6
Beschleunigung® [km/h?] -0,25 -0,53 -0,86
zugefUhrte Energie™ [kcal] 10198 10736 10885
Energieverbrauch™" [kcal] 23679 22590 20857
Energieverbrauch pro Stunde und 12,3 12,2 12,6
kg Korpergewicht [kcal/h-kg]

Flussigkeitszufuhr [L] 15,1 20,6 14,5

* Bruttozeit, inklusive Pausen

** Geschwindigkeit fiir die erste Runde (24,43 km)

* negative Beschleunigung oder 'Verlangsamung' auf die Rundenzeiten bezogen, berechnet durch
lineare Regression der Rundenzeiten

** berechnet aus Ernéhrungsprotokollen mit EBISpro fiir Windows, V 7.0 (2005)

*** berechnet nach [129]

Von den Probanden wurden in der Woche vor dem Wettkampf Urinproben
genommen, um Basiswerte flr die spatere Interpretation der Wettkampfdaten zu

erhalten. Wahrend des Rennens wurde in Abstanden von einer bzw. zwei Stunden
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Urinproben gesammelt, der Sammelzeitraum erstreckte sich bis finf Tage nach dem
Rennen. Die Urinproben wurden so schnell wie moglich aufgearbeitet, bei den
wahrend des Rennens gesammelten Urinproben wurde der Harnstoff noch vor Ort
aufgearbeitet. Die maximale Zeit zwischen Sammelzeitpunkt und Isolierung des
Harnstoffes betrug 36 Stunden.

Die 8"°N-Werte fiir den isolierten urindren Harnstoff liegen fiir alle drei Probanden
zwischen 2,31 %o und 5,57 %.. Die Verteilung der 8"°N-Werte unterscheidet sich aber
zwischen den Probanden. Wahrend die Minimal- und Maximalwerte bei Proband 3
gegenuber Proband 2 und 1 weiter auseinander liegen, erstrecken sich die mittleren
50 % der 8'°N-Werte bei Proband 3 iiber einen deutlich engeren Bereich. Auch liegt
das Niveau dieser 50 % deutlich tUber dem der anderen beiden Probanden. Dies wird
auch durch die mittleren §"°N-Werte iiber alle Urinproben deutlich, der fiir Proband 3

ein Wert von 5'°N = 4,95 %, gegeniiber 4,32 %o (Proband 1) und 4,40 %o (Proband 2)
aufweist.
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Abb. 29:  Verteilung der 5"°N-Werte fiir urinéren Harnstoff vor, wéhrend und nach dem 24-Stunden-
Radrennen. Die Box représentiert die mittleren 50 % der Werte, die Horizontale den Median und die
Senkrechten die Minimal- und Maximalwerte. Man erkennt einen signifikanten Anstieg der 5'"°N-Werte
des urindren Harnstoffes wéhrend des Rennens, bei Proband 1 und Proband 2 sinken die Werte nach

dem Rennen wieder auf Ausgangsniveau zurtick, nur bei Proband 3 bleiben sie erhéht

Klassifiziert man die Urinproben nach dem Zeitpunkt der Probenahme (vor,

wahrend und nach dem Wettkampf), so lassen sich zwischen den Probanden weitere
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Unterschiede erkennen. Bei allen drei Probanden weisen die Proben, die wahrend
des Rennens genommen worden sind, signifikant hohere §'°N-Werte fiir den
Harnstoff-Stickstoff auf, als die vor dem Rennen genommenen Proben. Bei Proband
1 und Proband 2 sinken die Werte nach dem Rennen wieder auf das
Ausgangsniveau zuriick, wahrend die 8"°N-Werte fiir den Harnstoff bei Proband 3 auf
dem hoheren Niveau des Wettkampfes verbleiben.

Die erreichten Maximalwerte liegen fiir Proband 1 im Wettkampf bei §'°N = 5,16 +
0,48 %o, bei Proband 2 ebenfalls im Wettkampf bei §'°N = 5,53 + 0,04 %o und bei
Proband 3 nach dem Wettkampf bei 5,46 £ 0,34 %.. Die Maximalwerte aller drei
Probanden stimmen innerhalb der Messprazision der Dreifachbestimmung
(Standardabweichung 1c) Uberein. Die Minimalwerte dagegen unterscheiden sich bei
den Probanden. So findet sich der niedrigste §'°N-Wert von Proband 1 und Proband
3 vor dem Wettkampf, dagegen erreicht Proband 2 den niedrigsten §'°N-Wert nach
dem Wettkampf.

Die zeitlichen Veranderungen der 8'°N-Werte fiir den Harnstoff sind bei den drei
Probanden unterschiedlich ausgepragt. Grundsatzlich steigen die §'°N-Werte
wahrend der korperlichen Belastung im Wettkampf an, ein Phanomen, das auch

schon bei Vorversuchen festgestellt worden war.

Tab. 16:  Mittlere 5'°N-Werte von urinarem Harnstoff, vor, wahrend und nach dem Wettkampf. 'n’'

bezeichnet die Anzahl der jeweiligen Proben in der Kategorie.

Proband 1 Proband 2 Proband 3
vor-Wettkampf [%0] | 4,22 + 0,66 (n=8) | 4,00 £ 0,42 (n=6) | 4,80 + 0,93 (n=7)
Wettkampf [%o] 4,99 + 0,23 (n=10) | 5,22+0,26 (n=8) | 4,93 + 0,28 (n=9)
nach-Wettkampf [%o] | 4,11 £ 0,33 (n=21) | 4,20 £ 0,70 (n=13) | 5,04 £ 0,30 (n=26)

Die in der Woche vor dem Wettkampf gesammelten Proben sollten als
Basiswerte im erholten Zustand vor der korperlichen Belastung dienen. Der §'°N-
Median fur Harnstoff der vor-Wettkampf Proben liegt bei allen drei Probanden
zwischen 4,00 und 4,80 %o, bei teilweise aber gro3en Unterschieden zwischen den
einzelnen Urinen (Standardabweichung 16 zwischen 0,42 und 0,93 %.). Wahrend
des Wettkampfes steigen die mittleren Werte zwischen 0,13 %o (Proband 3), 0,77 %o
(Proband 1) und 1,22 %o (Proband 2) an. Die Streuung (1s) der &"°N-Werte im

Wettkampf ist im Vergleich zu den vor- und nach-Wettkampf Proben auffallig niedrig
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mit 0,23 bis 0,28 %o und nur unwesentlich grélRer als die durchschnittliche
Messunsicherheit mit 0,20 %o (mittlere Standardabweichung von Doppel- oder
Dreifachmessungen jeder Probe) wahrend dieses Zeitraumes.

Die signifikant erhdhten 8'°N-Werte des Harnstoffes wihrend des Wettkampfes
bei allen drei Probanden fallen bei zwei Probanden nach dem Wettkampf wieder auf
das Ausgangsniveau zurlck. Betrachtet man die zeitlichen Verlaufe fur die einzelnen
Probanden genauer (Abbildung 30), so erkennt man dass die 8'°N-Werte wahrend
des Wettkampfes zu unterschiedlichen Zeitpunkten ihr Maximum erreichen aber bei

allen drei Probanden noch vor Beendigung des Wettkampfes wieder sinken.
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Abb. 30: Verlauf der §'°N-Werte fiir Harnstoff aus Urin (iber einen Zeitraum bis 144 Stunden
nach Start des 24-Stunden-Radrennens. Das Rennen startete bei t=0 h und endete bei t=24 h. Die
gestrichelte horizontale Linie stellt den Median der vor dem Wettkampf genommenen Proben dar (vgl.
Tabelle 16), die Fehlerbalken der Messpunkte die jeweilige Messunsicherheit (Standardabweichung
flir Doppel- bzw. Dreifachbestimmungen). Die schwarze Linie stellt ein Polynom 6. Grades dar, das an

die jeweiligen Messpunkte angefittet wurde und die Interpolation der Zeitpunkte lokaler Minima und

Maxima ermdglicht.
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Dieser Trend setzt sich nach Beendigung des Wettkampfes weiter fort, und zu
unterschiedlichen Zeitpunkten erreichen die 8'°N-Werte aller drei Probanden ein
Minimum unterhalb des Medians der Basiswerte. Bei den drei Probanden
unterscheiden sich aber sowohl die Zeitpunkte, an denen die lokalen Maxima und
Minima erreicht werden, als auch die Spanne der §'°N-Werte zwischen Maximum
und Minimum. Obwohl sich die Basiswerte, die Zeitpunkte und die Spanne bei den
einzelnen Probanden deutlich unterscheiden, ist die Hohe des Maximums bei allen
drei Probanden wahrend des Wettkampfes annahernd gleich.

An die 8"°N-Werte des Harnstoffs kénnen Polynome 6. Grades angefittet werden,
die den zeitlichen Verlauf der Stickstoffisotopenverhaltnisse verdeutlichen. Die
dargestellten Kurven schwingen um den Median der Basiswerte der vor-Wettkampf
Proben, wahrend des Wettkampfes werden erhdhte Werte und nach dem Wettkampf,
in der Erholung, sowohl erhdhte als auch erniedrigte Werte gefunden. Die
Auslenkung der Kurven ist bei den drei Probanden unterschiedlich grof® ausgepragt,
auch die Abnahme pro Zeiteinheit nach dem Maximum wahrend des Wettkampfes ist
nicht gleich grof3, sondern nimmt von Proband 2 Uber Proband 1 nach Proband 3 hin
ab. Generell zeigt Proband 3 die geringsten Amplituden, die schnellste
Aufeinanderfolge von Minima und Maxima und auch die héchsten §8'°N-Werte sowohl

wahrend als auch nach dem Wettkampf.

Tab. 17:  Zeitpunkte der maximalen und minimalen 5"°N-Werte des urindren Harnstoffes und
Zeitspanne zwischen den ersten Maxima und Minima sowie die dazu gehérenden 5"°N-Werte. 5N/t

beschreibt den durchschnittlichen Abfall der 5"°’N-Werte pro Stunde zwischen ersten Maximum und

Minimum.
Proband 1 Proband 2 Proband 3

tmaximum  [h] 10,3 15,0 7,0
tminimum  [D] 45,3 60,3 33,0
At [h] 35,0 44,7 26,0
8"*Nutaximum  [%o] 5,15 5,34 523
8" Nutinimum  [%o] 3,88 3,37 4,65
AS"N  [%o] 1,27 1,97 0,58
8N/t [%o/h] -0,039 -0,044 -0,022
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Alle drei Probanden zeigen fiir den Harnstoff maximale 5'°N-Werte von 5,16 bis
5,53 %o. Auch bei Vorversuchen konnten keine hoheren §'°N-Werte fiir Harnstoff im
Urin bei oder kurz nach korperlicher Belastung gefunden werden. Es scheint ein
'physiologische' Grenze hinsichtlich der Stickstoffisotopenverhaltnisse des
Harnstoffes zu bestehen, die auch im Rahmen einer korperlichen Belastung nicht
uberschritten werden kann. In der Literatur findet sich fur die Aminosauren Glutamin
und Glutaminsaure, zusammen isoliert aus Kopfhaar, flir eine Population von
insgesamt 116 Probanden (Onmivoren, Vegetarier und Veganer) ein
durchschnittlicher §"°N-Wert von 14,3 + 1,9 %o [130]. Glutamin macht Uber die Halfte
der freien Aminosauren im Skelettmuskel und 20 % der Aminosauren im Blut aus,
und hat eine wichtige Funktion als Stickstofftransporter zwischen den Organen [10].
Glutaminsaure ist ein direkter Vorlaufer des Harnstoffzyklus, wobei eine
Aminogruppe von der Glutaminsaure auf Asparaginsaure Ubetragen wird. Fir diese
Reaktion wird in der Literatur ein Fraktionierungsfaktor von 8,3 %. angegeben [131].
Berucksichtigt man diesen Fraktionierungsfaktor bei der Bildung des Harnstoffes, so
ergibt sich ein maximaler 8'°N-Wert fiir den Stickstoff des Harnstoffes von 6,0 %o.
AuRer fiir Prolin (15,6 %o) liegen alle 8"°N-Werte der weiteren Aminosauren unterhalb
des &'°N-Wertes von Glutaminsdure [130]. Von daher lage der maximal zu
erwartende  8'°N-Wert des Harnstoffes (bei alleinigem Abbau von
Glutamin/Glutaminsaure) bei ca. 6 %.. Da aber mit Sicherheit auch andere
Aminosauren mit niedrigeren 8'°N-Werten abgebaut werden miissen die §'°N Werte
von Harnstoff im Urin ebenfalls unterhalb von 6 %o liegen.

Von den Probanden liegen keine Daten zu den &'"°N-Werten der verschiedenen
Aminosauren vor, von daher lassen sich die Veranderungen der 5'"N-Werte des
Harnstoffes Uber die Zeit nicht naher hinsichtlich der eventuell abgebauten
Aminosauren untersuchen. Allerdings konnen die bei allen drei Probanden erreichten
Maxima der 8"°N-Werte des Harnstoffes wahrend oder kurz hach dem Rennen durch
den Abbau des Glutamins/der Glutaminsaure ansatzweise erklart werden, da bei
korperlicher Belastung der Abbau von Glutamin verstarkt ablauft und die
Konzentration von Glutamin im Blut stark abnimmt [10]. Bei langerer koérperlicher
Belastung und beim Abbau von Muskelprotein werden ebenfalls verstarkt die
verzweigten und isotopisch ebenfalls relativ schweren Aminosauren Leucin (10,7 %o),
Isoleucin (8,5 %0) und Valin (14,0 %.) abgebaut [10, 130], die wie



82 5 Ergebnisse und Diskussion

Glutamin/Glutaminsdure zu relativ hohen &'N-Werten des ausgeschiedenen

Harnstoffes fihren wurden.

5.1.4.1 8N von Harnstoff im Vergleich zu den Harnstoff-

konzentrationen

Neben den Isotopenverhaltnissen des Stickstoffes wurden von den Urinen
ebenfalls die Konzentrationen an Harnstoff bestimmt. Die Konzentrationen an
Harnstoff vor dem Wettkampf wurden wieder als Basiswerte betrachtet. Wahrend
und nach dem Wettkampf zeigen die Urine der Probanden eine erhohte
Harnstoffausscheidung, die schon wahrend des Rennens beginnt und ihren

Hoéhepunkt deutlich nach Beendigung des Rennens erreicht.
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Abb.31:  Verlauf der 5°N-Werte fiir Harnstoff aus Urin (iber einen Zeitraum bis 144 Stunden nach
Start des 24-Stunden-Radrennens. Das Rennen startete bei t=0 h und endete bei t=24 h. Die
gestrichelte horizontale Linie stellt den Median der vor dem Wettkampf genommenen Proben dar. Die
schwarze Linie stellt ein Polynom 6. Grades dar, das an die jeweiligen Messpunkte angefittet wurde

und die Interpolation der Zeitpunkte lokaler Minima und Maxima ermdéglicht.
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In Abbildung 31 sind die dichtekorrigierten Harnstoffkonzentrationen dargestellt.
Diese entsprechen damit dem relativen Anteil des Harnstoffes an der
Gesamtsubstanz im Urin und etwaige Einflisse des Wasserhaushaltes (geringere
Urinmenge nach dem Wettkampf) werden dadurch korrigiert. Diese erhdhten
Harnstoffausscheidungen kénnen auf die in der Literatur beschriebene vermehrte
Aminosaureoxidation bzw. -abbau zurtckgefuhrt werden, in deren Verlauf Ammoniak
entsteht, der zu Harnstoff umgewandelt und aus dem Korper entfernt wird [132, 133].

Die Harnstoffausscheidung der Probanden nimmt um die Halfte bis fast auf das
Doppelte zu. Das Maximum der Ausscheidung liegt fur alle drei Probanden nach dem
Rennen, fiir Proband 3 bei 28 h, fur Proband 1 und 2 bei 40 bzw. 42 h.

Vergleicht man die §'°N-Werte des Harnstoffes und die Harnstoffkonzentrationen,
so lasst sich keine direkte Korrelation feststellen. Die Veranderungen der Stickstoff-
Isotopenverhaltnisse im Verlauf des Untersuchungszeitraumes lassen sich daher
nicht nur mit einer vermehrten Ausscheidung von Harnstoff auf Grund erhdhter

Aminosaure-Oxidation erklaren.
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Abb. 32:  Vergleich der dichtekorrigierten Harnstoff-Stickstoff-Konzentration und zugehdérige 5'"°N-
Werte fiir die Proben aller drei Probanden Uber den gesamten Untersuchungszeitraum. Die 5°N-

Werte des Harnstoffes zeigen keine Korrelation mit den Konzentrationen.

So nehmen die Harnstoff-Konzentrationen bei Proband 1 und 2 zu Beginn des

Rennens sogar leicht ab, wogegen bei Proband 3 keine niedrigeren
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Harnstoffkonzentrationen in Vergleich zu den Basiswerten wahrend des Rennens
gefunden werden konnen.

Da sich die Veradnderungen der §'°N-Werte des Harnstoffes nicht in direkten
Zusammenhang zu den Harnstoffkonzentrationen bringen lassen, scheinen
unterschiedliche Vorgénge im Metabolismus zu den jeweiligen Veranderungen
beizutragen. Die  Annahme, dass sich durch die Analyse der
Stickstoffisotopenverhaltnisse des urindren Harnstoffes weitere Aussagen zum

Stickstoff-Metabolismus machen lassen konnen, wird dadurch bekraftigt.

5.1.4.2 8N von Harnstoff im Vergleich zum urindren

Gesamtstickstoff

Von allen Urinproben wurden auch die Stickstoffisotopenverhalinisse des
urinaren Gesamtstickstoffes bestimmt. Da Harnstoff den groften Teil des Stickstoffes
im Urin ausmacht [15], lasst sich fiir die §'°N-Werte des Gesamt-Stickstoffes ein
ahnliches Verhalten uUber den Untersuchungszeitraum erwarten. Allerdings finden
sich fiir die Urine der drei Probanden leicht unterschiedliche Verlaufe der §'°N-Werte
fur Harnstoff und Gesamtstickstoff. Bei 44-74 % der Urinproben, betrachtet fur die
jeweiligen Probanden, stimmen die 8'°N-Werte fiir Harnstoff und Gesamtstickstoff
innerhalb der Messprazision Uberein (Tabelle 18). Bei dem Rest der Urinproben ist
der Harnstoffstickstoff isotopisch signifikant leichter (starker abgereichert an "°N) als
der Gesamtstickstoff. Eine Ausnahme davon findet sich allerdings bei Proband 3 bei
16 % der Urinproben in der Erholungsphase, wo der Harnstoffstickstoff isotopisch
signifikant schwerer ist als der Gesamtstickstoff.

Da Harnstoff der organische Hauptbestandteil des Urins ist und 50-95 % des
Gesamtstickstoffes ausmacht, wird die Stickstoffisotopie des Gesamt-Urins naturlich
durch die Stickstoffisotopie des Harnstoffes dominiert. Sofern aber andere
Substanzen, die sich deutlich in den Stickstoffisotopenverhaltnissen vom Harnstoff
unterscheiden, vermehrt mit dem Urin ausgeschieden werden, kann es zu einem
signifikanten Unterschied in den Stickstoffisotopenverhaltnissen zwischen Harnstoff
und Gesamt-Urin kommen.

In Abbildung 33 erkennt man, dass die Urine, in denen es zu signifikanten

Unterschieden in den Stickstoffisotopenverhaltnissen kommt, sich meistens Uber
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einen mehrstundigen Zeitraum erstrecken und nicht als Einzelwerte Uber den
Untersuchungszeitraum verteilt sind. Somit scheint es sich bei diesen Phasen und
bei dem Unterschied in den Stickstoffisotopenverhaltnissen um physiologische
Prozesse zu handeln, die entweder zu einer Anderung der ausgeschiedenen Menge
der isotopisch schwereren Substanz oder zu einer Anderung der Stickstoffisotopie
der Substanz durch Isotopenfraktionierung bei gleich bleibender ausgeschiedener

Menge fuhren.
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Abb.33:  Verlauf der 8"’N-Werte fiir Harnstoff-Stickstoff und Gesamitstickstoff des Urins iiber den
Untersuchungszeitraum. Die gestrichelten Linien stellen die Basiswerte aus der vor-Wettkampf-Woche

dar.

Neben den Harnstoffkonzentrationen wurden von allen Urinproben der
Probanden auch noch die Konzentrationen von Ammonium, Kreatinin und Proteinen
bestimmt. Zwar andern sich auch die Konzentrationen flr diese stickstoffhaltigen
Substanzen Uber den Beobachtungszeitraum (Anhang 3), doch kénnen diese nicht
die Differenzen in der Stickstoffisotopie zwischen Harnstoff und Gesamturin erklaren.

Die Differenz A" Ngs.us zwischen der Stickstoffisotopie des Gesamtstickstoffes

(GS) und des Harnstoffes (HS) berechnet sich nach:



86 5 Ergebnisse und Diskussion

APNgs.s = 8"Ngs - 8" Nus

Es lasst sich keine direkte Korrelation zwischen A'®Ngs.hs und den einzelnen
Konzentrationen der stickstoffhaltigen Substanzen feststellen. Neben den genannten
Substanzen befinden sich noch weitere organische stickstoffhaltige Substanzen im
Urin. Um deren Konzentration naherungsweise bestimmen zu kdnnen, wurde flr
Proband 2 der Gesamtstickstoffgehalt der Urine per Elementaranalyse bestimmt. Aus
der Differenz der Konzentration des Gesamitstickstoffes und den bestimmten
Konzentrationen der stickstoffhaltigen Substanzen kann der prozentuale Anteil des
nicht im Harnstoff, Kreatinin, Ammonium oder Protein gebundenen Stickstoffes

berechnet werden.

Tab. 18: Prozentualer Anteil von Urinproben, deren 5"°N-Werte von Harnstoff entweder (innerhalb

der Standardabweichung (10)) gleich, signifikant kleiner oder gré3er als die 5"°N-Werte des Gesamt-

Urins sind.

Proband 1 Proband 2 Proband 3
8"Nus = 8"°Ngs 74 % 44 % 61 %
8" Nus < 8"°Ngs 26 % 56 % 24 %
8" Nus > 8"°Ngs - - 16 %

Betrachtet man fir Proband 2 die beiden Populationen von Urinen, bei denen sich
die Stickstoffisotopie zwischen Harnstoff und Gesamtstickstoff entweder signifikant
unterscheidet oder nicht (Tabelle 18) in Abhangigkeit vom prozentualen Anteil des
unbekannten Stickstoff-Kompartimentes, so zeigt sich, dass bei beiden Populationen
bis zu 15 bzw. 20 % des urinaren Stickstoffes nicht von Harnstoff, Ammonium,
Kreatinin oder Protein stammen. Tritt eine Differenz zwischen Stickstoffisotopie des
Harnstoffes und des Gesamtstickstoffes auf, so korreliert diese mit dem Anteil des
zusétzlichen ,unbekannten’ Stickstoffes am Gesamtstickstoff (R = 0,72). Umgekehrt
korreliert der Anteil des Rest-Stickstoffs nicht automatisch mit der Differenz der
Stickstoffisotopie des Harnstoffes und des Gesamtstickstoffes.

Aus dieser Betrachtung lasst sich schlieRen, dass anscheinend Uber langere
Zeitraume in der Erholung hinweg eine stickstoffhaltige Substanz mit einem deutlich

von Harnstoff verschiedenen §'°N-Wert vermehrt ausgeschieden wird (Urinproben
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mit einer Abhangigkeit der A" Ngs.s von dem Anteil an Rest-Stickstoff). Zusétzlich
dazu kann es zur vermehrten Ausscheidung eines Stickstoff-Kompartimentes
kommen, dessen Stickstoffisotopenverhaltnisse sich nicht deutlich vom Harnstoff
unterscheiden (Urinproben, die keine Abhéngigkeit der A"Ngs.1s von dem Anteil an

Rest-Stickstoff zeigen).
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Abb. 34:  Abhéngigkeit der Differenz in den 5"°N Werten zwischen Harnstoff und Gesamtstickstoff
(A15NGS_HS) von dem Anteil an Rest-Stickstoff. Die H6he der Differenz ist abhdngig vom prozentualen
Anteil des Rest-Stickstoffes, umgekehrt korreliert die Hbéhe des Anteils des Rest-Stickstoffes nicht
automatisch mit der Differenz der Stickstoffisotopien. Die Datensétze lassen sich in zwei Populationen
einteilen: Urine, die eine Abhangigkeit der A"Ngs.ns vom Reststickstoff zeigen (o), und die Urine, die

keine Abhé&ngigkeit zeigen (e).

Als eventuelle, in der Erholung vermehrt ausgeschiedene, Substanzgruppe
kamen Aminosauren in Betracht. Da koérpereigener Stickstoff im Vergleich zum
Harnstoffstickstoff isotopisch schwerer ist [99], konnte ein relativer Anstieg der
Aminosaurekonzentrationen im Vergleich zu den Harnstoffkonzentrationen die
Unterschiede in den Stickstoffisotopenverhaltnissen erklaren. Die verstarkte
Aminosaureoxidation wahrend korperlicher Belastung, die zum Anstieg der
Harnstoffkonzentrationen  flihrt, hat das Ziel der Bereitstellung von
Kohlenstoffkdrpern fur den Energiestoffwechsel des Organismus [10]. Da der Teil der
Urinproben mit einer Differenz in der Stickstoffisotopie des Harnstoffes und des

Gesamtstickstoffes und eines vermehrten Anteils des Reststickstoffes nach dem
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Wettkampf in der Erholung auftritt, kdnnte dies ein Zeichen fir einen fortwahrenden
Abbau korpereigenen Proteins zu Aminosauren sein, der aber auf Grund der
beendeten korperlichen Belastung nicht mehr primar die Bereitstellung von
Kohlenstoffgerlsten fur den Metabolismus zum Ziel hat, sondern die Aminosauren
statt der Oxidation (und damit der Bildung von Ammoniak und Harnstoff) als
Uberschuss ausscheidet.

Eine weitere stickstoffhaltige Substanzgruppe, die nach Belastung vermehrt
ausgeschieden wird, stellen die Purinbasen wie Harnsaure, Xanthin, Hypoxanthin
und Allantoin als Abbauprodukte des Purinstoffwechsels dar [134]. Allerdings gibt es
keine Anhaltspunkte fur die Stickstoffisotopenverhaltnisse der Purinbasen in der
Literatur. Grundsatzlich liegen die &'°N-Werte fiir den urindren Harnstoff aber
generell unter denen des korpereigenen Stickstoffes, so dass die Maoglichkeit
gegeben ware, dass es sich bei der gesuchten Substanzgruppe um Purinbasen
handelt. Zuklnftige Studien zur urinaren Stickstoffisotopie sollten daher diese beiden
Substanzgruppen berticksichtigen.

Fir die bei Proband 3 beobachtete Umkehrung der Verhaltnisse der
Stickstoffisotopie des Harnstoffes und des Gesamtstickstoffes, die nur durch den
Eintrag einer isotopisch noch leichteren Substanz begrindet werden kdnnte, gibt es
derzeit keine Erklarung. Was die experimentellen Daten dieser Urinproben
hinsichtlich der Stickstoffisotopie des Gesamturins angeht, muss berucksichtigt
werden, dass hier auf Grund von Problemen in der Aufbereitung (Verlust von
aufgearbeiteten Proben) und mit dem EA-IRMS-System (letzte Messsequenz vor
Wechsel des Oxidationsreaktors) nur Einfachmessungen zu Grunde liegen (Anhang

2) und daher ein systematischer Fehler nicht auszuschlieen ist.

5.1.4.3 8N von Harnstoff im Vergleich zu Serum-Proteinen

In dem Untersuchungszeitraum wurde den Probanden zu funf Zeitpunkten Blut
abgenommen und hinsichtlich der Stickstoffisotopie der Serum-Proteine untersucht.
Die &"N-Werte der Serum-Proteine werden als reprasentativ fir die
Stickstoffisotopenverhaltnisse des metabolischen Aminosaurepools angesehen, da
bei ihrer Synthese aus Aminosauren keine Isotopenfraktionierung auftreten sollte

[108, 130]. Die Serum-Proteine lassen sich durch Fallung mit Trichloressigsaure und
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weiterer Aufarbeitung in zwei Fraktionen aufteilen und isolieren: In Globuline und
Albumin [116, 117].

Die Methode zur Isolierung der Serum-Proteine fur die IRMS wurde bereits im
Tierversuch angewendet [108, 111], allerdings gab es auch hier keine Angaben
hinsichtlich Richtigkeit der Methode fir die Verwendung in der IRMS. Aus diesem
Grund wurde Human-Serum aliquotiert und mit unterschiedlichen Mengen an

Rinderalbumin (Sigma-Aldrich, Steinheim, D) versetzt.
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Abb. 35:  Keeling-Plot fiir die Bestimmung des &'°N von Serumalbumin (o) und Serumglobulin (A).
Zu humanem Serum wurden unterschiedliche Mengen an Rinderalbumin hinzugegeben, dessen 5"°N-
Wert um 1,5 %o niedriger liegt als humanes Serumalbumin. Linear extrapoliert erhéalt man einen 5"°N-
Wert von 8,68 %o fiir das zugesetzte Rinderalbum (8,60 + 0,06 %). Die 5"°N-Werte der Serumglobuline
werden durch die Zugabe des Rinderalbumins nicht beeinflusst (gestrichelte Linie = lineare

Regression der 5'°N-Werte der Globuline).

Neben der Uberpriifung der Richtigkeit fir Albumin konnte so auch eine
eventuelle Beeinflussung der Globulin-Fraktion durch Albumin Gberprift werden. In
Abbildung 35 erkennt man die Veranderung der Stickstoffisotopenverhaltnisse des
Serum-Albumins hin zum &'°N-Wert des Rinderalbumins sowie die konstanten,
unbeeinflussten 8'°N-Werte fiir die Globulin-Fraktion.

Von den je funf Blutproben der drei Probanden wurde mit der Uberpriften

Methode Albumin isoliert. Fur je zwei Blutproben pro Proband konnten auch die
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Globuline isoliert werden, bei den weiteren Proben stand auf Grund der geringen
Probenmenge nicht genug Globulin fur eine Analyse per EA-IRMS zur Verfugung.
Die 5'"°N-Werte fiir das Serum-Albumin der drei Probanden liegen in einem relativ
engen Bereich zwischen 9,88 und 10,97 %o, und weisen fur die einzelnen Probanden
(iber den Zeitraum praktisch keine Unterschiede auf. Die &'°N-Werte liegen fir
Proband 2 und 3 geringfligig hdher als bei Proband 1, dies durfte durch die ovo-
lacto-vegetarische Ernahrung der Probanden 2 und 3 begrindet sein, die zu leicht

erhdhten §'°N-Werten gegeniiber Omnivoren im Organismus fiihrt [135].
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Abb.36: 5°N-Werte fiir Serumalbumin und Serumglobuline der drei Probanden (ber den

Untersuchungszeitraum. Es zeigen sich keine signifikanten Unterschiede fiir die einzelnen Probanden.

Ansonsten zeigen die 8'°N-Werte des Serum-Albumins im Vergleich vor und nach
dem Wettkampf keine belastungsinduzierten Veranderungen, was an der grof3en im
Koérper vorhanden Menge an Albumin liegen durfte (250-320 g bei einer
Syntheserate von 14 g/Tag flr einen 70 kg schweren Mann), durch die eventuelle
Anderungen in der Stickstoffisotopie der Vorlaufermolekiile abgepuffert werden.

Die 8"°N-Werte fiir die Globuline liegen zwischen 1,15 und 1,55 %o niedriger als
die 5'°N-Werte fiir das Albumin. Der Unterschied in den §'°N-Werten des Albumins
und der Globuline kdnnte an unterschiedlichen Syntheseorten bzw. Edukten liegen,
da verschiedene Aminosauren deutlich unterschiedliche §'°N-Werte mit bis zu 15 %o

Unterschied in einen Organismus mit ausgeglichenem Stoffwechsel (weder stark
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katabol noch anabol) aufweisen kénnen [130, 136]. Grundsatzlich liegen die 5'°N-
Werte fur die Proteine durchaus in physiologisch sinnvollen Bereichen, wie
Vergleiche mit Proteinen und Aminosauren aus dem Tierversuch und vom Menschen
zeigen [108, 130, 136]. Im Vergleich zu den 5'"°N-Werten des Harnstoffes liegen die
§'°N-Werte der Albumine im Mittel um 5,64 bis 6,23 %o hoher. Fiur die einzelnen
Probanden stimmen die Differenzen in den Stickstoffisotopenverhaltnissen zwischen
Harnstoff und Albumin innerhalb der Varianz (1c) der Gesamtmenge der Proben
{ibereinander. Im Tierversuch bei Ratten hat sich gezeigt, dass sich die 5'°N-Werte
von Serum-Proteinen und Harnstoff hinsichtlich metabolischer Vorgange ahnlich
verhalten und eine Differenz in den Stickstoffisotopenverhaltnissen zwischen 5 und
6,5 %o aufweisen [108].

Im Rahmen der Studie wurde wahrend des Rennens von den Probanden
Kapillarblut entnommen und vor Ort auf Blutgase und Elektrolyte untersucht (Kapitel
5.1.4.6). Die entnommene Menge an Kapillarblut war allerdings zu gering fur die

Isolierung von Albumin oder Globulinen fur die IRMS.

Tab.19:  Mittlere 5'°N-Werte fiir Harnstoff und Albumin iiber den gesamten Untersuchungszeitraum
flr jeden Probanden und die Differenz der Stickstoffisotopenverhéltnisse. Die Fehler geben die

Varianz der Gesamtmenge der Proben wieder.

8"Nus [%o] 8" Nabumin [%o] A"Napb.ts [%o]
Proband 1 4,32 + 0,51 10,01 £ 0,10 5,69 £ 0,52
Proband 2 4,40 +£0,73 10,63 £ 0,16 6,23 £ 0,75
Proband 3 4,95 £ 0,52 10,59 £ 0,13 5,64 £ 0,54

5.1.4.4 &N von Harnstoff im Vergleich zu Struktur-Proteinen

Ein weiteres Stickstoff-Kompartiment des Korpers, das in der Archaologie und
Okologie zur Interpretation von Erndhrungsgewohnheiten aber auch von
Stoffwechselvorgangen herangezogen wird, stellen die Strukturproteine, wie das
Keratin im Haar, dar [135, 136]. Anderungen im Stickstoff-(Protein-)Stoffwechsel
zwischen ausgeglichenen, katabolen und anabolen Zustanden lassen sich durch
Analyse der Stickstoffisotopie des Haares feststellen [13, 14]. In katabolen

Zustanden schleust der Korper Muskelprotein, das sich auf Grund der trophischen
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Verschiebung hinsichtlich der Stickstoffisotopie von den Nahrungsproteinen
unterscheidet, in den Aminosaurepool ein [13, 99]. Da sich die Isotopensignatur des
Aminosaurepools in den synthetisierten Proteinen wiederfindet und die im Haar
eingebauten Proteine im Gegensatz zum Albumin-Pool des Korpers irreversibel
gebunden sind, kann man durch Analyse der Stickstoffisotopie des Haares
retrospektiv Aussagen uber den Proteinstoffwechsel machen.

Proband 1 hat an sieben verschiedenen Tagen Barthaare gesammelt, die einen
Zeitraum vom Tag des Rennens bis 35 Tage nach dem Rennen abdecken. Da Haar
ungefahr sechs Tage bendtigt, bis es aus der Haut herauswachst und abrasiert bzw.
geschnitten werden kann, die Strukturproteine allerdings diese sechs Tage vorher in
das Haar eingebaut wurden, muss die Zeitachse um sechs Tage nach links
verschoben werden, um die Stickstoffisotopie des zur Verfugung stehenden

Aminosaurepools zu dem Zeitpunkt des Einbaus ins Haar zu ermitteln [137].
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Abb.37:  5"°N-Werte des Barthaares fiir einen Probanden (iber den Untersuchungszeitraum. Zum
Zeitpunkt t = 0 Tage war der Start des Rennens. Die angegebenen Fehler (A515N) stellen die

Standardabweichung (1) der drei Messungen dar.

In Abbildung 37 erkennt man Uber den Untersuchungszeitraum zuerst einen
Abfall der 8"°N-Werte des Haares um 0,6 %o, danach steigen die 8'°N-Werte fast
wieder bis auf die Ausgangswerte an. Solche Anderungen in der Stickstoffisotopie

des Haares kénnen mit Anderungen im Stickstoff-Metabolismus einhergehen. So
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wird eine Abnahme der 5'"°N-Werte des Haares mit einem anabolen Zustand erklart,
bei dem ein groRerer Anteil an Nahrungsstickstoff in die Strukturproteine eingebaut
wird [13, 14]. Hingegen wird ein Anstieg der 8'°N-Werte mit einem katabolen Zustand
in Zusammenhang gebracht, bei dem korpereigener Stickstoff vermehrt in die
Strukturproteine eingebaut wird [13]. Unter Berlcksichtigung dieser Interpretation
hatte sich der Proband vor dem Rennen in einem anabolen Zustand und nach sieben
Tagen nach dem Rennen in einem leichten katabolen Zustand befunden. Allerdings
muss man berucksichtigen, dass die einzelnen Barthaarproben eine Zeitraum von
5,56 + 2,7 Tagen Uberspannen und die Zeitspannen kurzfristigere Schwankungen
verschleiern konnen.

Von dem Probanden wurde sechs Monate nach dem Rennen Kopfhaarproben
genommen und die Stickstoffisotopie per EA-IRMS gemessen. Um die Zeitachse fur
die Interpretation der Daten genau festlegen zu kénnen, war der Zeitpunkt des
letzten volligen Abschneidens der Haare dokumentiert und es konnte so genau
berechnet werden, wie schnell die Haare gewachsen waren und der Zeitraum des
Wettkampfes bestimmt werden.

Legt man die beiden Verlaufe der 8'°N-Werte fiir das Bart- und Kopfhaar
ubereinander, so erkennt man unterschiedliche Verlaufe (Abbildung 38). Den Abfall
der 5"°N-Werte erkennt man sowohl im Bart- als auch im Kopfhaar, der Anstieg der
§"°N-Werte ist beim Kopfhaar allerdings stirker ausgepragt als beim Barthaar,
gefolgt von einer Probe mit deutlich niedrigerem &'°N-Wert.

Die Darstellung verdeutlicht die Probleme bei der Interpretation der
Stickstoffisotopenverhaltnissen von Haaren. Je nachdem wie grofl3 das Segment des
untersuchten Haares gewahlt wird und wo die Schnittgrenzen gesetzt werden,
kénnen kurzfristige Anderungen der Stickstoffisotopenverhaltnisse des Haares Uber
den Zeitraum, den das Segment reprasentiert, verwischt werden. Trotzdem bietet die
Analyse der Stickstoffisotopenverhaltnisse des Haares Moglichkeiten, die zusatzlich
zur Analyse der Stickstoffisotopenverhaltnisse im Urin zur Interpretation von

Stoffwechselvorgangen herangezogen werden konnen.
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Abb.38: Vergleich der &°N-Werte von Bart- und Kopfhaar fiir einen Probanden iiber den
Untersuchungszeitraum. Ubersichtlichkeitshalber wurden die Fehlerbalken weggelassen. Die beiden
Kurven, die denselben Zeitraum abdecken, zeigen das Problem der Haaranalyse: Je nach Wahl des
Schnittes und der GréBe des Segmentes kann es zu deutlichen Unterschieden in den 5"°N- Werten
kommen. Zudem kommt es bei gréBeren Schnitten zu einer 'Verwischung' der Anderungen in der

Stickstoffisotopie.

Im Vergleich zur Analyse der Stickstoffisotopie von Harnstoff ermdglicht die
Analyse von Haaren eine retrospektive Interpretation, allerdings in einem zeitlich
gesehen makroskopischen Bereich. Der Anstieg der 8'°N-Werte der Haare und damit
der vermutlich katabole Zustand fallt bei dieser Untersuchung in einen Bereich, in
dem keine Urinproben mehr gesammelt wurden. Von daher kénnen die Anderungen
der Stickstoffisotopie im Haar nicht mit denen des urinaren Harnstoffes verglichen
werden.

Im Vergleich zu den Serum-Proteinen ist die irreversible Bindung der
Aminosauren in den Strukturproteinen des Haares besser zur Interpretation von
Stoffwechselvorgangen beim Menschen geeignet als die reversible Bindung in den
Serum-Proteinen, die einem standigen Auf- und Abbau unterliegen.

Die 8"°N-Werte des Haares stimmen innerhalb der Varianz mit den &'°N-Werten

fur die Globuline Uberein und liegen damit um 1,53 %o niedriger als das Serum-
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Albumin. Diese Differenz in den Stickstoffisotopenverhaltnissen zwischen Globulinen
und Keratin gegenuber Albumin hat ihren Grund - wie bereits erwahnt - eventuell in
verschiedenen Syntheseorten bzw. unterschiedlichen Stickstoffisotopenverhaltnissen

der eingebauten Aminosauren.

Tab. 20: Mittlere &'°N-Werte fiir Harnstoff, Albumin, Globuline und Keratin (iber den gesamten
Untersuchungszeitraum fiir Proband 1. Die Fehler geben die Varianz der Gesamtmenge der Proben

wieder.

8" Nus [%o] | 8" Napumin [%o] | 8" Naiobuiine [%0] | 8 °Nieratin [%o]
Proband 1 4,32 + 0,51 10,01 £ 0,10 8,74 + 0,03 8,53 + 0,26

5.1.4.5 8N von Harnstoff im Vergleich zur Ernahrung

Die Ausscheidung von Harnstoff ist neben dem Proteinstoffwechsel auch der
Proteinzufuhr proportional. So sind die Harnstoffkonzentrationen bei proteinreicher
Kost und negativer Stickstoffbilanz erhoht und unter anderem bei positiver
Stickstoffbilanz erniedrigt [15]. Von daher ist es fir die Interpretation der
Stickstoffisotopenverhaltnisse des urinaren Harnstoffes wichtig, sowohl die
Stickstoffbilanz abzuschatzen als auch Informationen Uber die Isotopenverhaltnisse
des zugefuhrten Stickstoffes zu gewinnen. Durch die Isotopenfraktionierung bei der
Trans- und Desaminierung von Aminosauren im Organismus ist der ausgeschiedene
Stickstoff isotopisch leichter oder gleich dem mit der Nahrung zugefuhrtem Stickstoff
[99, 108, 138].

Zur Bestimmung der Stickstoffbilanz der Probanden vor, wahrend und nach dem
Rennen wurde die zugefuhrte Menge an EiweilR-Stickstoff pro Tag aus den
Ernahrungsprotokollen bestimmt (Anhang 5). Aus den Harnstoffkonzentrationen
wurde die durchschnittliche Ausscheidung an Harnstoff-Stickstoff pro Tag berechnet.
Bis auf die 24 Stunden des Wettkampfes wurden nicht zwingend alle Urinproben von
den Probanden gesammelt und von daher lag das Gesamtvolumen an Urin und die
Gesamtausscheidung an Harnstoff pro Tag nicht vor. Um die ausgeschiedene
Menge an Urin abschatzen zu kénnen, wurde mit Hilfe der Kreatininkonzentrationen
auf den Urinfluss zurlickgeschlossen. Die Kreatininausscheidung ist der

Muskelmasse proportional und korreliert mit der Urinmenge [139]. Uber einen
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Datensatz von insgesamt 126 Urinproben, deren Kreatininkonzentrationen und der
zu Grunde liegende Urinfluss bekannt waren [140], wurde der Urinfluss der
Probanden zu dem jeweiligen Zeitpunkt der Urinabgabe berechnet (Anhang 4) und
so die Ausscheidung an Stickstoff pro Stunde sowie die Stickstoffbilanz der
Probanden bestimmt.

Bei allen drei Probanden war die Einnahme von Eiweil3 mit der Nahrung wahrend
und nach dem Rennen im Vergleich zur Einnahme vor dem Wettkampf erhoht,
genauso die absolut gesehenen Stickstoffausscheidungen. Die Stickstoffbilanz war
bei allen Probanden wahrend des Wettkampfes deutlich positiv, d.h. es wurde
weniger Stickstoff ausgeschieden als aufgenommen. Unterschiedliche Entwicklungen
konnen nach dem Rennen beobachtet werden. So erreicht Proband 3, der schon zu
Beginn des Rennens eine negative Stickstoffbilanz aufwies, nach dem Rennen die
am wenigsten positive Stickstoffbilanz. Dies entspricht der Definition nach einem
schwach anabolen Zustand, wogegen Proband 2 eine deutlich positive
Stickstoffbilanz (stark anaboler Zustand), auf Grund der geringen Ausscheidung an
Stickstoff, aufweist. Proband 1 zeigt die geringsten Unterschiede in den drei Phasen

des Untersuchungszeitraumes.

Tab. 21:  Ermittlung der Stickstoffbilanz der einzelnen Probanden fiir die drei Phasen der
Untersuchung. Zugefiihrtes Eiweils wurde mit Hilfe der Erndhrungsanalysesoftware EBISpro ermittelt,

der ausgeschiedene Harnstoff-Stickstoff aus den Harnstoffkonzentrationen berechnet.

zugeflhrter ausgeschiedener Bilanz
Eiweil3-Stickstoff (N) | Harnstoff-Stickstoff | N/HS
[o/d] (HS) [g/d]

Proband 1 |vor-Wettkampf 17,2 15,0 0,87
Wettkampf 45,0 27,3 0,61
nach-Wettkampf 32,8 25,7 0,78

Proband 2 |vor-Wettkampf 16,1 14,3 0,89
Wettkampf 31,7 23,9 0,75
nach-Wettkampf 36,2 16,1 0,44

Proband 3 |vor-Wettkampf 17,4 20,7 1,19
Wettkampf 42,0 30,0 0,71
nach-Wettkampf 25,9 23,9 0,92
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Die ermittelten Werte fir die Stickstoffzufuhr und -ausscheidung sowie die
Stickstoffbilanz sollen im Rahmen dieser Arbeit nur beispielhaft vorgestellt werden
und werden in Kapitel 5.1.4.7 in das Modell zur Berechnung der Differenz zwischen
Proteinsynthese und -abbau eingehen. Jedoch zeigt sich, dass die klassische
Betrachtung des Ernahrungszustandes und des Proteinstoffwechsels durchaus die
Interpretation der Stickstoffisotopie verschiedener Kompartimente des Organismus
unterstutzen kann.

Neben der Menge an zugefuhrtem und ausgeschiedenem Stickstoff spielt die
Stickstoffisotopie des zugefihrten Proteins fur die Interpretation der
Stickstoffisotopenverhaltnisse im Organismus eine wichtige Rolle [108, 130]. Mit Hilfe
der angefertigten Ernahrungsprotokolle vor, wahrend und nach dem Rennen kann
die Stickstoffisotopie des zugefuihrten Proteins durch Messung der Stickstoffisotopie
von Nahrungsmittel-Aliquoten bestimmt werden. Da keine Aliquote der im
Untersuchungszeitraum verzehrten Nahrung gesammelt wurden, wurden im
Anschluss an die Studie ausgewahlte Nahrungsmittel, aufgeteilt nach trophischen
Stufen, exemplarisch per EA-IRMS analysiert. Soweit mdglich, wurden die

Lebensmittel derselben Marke untersucht.
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Abb.39:  5"°N-Werte verschiedener Nahrungsmittelgruppen, die von den Probanden wéhrend des
Untersuchungszeitraumes verzehrt wurden. Die Box représentiert die mittleren 50 % der Proben, die
Horizontale den Median, die Senkrechten die maximalen und minimalen Werte. Bei einzelnen

Lebensmitteln ist nur ein Kreis dargestellt.
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Die Nahrungsmittel wurden in zehn Gruppen unterteilt, die sich teilweise in der
trophischen Stufe unterschieden. Da zwei der Probanden wahrend des
Untersuchungszeitraumes kein Fleisch gegessen haben, einer davon aber
hauptsachlich Fisch als Eiweillquelle zu sich nahm, war die Unterscheidung in
verschiedene trophische Stufen der Nahrung wichtig. Erwartungsgemal zeigte Fisch
die héchsten §'°N-Werte, wogegen Reis und Niisse die niedrigsten &'°N-Werte
hatten. Die 8'°N-Werte von Gemiise verteilen sich (iber einen Bereich von -0,64 bis
4,80 %o. Eine so breite Streuung ist aus der Literatur bekannt und hat ihren Grund in
dem unterschiedlichen Anteil an mineralischem oder organischem Dunger beim
Anbau [95]. Geflugel und Schweinefleisch liegen in einem ahnlichen Bereich wie
Gemiise, nur Rindfleisch und Milchprodukte weisen deutlich hdhere §'°N-Werte auf.
Wahrend des Rennens nahm Proband 2 ein Nahrungserganzungsmittel (NEM) als
EiweiR-Quelle zu sich. Die Quelle des EiweiRes ist auf Grund der &'°N-Werte
offensichtlich ebenfalls tierisch. Fur die drei Untersuchungsphasen vor, wahrend und
nach dem Wettkampf wurden die Anteile der jeweiligen Nahrungsmittelgruppe am in
diesem Zeitraum zugeflhrten Eiweil3 mit Hilfe einer Erndhrungsanalysensoftware
(EBISpro, V. 7.0 von 2005) bestimmt und ein Summenwert fur die Stickstoffisotopie

des zugefuhrten Eiweiles fur den jeweiligen Zeitraum berechnet.
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Abb. 40: Vergleich der 5"°N-Werte der Nahrung (o) mit denen des Harnstoffes (7)) fiir die drei
Phasen des Untersuchungszeitraumes (vor, wéhrend und nach dem Wettkampf). Die Boxen
(Harnstoff) repréasentieren die mittleren 50 % der Proben, die Horizontale den Median, die

Senkrechten die maximalen und minimalen Werte. Fiir die Nahrung wird der Mittelwert mit durch

Fehlerfortpflanzung berechneten Abweichungen dargestellt.
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Die Ernahrung aller drei Probanden in dem Untersuchungszeitraum wies §'°N-Werte

zwischen 3,06 und 4,97 %o auf und unterscheidet sich damit deutlich voneinander.
Die 8"°N-Werte der Ernahrung fiir die einzelnen Probanden zeigen eine Varianz
zwischen 0,29 und 0,46 %.. Somit lassen sich Uber den Untersuchungszeitraum
signifikante Unterschiede in der Ernahrung der drei Probanden untereinander
feststellen. Durch den Verzehr von Fisch weist Proband 3 die héchsten §'°N-Werte
auf, wogegen die fleisch- und fischlose Ernahrung von Proband 2 die niedrigsten
8"°N-Werte fiir die Nahrung aufweist.

Fir Proband 1 liegen die mittleren §'°N-Werte des Harnstoffes fiir alle drei
Phasen des Untersuchungszeitraumes innerhalb der Streuung der 8'°N-Werte der
Ernahrung in diesem Zeitraum. Dies konnte der Fall sein, wenn der Stickstoff-
Metabolismus Uber den gesamten Zeitraum ausgeglichen gewesen ware. Flr zwei
der drei Probanden finden sich allerdings signifikante Unterschiede zwischen den
5"°N-Werten der Nahrung und den &'N-Werten des urindren Harnstoffes. Bei
Proband 2 liegen wihrend des Wettkampfes die mittleren &'°N-Werte des
Harnstoffes 1,61 %o Uber denen der Ernahrung, dies weist auf den Eintrag eines
isotopisch schweren Kompartimentes bei der Synthese des Harnstoffes hin. Dies
konnte ein Hinweis auf einen katabolen Zustand sein, bei dem korpereigener
Stickstoff mit einem hoheren &"°N-Wert als die Nahrung in den Stoffwechsel
eingeschleust wird. Der Unterschied in den Stickstoffisotopenwerten findet sich auch
noch in der Erholungsphase, allerdings nicht mehr so ausgepragt.

Fiur Proband 3 liegen die §'°N-Werte des Harnstoffes vor dem Wettkampf
niedriger als die der Ernahrung. Hier konnte ein anaboler Stoffwechsel der Grund
sein, der zum Einbau von isotopisch leichterem Stickstoff im Harnstoff flhrt.
Wahrend des Rennens sind die 8'°N-Werte der Nahrung und des Harnstoffes
ahnlich, nach dem Rennen findet sich bei Proband 3 ein ahnlicher Zustand wie bei
Proband 2, d.h. leicht erhohte 5" N-Werte im ausgeschiedenen Harnstoff, die auf den
Eintrag von korpereigenem Stickstoff hinweisen.

Auf Grund der Komplexitat des Stickstoff-Metabolismus des menschlichen
Organismus ist eine genauere Interpretation dieser Daten schwierig. Wie grold der
Einfluss der Ernahrung auf die Stickstoffisotopie des Harnstoffes ist und in welcher
GrolRenordnung metabolische Vorgange im Koérper dazu beitragen, kann aus den
einzelnen Daten so nicht herausgelesen werden. Aus diesem Grund wird in Kapitel

5.1.4.7 ein Modell aufgestellt, in das auch die Daten der Ernahrungsanalyse als
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Eingangsdaten einflieRen, und mit denen die Stickstoffisotopie des ausgeschiedenen

Harnstoffes modelliert werden kann.

5.1.4.6 8N von Harnstoff im Vergleich zu physiologischen

Parametern

Im Rahmen des 24-Stunden-Radrennens wurde von den drei Probanden ca. alle
zwei Stunden Kapillarblut entnommen und vor Ort hinsichtlich Blutgasen (O2, CO,)
und Elektrolyten untersucht. Da korperliche Belastung zu metabolischen
Veranderungen im Blut z.B. bezuglich der Sauerstoffbindung an Hamoglobin fuhrt
und diese als direkter Einfluss der verstarkten Muskelaktivitdt angesehen werden
[10], wurden die 8'°N-Werte des Harnstoffes wahrend des Rennens mit den
Ergebnissen der Blutgasanalyse verglichen. Damit sollten eventuelle Anhaltspunkte
gewonnen werden, dass es sich bei den Veranderungen in den
Stickstoffisotopenverhaltnissen des  Harnstoffes um  belastungsinduzierte
Veranderungen handelt.

Kapillarblut besteht zu 75 % aus vendsem Blut, in dem bei starker kérperlicher
Anstrengung der Sauerstoffgehalt sinkt. Dieser Effekt lasst sich auch bei dem
Kapillarblut aller drei Probanden feststellen. So sinkt der Sauerstoffpartialdruck des
Blutes (P(Oy)) der Probanden von zwischen 70 und 80 % vor dem Rennen auf 60 bis
65 % nach vier Stunden Renndauer. Danach steigt der Sauerstoffpartialdruck wieder
auf Ausgangsniveau an. In dem Zeitraum, in dem der Sauerstoffpartialdruck auf
Grund erhdhter Muskelaktivitat und damit angeregtem Stoffwechsel absinkt, steigen
die 5'"°N-Werte des Harnstoffes an. Dies geschieht bei allen drei Probanden in
ahnlichem Umfang.

Wahrend das Minimum des Sauerstoffpartialdruckes nach 3,5 Stunden erreicht
wird, erreichen die 8'°N-Werte des Harnstoffes ihr Maximum erst zwei Stunden
spater nach ca. 5,5 Stunden. Allerdings muss beriicksichtigt werden, dass der &'°N-
Wert des Harnstoffes einen Zeitintegrierten Summenparameter seit der letzten
Urinprobe darstellt. Von daher liegt das eigentliche Maximum der §'°N-Werte im
Korper (der Synthesezeitpunkt des Harnstoffes) friiher und weiter links auf der
Zeitskala, so dass Minimum des Sauerstoffpartialdruckes und Maximum der

Stickstoffisotopie des Harnstoffes annahernd zusammenfallen. Es lasst sich zwar
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keine direkte Korrelation zwischen den &'°N-Werten des Harnstoffes und dem
Sauerstoffpartialdruck erkennen, doch fallen die Zeitrdume ihrer gréRten Anderungen
beim Rennen genau aufeinander. Von daher liefert der Vergleich der Blutparameter
und der 5"°N-Werte des Harnstoffes einen Hinweis darauf, dass es sich bei den
Anderungen in der Stickstoffisotopie zu Beginn des Radrennens um
belastungsinduzierte Veranderungen handeln kann.

Allerdings entwickeln sich die &'°N-Werte des Harnstoffes und der
Sauerstoffpartialdruck des Kapillarblutes nach den ersten sechs Stunden wieder
unterschiedlich. Wahrend der Sauerstoffpartialdruck wieder auf das Ausgangsniveau
ansteigt und somit die Veranderungen anscheinend kompensiert werden, verbleiben
die 8"°N-Werte auf erhéhtem Niveau. Von daher kann man nicht von einer direkten

Verbindung dieser beiden Parameter ausgehen.
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Abb.41: Vergleich der &°N-Werte fiir Harnstoff (o) mit dem Sauerstoffpartialdruck des
Kapillarblutes (P(O,), »), zusammengefasst fiir alle Probanden wéhrend des Zeitraumes des Rennens.
Auffilig sind der fast parallele Anstieg der &°N-Werte des Harnstoffes und der Abfall des
Sauerstoffpartialdruckes auf Grund der erh6hten kérperlichen Aktivitét. Zur Verdeutlichung sind durch

die Datenpunkte Polynome 6. Grades gelegt.

Studien im Labor unter kontrollierten Bedingungen sollten die beobachteten
Veranderungen verifizieren. Der hier vorgestellte Vergleich des

Sauerstoffpartialdruckes im Kapillarblut mit den §'°N-Werten des Harnstoffes soll nur
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beispielhaft darstellen, dass mit Hilfe der klassischen Parameter der Sportdiagnostik
eventuell die Ursachen der Anderungen der Stickstoffisotopenverhaltnisse im Urin

erklart werden konnten.

5.1.4.7 Modell zur Erklarung der belastungsinduzierten

Anderungen der 8"°N von urindrem Harnstoff

Der endogene Protein- bzw. Aminosaurestoffwechsel lasst sich schematisch in
vier Stoffstrome unterteilen. Im Verdauungstrakt werden die durch die Nahrung (D)
zugeflhrten und die von den Darmzellen sezernierten Proteine aufgenommen und
dem korpereigenen 'Aminosaurepool’ (AA) zugefuhrt (¢1) [99]. Von diesem
Aminosaurepool aus werden bendtigte Proteine (P) synthetisiert (¢2) sowie diesem
auch durch Abbau zugeflhrt (¢3). Der Hauptabbauweg der Aminosauren besteht
nach der Aminosaureoxidation in der Bildung von Harnstoff (HS), der mit dem Urin

ausgeschieden wird (¢a).

1 P1 <
D » AA = - P
d2 ¢2
84 04 €
v
HS 5.

Abb. 42:  Schematische Darstellung des Protein- bzw. Aminoséurestoffwechsels im menschlichen
Kérper. @; bezeichnet die Stofffliisse des schweren Isotops N, & das Isotopenverhéltnis des
Kompartimentes bzw. des flieBenden Stoffes, ¢ ist eine auftretende Isotopenfraktionierung. D =Diét,

AA = Aminosé&uren(pool), P = Proteine, HS = Harnstoff

Die Aminosaureoxidation ist mit einem kinetischen Isotopeneffekt verbunden, der
zu einer Isotopendiskriminierung gegentber dem schweren Stickstoff fuhrt [99, 131].

Aus diesem Grund ist der im Harnstoff ausgeschiedene Stickstoff leichter als der
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zuruckbleibende (in  Aminosauren gebundene) Stickstoff sowie die daraus
synthetisierten korpereigenen Proteine [99, 130]. Fur die Aufnahme des
Nahrungsstickstoffes und die Synthese oder den Abbau von Proteinen uber den
Aminosaurepool werden in der Literatur keine Isotopenfraktionierungen
angenommen.

Um die im Urin gefundenen 8'°N-Werte fiir Harnstoff interpretieren zu kénnen,
wird im Folgenden dieses schematische Modell benutzt. In einem korperlichen
'steady state' befinden sich sowohl Stickstoff-Einnahme (¢+) und -Ausscheidung (¢4)
als auch Proteinabbau (¢3) und -synthese (¢2) im Gleichgewicht und man kann eine
Massenbilanz fiir das schwerere Isotop '°N unter Beriicksichtigung der

Stickstoffisotopie aufstellen [141]:

@101+ (303 = 202 + 0404

Die Isotopenverhaltnisse der Stoffstrome (81, 82, ...) lassen sich durch Sgqukt = 0i €
ausdrucken. Bei Reaktionen, bei denen keine Isotopenfraktionierung auftritt, ist

Oequkt = 0i [141]. Somit ergibt sich fur die Massenbilanz:

Q10D + ©30p = @20aA + ©4(Opa - €)

¢10p + @3dp + @u€

& OaA =
G2 + @4

Da der ausgeschiedene Harnstoff um ¢ %o leichter ist als der Aminosaurepool,

kann man &ns formulieren als:

910D + @3dp *+ @sg
SHS = - &
P2 T Q4

Die Differenz ¢2 - ¢3 = Aogp stellt das Gleichgewicht zwischen Proteinaufbau und
Proteinabbau dar. Ist Agp < 0, so Uberwiegt der Stofffluss ¢3 und es wird mehr
Protein ab- als aufgebaut (Katabolismus). Ist App > 0, so Uberwiegt der Stofffluss ¢

und es wird mehr Protein auf- als abgebaut (Anabolismus).
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In Abbildung 43 erkennt man die Abhangigkeit der §'°N-Werte von den
Eingangsdaten fur positive oder negative Differenzen in den Stofffllissen ¢, und ¢s. In
das Modell wurden durchschnittliche physiologische Stoffflisse fur einen 70 kg
schweren Mann eingesetzt (p1 = @4 = 0,7 g(N)/h, ¢2 = 03 = 2,5 g(N)/h [142]), sowie
typische §'°N-Werte fiir eine gemischte Dit (5p = 4 %.), kdrpereigene Proteine (8p =
8,3 %o, der in der Literatur fur die

10 %o) und ein Fraktionierungsfaktor von ¢
Transaminierung von Glutaminsaure auf Asparaginsaure angegeben wird [131].
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Abb. 43:  Abhéngigkeit der 5"°N-Werte von Harnstoff von der Differenz zwischen Proteinaufbau und
Proteinabbau (App = @, - @3), berechnet nach dem Modell in Abhéngigkeit von verschiedenen 5"°N-
Werten fiir die zugefiihrte Nahrung (op), Serum-Proteine (dp) und vom Fraktionierungsfaktor e.
Negative A@p-Differenzen bezeichnen katabole Zusténde, positive Differenzen bezeichnen anabole

Zusténde.

Uberwiegt der Proteinabbau gegenliber dem Proteinaufbau, so verschieben sich
die 8"°N-Werte fiir Harnstoff auf Grund des groBeren Anteiles an (schwerem)
korpereigenem Protein im Aminosaurepool hin zu den schweren Isotopen.
Umgekehrt wird bei einem vermehrten Proteinaufbau der Harnstoff-Stickstoff leichter.
Das Modell liefert mit den angegeben Werten physiologisch sinnvolle §'°N-Werte,
zeigt aber naturlich eine starke Abhangigkeit von den Eingangsdaten. Diese

bewirken unterschiedlich groRe Unterschiede in den resultierenden §'°N-Werten fiir

Harnstoff.
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Der Einfluss der Diat fallt auf Grund des verhaltnismaflig geringen Stoffflusses
(p1) nicht so stark ins Gewicht wie der Beitrag der korpereigenen Proteine (92 und
¢3). Grundsatzlich sind die angegebenen Werte aber nur ,Richtwerte’, da bis jetzt
noch nicht geklart ist, welchen 8'°N-Wert der Aminos&urepool bzw. die zur Verfiigung
stehenden korpereigenen Proteine haben. Unsicher ist ebenfalls der fir die
Fraktionierung angenommen Wert von ¢ = 8,3 %o, der nur die Transaminierung auf
Asparaginsaure berlcksichtigt [131]. Asparaginsaure liefert im Harnstoffzyklus nur
eines der zwei Stickstoffatome des Harnstoffes. Ein Fraktionierungsfaktor fur die
Desaminierung von Aminosauren, die zur Bildung von freiem Ammonium fluhrt,
worlber spater der zweite Stickstoff in den Harnstoff eingebaut wird, ist bis dato noch

nicht ermittelt worden.

Tab. 22: In das Modell eingehende Stofffliisse, Isotopenverhéltnisse und Fraktionierungsfaktor,

Beschreibung und Herkunft der eingesetzten Daten.

Symbol Beschreibung Quelle

OF Proteinaufnahme Berechnet in 24h-Intervallen laut
Ernahrungsprotokoll

Q2 Proteinsynthese 1,86-fache Menge der Proteinaufnahme [142]

Q3 Proteinabbau 1,86-fache Menge der Proteinaufnahme [142]

(OM Stickstoffausscheidung Ausgeschiedener Harnstoff-Stickstoff pro h

8o §'°N der Diat Experimentelle Daten nach

Ernahrungsprotokoll und Bestimmung von Diat-

Aliquote
Sp 8'°N kérpereigenes Experimentelle Daten von Blut-Albumin in 48h-
Protein Intervallen
g Fraktionierungsfaktor aus den Daten der vor-Wettkampf Woche
berechnet

Verandert man in dem Modell den Fraktionierungsfaktor ¢, so zeigt sich eine
starke Abhangigkeit der 8'°N-Werte des Harnstoffes. Bei einer Verringerung des
Fraktionierungsfaktors werden die §'°N-Werte des Harnstoffes schwerer, bei einem
grolieren Fraktionierungsfaktor leichter.

Um abzuschatzen, inwiefern das Modell den Verlauf der 8"°N-Werte fiir Harnstoff

wahrend des Radrennens und in der Erholung erklaren kann, wurde fur jeden
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Zeitpunkt einer Urinprobe durch numerische Iteration ein theoretischer §'°N-Wert fir
den Harnstoff berechnet. In das Modell gingen die Stofffllisse ¢1 (Erndhrung) ein, die
aufgrund der angefertigten Ernahrungsprotokolle abgeschatzt werden konnten sowie
die experimentellen Daten der Harnstoffkonzentrationen als Umfang der
Stickstoffausscheidung (¢4). Da die Umfange an Proteinsynthese und Proteinabbau
nicht bestimmt werden konnten, wurde in dem Modell angenommen, dass
Proteinsynthese und -abbau 65 % des Gesamtumsatzes an Stickstoff ausmachen
[142] unter der Annahme, dass weder Proteinsynthese noch Proteinabbau
Uberwiegen. In diesem 'steady state', der per Definition in die Woche vor dem
Wettkampf gelegt wurde, kann ein Wert fur den Fraktionierungsfaktor ¢ berechnet

werden:

®10p + @30p - Op(p2 + 94)

02

Tab. 23:  Bestimmung des Fraktionierungsfaktors ¢ fiir die Isotopenfraktionierung des Stickstoffes
bei der Harnstoffsynthese, berechnet nach Datensétzen aus der Vor-Wettkampf-Woche. Der Fehler

zeigt die Streuung (1s) fiir die einzelnen Datensétze.

et 1s
Proband 1 (n=6) 561 = 0,34
Proband 2 (n=6) 597 = 0,67
Proband 3 (n=6) 5,83 + 0,36

Die berechneten Fraktionierungsfaktoren fir die einzelnen Probanden liegen
zwischen 5,61 und 5,83 %o und stimmen innerhalb der Standardabweichung der
sechs Berechnungen Uberein. Der bestimmte Fraktionierungsfaktor unterscheidet
sich deutlich von dem in der Literatur flr die Transaminierung von Glutaminsaure auf
Asparaginsaure angegebenen Fraktionierungsfaktor von 8,3 %o [131]. Allerdings
muss man beachten, dass der angenommene &'°N-Wert des korpereigenen
Proteins, welches dem Abbau Uber Harnstoff zugefuhrt wird, wahrscheinlich zu
niedrig gewahlt ist, da die 8'°N-Werte der Glutaminsaure fiir die drei Probanden nicht
bekannt waren (siehe Seite 81). Allerdings liefert bei der Synthese von Harnstoff
neben der Transaminierung auch die Desaminierung von Aminosauren eines der
Stickstoffatome. Von daher kann sich der 'Summen'-Fraktionierungsfaktor in vivo von

dem flr die Transaminierung in der Literatur angegebenen unterscheiden.
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Der fur den jeweiligen Probanden bestimmte mittlere Fraktionierungsfaktor aus
der Woche vor dem Wettkampf wurde in der anschlieBenden Modellrechnung
ubernommen. Das Modell nimmt an, dass der Harnstoff der Stickstoff-
Hauptbestandteil des Urins ist. Der Vergleich der experimentellen Daten der
Stickstoffisotopie des Harnstoffes und des Gesamtstickstoffes zeigte aber, dass der
Organismus, insbesondere in der Erholungsphase, groRere Mengen einer
stickstoffhaltigen Substanz mit einem deutlich von Harnstoff unterschiedlichen
Isotopenverhaltnis ausscheidet (Kapitel 5.1.4.2).

Um diese Substanz und deren Einfluss auf das Modell zu bertcksichtigen, wurde
das Modell um einen weiteren Stofffluss erweitert (Abbildung 44) und die Formel zur

Berechnung der 8'°N-Werte des Harnstoffes angepasst:

910D + @3dp *+ @se
SHS = - &
P2 + Q4 + @2

In der angegeben Formel sind drei der Stoffflisse unbekannt. Dies sind der
Proteinaufbau (¢2), der Proteinabbau (¢3) und die Ausscheidung der 'unbekannten'
stickstoffhaltigen Substanz (¢-). Um mit Hilfe der experimentellen Daten und
insbesondere der §'°N-Werte des Harnstoffes Aussagen {iber eventuelle katabole
oder anabole Zustande machen zu kdonnen, muss die Differenz Apgp = @2 - 3
berechnet werden. Da sich der Eintrag der 'unbekannten' Substanz auf die §'°N-
Werte des Gesamturins auswirkt und angenommen wird, dass es sich bei den §'°N-
Werten der 'unbekannten' Substanz um die des Aminosaurepools handelt, kann man
fir das Stickstoffisotopenverhaltnis des Gesamt-Urins (dy) formulieren:

@4 OHs @2 Op
oy = +

G2 * @2 @2 t @4

Da in diesem Modell mehr unbekannte GroRen als mathematisch formulierte
Beziehungen vorhanden sind, lasst sich das System nicht analytisch 16sen. Fur die
einzelnen Probanden wurden so flur jede Urinprobe durch numerische lteration die

Stofffliisse @, und ¢, bestimmt, zur Vereinfachung wurde @3 konstant gehalten’. Die

' Durch den konstant gehaltenen Stofffluss @3 liegen faktisch nur noch zwei unbekannte GréRen bei
zwei formulierten Beziehung vor und das System ware dadurch analytisch |6sbar. Dies wurde
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numerische lteration wurde solange durchgefihrt, bis der Unterschied zwischen den
modellierten und experimentellen 5'"N-Werten des Harnstoffes kleiner 0,01 %o und
fur den Gesamtstickstoff kleiner 0,4 %o war. Da flr ¢z ein konstanter willkirlich
gewahlter Wert angenommen wurde (65 % der Stickstoffaufnahme mit der Diat,
[142]), kann das Modell auch nur relative Abweichungen von dieser Annahme liefern.
Aus diesem Grund werden in den Abbildungen 45 bis 47 fur Agp auch nur die
prozentualen Differenzen der Stoffflisse zwischen Proteinauf- und -abbau
angegeben, die aber mit katabolen oder anabolen Zustanden in Beziehung gesetzt

werden konnen.

dp

daa op
01 1 . % s
D . AA * - p
32 @2
%4 ¢4 | & P
v
HS 5 ?

Abb. 44:  Erweiterte schematische Darstellung des Protein- bzw. Aminoséurestoffwechsels im
menschlichen Koérper. ¢, bezeichnet den Stofffluss einer nicht identifizierten stickstoffhaltigen

Substanz, die zu gewissen Zeitpunkten vom Kérper in gré3eren Mengen ausgeschieden wird.

Das Modell berechnet die Daten flur jede Urinprobe in einem angenommenen
'steady state' und soll vorerst nur zeigen, dass mit diesem einfachen Flussmodell die
Anderungen in den &"N-Werten des Harnstoffes mit Anderungen im
Proteinmetabolismus in Zusammenhang gebracht werden konnen.

FUr Proband 1 zeigt das Modell bis auf wenige Ausnahmen Uber den gesamten
Zeitraum anabole Werte, d.h. einen gréReren Umfang der Proteinsynthese als des
Proteinabbaus. Da die Stickstoffbilanz von Proband 1 tber den kompletten Zeitraum
positiv ist (Tabelle 21), und die §'°N-Werte des Harnstoffes sich nur geringfiigig von
denen der zugefiihrten Nahrung unterscheiden (Abbildung 40), kann das Modell nur

in Richtung eines anabolen Stoffwechsels, d.h. dem Einbau von Stickstoff in den

allerdings im Rahmen der Arbeit nicht durchgefihrt, da das System durch die numerische lteration
hinreichend gut beschrieben werden konnte.
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Korper reagieren. Der starke Anstieg von A@p zu Beginn des Rennens auf eine fast
50 % hohere Proteinsynthese als Proteinabbau liegt an dem in das Modell
eingehenden sprunghaften Anstieg an zugefihrtem Nahrungsstickstoff laut

Ernahrungsprotokoll.
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Abb. 45: Nach dem Modell berechnete prozentuale Anteil der Differenz App der Stofffliisse ¢,
(Proteinsynthese) und @3 (Proteinabbau) relativ zum 'steady state' vor dem Rennen fiir Proband 1.

Positive Differenzen bezeichnen anabole Zustédnde, negative Differenzen katabole Zusténde.

Im spateren Verlauf des Rennens und in den ersten Stunden nach dem Rennen
wandelt sich laut dem Modell der Proteinmetabolismus zu einem fast katabolen
Zustand, wird aber durch die hohe Proteinzufuhr wahrend und nach dem Rennen
abgefangen. Proband 2 zeigt einen anderen Verlauf fur den Proteinmetabolismus als
Proband 1.
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Abb. 46: Nach dem Modell berechnete Differenz App der Stofffliisse ¢, (Proteinsynthese) und ¢3
(Proteinabbau) relativ zum 'steady state' vor dem Rennen fiir Proband 2. Positive Differenzen

bezeichnen anabole Zustédnde, negative Differenzen katabole Zustédnde.
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Schon beim Vergleich der Stickstoffisotopenwerte der Nahrung und des
Harnstoffes fiel auf (Abbildung 40), dass wahrend des Wettkampfes anscheinend ein
kataboler Zustand vorherrschte.

Das Modell kann die Unterschiede in den 8'°N-Werten der Nahrung und des
Harnstoffes nur durch den Eintrag von schwerem korpereigenen Stickstoff
kompensieren, was zu einem berechneten Anstieg des Proteinabbaus oder Abfall
der Proteinsynthese um 30 % wahrend des Rennens fuhrt. In der Erholungsphase
nimmt dieser katabole Zustand ab und 24 Stunden nach dem Rennen befindet sich

Proband 2 in einem anabolen Zustand.
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Abb. 47:  Nach dem Modell berechnete Differenz App der Stofffllisse ¢, (Proteinsynthese) und ¢3

(Proteinabbau) relativ zum 'steady state' vor dem Rennen fiir Proband 3. Positive Differenzen

bezeichnen anabole Zustédnde, negative Differenzen katabole Zustédnde.

Proband 3 zeigt wahrend des Rennens sowohl katabole als auch anabole
Phasen. Dies passt zu den &"N-Werten der zugefilhrten Nahrung und des
Harnstoffes (Abbildung 40), die im Mittel auch keine Uberwiegende Proteinsynthese
oder -abbau zeigen. Nach dem Rennen befindet sich Proband 3 grofRtenteils in
einem katabolen Zustand, was auch durch den Vergleich der Stickstoffisotopie von
Nahrung und Harnstoff (Abbildung 40) als auch durch die Stickstoffbilanz (Tabelle
21) bekraftigt wird. Das Modell liefert fur die Probanden und die untersuchten
Zeitraume physiologisch sinnvolle Werte. Katabole und anabole Zustande kdénnen
Uber die Differenz der Stofffllisse ¢, und @3 bestimmt werden. Uber das Modell kann
man Werte fur das Verhaltnis zwischen Proteinsynthese und -abbau berechnen.
Naturlich sind die Ergebnisse nur so gut wie die Eingangsdaten. Insbesondere
hinsichtlich  der  zeitlichen  Auflosung sowie der Menge und der

Stickstoffisotopenverhaltnisse der Proteinaufnahme sind Verbesserungen notig.
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Trotzdem bestehen mit der Analyse der natirlichen Stickstoffisotopenverhaltnisse
urinarer Substanzen Mdoglichkeiten, explizit das Verhaltnis zwischen Proteinsynthese
und -abbau zu berechnen. Damit kann die hier vorgestellte Methode, die bisher in
der Sportwissenschaft angewandten Verfahren zur Erforschung des
Proteinmetabolismus, die sich entweder mit der klassischen Bestimmung der
Stickstoffbilanz oder mit Hilfe markierter Substanzen der Proteinsynthese und dem
Proteinabbau genahert haben [25-31], unterstutzen.

5.2 Isolierung von Kreatin und Kreatinin aus dem Urin

5.2.1  Vergleich verschiedener Aufarbeitungsmethoden

In der Literatur finden sich verschiedene Methoden zur Isolierung von Kreatin und
Kreatinin und zur Trennung der beiden Substanzen voneinander. Hierzu gehdren
Fallungsreaktionen z.B. mit Pikrinsaure [143] und Zinnchlorid [144], aber auch die
Reversed Phase HPLC sowie die HPLC in Verbindung mit der lonenaustausch-
Chromatographie [113, 145]. Um eine geeignete Methode flr die Isolierung von
Kreatin und Kreatinin fur die Analyse per EA-IRMS zu wahlen, muss man sich vorher
die Anforderungen, die eine ,bulk sample’ Analyse an die Aufreinigung stellt, genauer
ansehen (Kapitel 2.5.1).

Bei der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Systemkonfiguration des EA-IRMS
bendtigt man fur eine ,bulk sample’ Analyse im Elementaranalysator eine
Mindestmenge von 100 pg Kohlenstoff oder 100 pg Stickstoff flr eine hinreichend
prazise und richtige Analyse. Diese Menge entspricht einer Einwaage von 310 ug (fur
§"3C) bzw. 355 ug (fiir §'°N) Kreatin oder einer Einwaage von 273 g bzw. 312 ug
Kreatinin. Um eine Doppel- bzw. Dreifachbestimmung durchfihren zu konnen, sollte
damit ungefahr eine Ausbeute nach der Isolierung von 1000 ug Kreatin bzw.
Kreatinin angestrebt werden. Normalerweise finden sich im menschlichen Urin
Konzentrationen zwischen 0,5 und 1,5 mg/ml Kreatinin wieder [15], bei der Einnahme
von Kreatin-Monohydrat konnen Konzentration uUber 1 mg/ml Kreatin in Urin
gefunden werden. Bei normal konzentrierten Urinen ware damit ein Mindestvolumen
von einem Milliliter zur Isolierung einer hinreichend gro3en Menge an Kreatin bzw.

Kreatinin notig.
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Um zu bestimmen, welche der Substanzen im Urin die Analyse der
Isotopenverhaltnisse des Kreatin und des Kreatinins beeinflussen kdnnten, muss
man den Beitrag derselben zu einem eventuellen Fehler bertcksichtigen. Bei einem
zu akzeptierenden Beitrag von 0,1 %o. von Verunreinigungen zum &'°N-Wert des
isolierten Kreatin bzw. Kreatinins und einer maximalen Differenz der
Isotopenverhaltnisse von Kreatin bzw. Kreatinin und Verunreinigung von maximal
10 %o, reicht eine 99 %ige Reinheit des isolierten Kreatin bzw. Kreatinins flr eine
hinreichend prazise Bestimmung der Stickstoffisotopenverhaltnisse aus. Im
menschlichen Urin machen zusammen mit Kreatinin und Kreatin die Substanzen
Harnstoff, Ammonium, freie Aminosauren, Proteine und Harnsdure Uber 99 % des
Stickstoffes aus [15]. Durch die Aufarbeitungsmethode sollten daher diese
Substanzen von Kreatin und Kreatinin abgetrennt werden.

Fir die Bestimmung der Kohlenstoffisotopenverhaltnisse sieht die Situation etwas
anders aus. Zwar macht auch hier der Harnstoff mit 60 % den gréten Anteil am
Gesamtkohlenstoff des Urins aus, doch sind in 99 % des Gesamtkohlenstoffes im
menschlichen Urin im Vergleich zum Stickstoff eine deutlich groRere Anzahl an
kohlenstoffhaltigen Substanzen vorhanden. Fuhrt man fur den Kohlenstoff eine
ahnliche Betrachtung der Beitridge eventueller Verunreinigungen zum &'>C-Wert des
isolierten Kreatin und Kreatinins durch, so kommen mehr als 40 kohlenstoffhaltige
Substanzen in Frage.

Die in der Literatur angegeben Isolierungsmethoden flr Kreatin und Kreatinin mit
Hilfe von Fallungs- oder Komplexbildungsreaktionen mit Pikrinsaure oder Zinnchlorid
[143, 144] eigneten sich nach Vorversuchen nicht fur eine Isolierung fur die EA-IRMS
und werden deshalb nicht weiter besprochen.

Eine Isolierung von Kreatinin und Kreatin per HPLC erwies sich ebenfalls als
ungunstig, da auch bei der Verwendung von praparativen Saulen die Menge an
isolierbarem Kreatinin und Kreatin in einem schlechten Verhaltnis zur Menge des
Ldsungsmittels stand, was bei der weiteren Probenvorbereitung fir die EA-IRMS
stort. Das Prinzip der Trennung von Kreatin und Kreatinin voneinander und von
anderen Substanzen per HPLC [113, 145, 146] wurde daher auf die
Saulenchromatographie per Kationenaustauscher Ubertragen. Der Vorteil der
Verwendung der Saulenchromatographie lag in der groRen Urin- bzw.

Substanzmenge die aufgegeben werden kann. Im Folgenden wird die Entwicklung
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der Methode zur Isolierung von urinarem Kreatinin und zur Bestimmung der

Isotopenverhaltnisse von urinarem Kreatin vorgestellt.

5.2.2 Kationenaustauschchromatographie

Aminosauren werden auf Grund ihres amphoteren Charakters und der
Mdglichkeit positive Ladungen an den Stickstoff-Gruppen auszubilden, bei
bestimmten pH-Werten an Kationenaustauschern gebunden. Organische Sauren und
Anionen dagegen werden an Kationenaustauschern nicht gebunden, sondern laufen
ungehindert durch diese hindurch. Um Kreatin und Kreatinin daher von anderen im
Urin vorhandenen Substanzen zu trennen, bietet es sich an, die Affinitat der positiven
Stickstoff-Gruppen zu Kationenaustauschern auszunutzen und somit in einem
Aufarbeitungsschritt eine weitreichende Isolierung von Kreatin und Kreatinin aus dem
Urin zu erreichen.

Verschiedene Aminosauren kdénnen an Kationenaustauschern auf Grund ihrer
unterschiedlichen Aziditaten voneinander getrennt werden [145]. Je geringer der pKs-

Wert einer Aminosaure, desto grofRer ist die Dissoziation bei hoheren pH-Werten

nach:
coo CoO
Fa—cls—NHg+ —>  R-CNH, + H'
H H

Fur die Kationenaustauschchromatographie bedeutet dies, dass amphotere
Molekule auf Grund ihres unterschiedlichen Dissoziationsverhaltens unterschiedlich
stark am Kationenaustauscher binden, die Wahl der Bedingungen fir den
Adsorptions- oder Desorptionsschritt ist daher ausschlaggebend fur die Qualitat der

Aufreinigung.

5.2.2.1 lonenstarke von Urin und Wahl des Puffers

lonen und geladene Molekule konkurrieren um die Bindung an einen
lonenaustauscher. Dabei ist zu beachten, dass die lonen und Molekile umso fester

an die Matrix binden, je geringer die Konzentration der lonen bzw. die lonenstarke
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der Losung ist [147]. Fur eine quantitative Adsorption des Kreatinins und des
Kreatins aus dem Urin an einen lonenaustauscher ist es daher notig zu wissen,
welche lonenstarke in humanem Urin ungefahr vorliegt.

Die lonenstarke | ist definiert als Summe der Produkte aus dem Quadrat der

Ladungszahlen z; und der Konzentration c; der einzelnen lonen:

| = ;—2 ZiZCi

Die lonenstarke des Urins wird hauptsachlich durch die anorganischen Salze
bestimmt. Aus der in Tabelle 24 aufgefuhrten Abschatzung der einzelnen
lonenstarken geht hervor, dass in menschlichem Urin eine mittlere lonenstarke um
0,5 mol/L vorliegt. Von den organischen Substanzen tragt nur der Harnstoff einen
nennenswerten Beitrag zur Gesamtionenstarke bei, andere organische Substanzen
wurden auf Grund ihrer geringen Konzentration nicht bertcksichtigt.

Die bestimmte Gesamtionenstarke fur Urin stellt nur einen Richtwert dar um die
Versuchsbedingungen festzulegen. Da die Dichte von Urin und damit die
Konzentrationen der Inhaltsstoffe in Urin stark schwankt, kann die Abschatzung nur

als Anhaltspunkt dienen.

Tab. 24:  Ausgeschiedene Mengen und abgeschétzte lonenstérken ausgewéhlter Salze und

Harnstoff von menschlichem Urin.

m/d* [g] pKs m/V [g/L] [
Na* 5,9 3,89 0,17
K* 2,7 1,78 0,05
NH,* 0,8 0,53 0,03
Ca”* 0,5 0,33 0,03
Mg** 0,4 0,26 0,04
Cr 8,9 5,87 0,17
PO,> 4,1 2,71 0,26
S04~ 2.4 1,58 0,07
Harnstoff 20,0 0,10 10,49 0,17
gesamt 0,49

* durchschnittliche ausgeschiedene Menge in g pro Tag (d)

** lonenstérken der einzelnen ionischen Bestandteile des Urin
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Fir  Adsorptionsschrite von  schwach bindenden  Substanzen an
lonenaustauschern werden geringe Pufferkonzentrationen bzw. lonenstarken
empfohlen [147], bei Berlcksichtigung des Einsatzes von 1 ml Urin ist daher eine
Verdlinnung der Probe mit einem 0,01 mol/L Puffer auf ein Volumen von 100 ml
gewahlt worden. Bei der Wahl des Puffers wurde darauf geachtet, einen kohlenstoff-
und stickstofffreien Puffer zu verwenden, um eventuelle Verschleppungen von
Kohlenstoff oder Stickstoff in die anschliellend per EA-IRMS gemessene Probe zu
verhindern. Die im Folgenden dargestellten Aufreinigungen wurden daher mit 0,01

mol/L Phosphatpuffer durchgefuhrt.

5.2.2.2 Adsorption von Kreatin und Kreatinin

Bei Vorversuchen im Batch-Verfahren (Reagenzglas) stellte sich heraus, dass
sich die Adsorption von Kreatin und Kreatinin am gewahlten Kationenaustauscher bei

verschiedenen pH-Werten unterscheidet.
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Abb. 48:  Abhéngigkeit der Adsorption von Kreatinin an dem Kationenaustauscher vom pH-Wert.
Dargestellt ist die Absorption im Sichtbaren des Meisenheimer-Komplexes nach der Jaffé-Methode fiir
verschiedene pH-Werte in Abhéngigkeit von der Zeit. Je niedriger der pH-Wert, desto vollsténdiger die
Adsorption. Die blank-Linie stellt eine Lésung dar, die kein Kreatinin enthélt. Eine vollstédndige

Adsorption an dem Kationenaustauscher wurde bei pH-Werten von 2,25 und 1,55 erreicht.
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Bei pH-Werten von 2,25 und 1,55 war Kreatinin nach 1000 Minuten vollstandig
am Kationenaustauscher adsorbiert, mit der Jaffé-Methode konnte nicht mehr
zwischen einer blank-Losung, die kein Kreatinin enthielt, und der Uber dem
Kationenaustauscher stehenden Losung unterschieden werden. Bei weniger sauren

pH-Werten konnte nach 1000 Minuten keine vollstandige Adsorption festgestellt

werden.
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Abb. 49:  Abhéngigkeit der Adsorption von Kreatin an dem Kationenaustauscher vom pH-Wert.
Dargestellt ist die Absorption im Sichtbaren des Meisenheimer-Komplexes nach der Jaffé-Reaktion fiir
verschiedene pH-Werte in Abhéngigkeit von der Zeit. Je niedriger der pH-Wert, desto vollsténdiger die
Adsorption, die blank-Linie stellt eine L6sung dar, die kein Kreatin enthélt, diese wurde bei keinem der

pH-Werte erreicht.

FUr Kreatin dagegen war auch bei den niedrigsten pH-Werten keine vollstandige
Adsorption an dem Kationenaustauscher zu beobachten (Abbildung 49). Die
Kationenaustauschchromatographie im Batch-Verfahren im Reagenzglas hat zwar
den Vorteil, dass viele Proben gleichzeitig aufgearbeitet werden kénnen, allerdings
adsorbieren Kreatin und Kreatinin bei dieser Methode sehr langsam an den
lonenaustauscher. Bei der Saulenchromatographie, bei der die LOsung kontinuierlich
uber den lonenaustauscher lauft, waren die Adsorptionszeiten mit ca. zwei Stunden
fur 1mg/ml Substanz geringer und von daher wurde bei der weiteren

Methodenentwicklung nur noch die Saulenchromatographie benutzt.
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Da Kreatin und Kreatinin bei dem pH-Wert von 4,55 deutliche Unterschiede in
dem Ausmald der Adsorption zeigten, wurden weitere Versuche zur Trennung der

beiden Substanzen in diesem pH-Bereich durchgefuhrt.

5.2.2.3 Trennung von Kreatin und Kreatinin

Um den optimalen pH-Wert flr die Adsorption von Kreatinin an dem
Kationenaustauscher bei gleichzeitiger Trennung vom Kreatin zu bestimmen, wurde
eine weitere Reihe von Versuchen zur Saulenchromatographie bei verschiedenen
pH-Werten durchgeflhrt. Hierzu wurden Lésungen mit Konzentrationen von jeweils
1 mg/ml Kreatin- und Kreatinin-Standard in 0,01 M Phosphatpuffer auf verschiedene
pH-Werte eingestellt und Uber eine mit Kationenaustauscher geflllte Saule
geschickt. Da die Jaffé-Methode nicht zwischen Kreatin und Kreatinin unterscheidet,

wurden die Konzentration der Losungen und des Durchlaufes per HPLC bestimmt.

Durchlauf
----Probe

Kreatin

Kreatinin

Zeit [min]

Abb.50: Ubereinandergelegte HPLC-Chromatogramme bei einer Wellenldnge von 205 nm, ein
Chromatogramm mit Kreatin- und Kreatinin-Standard vor der Kationenaustauschchromatographie
(CEC), ein Chromatogramm nach der CEC. Nach der CEC ist das Kreatinin (Retentionszeit 2,5 min)
bis auf 4 % am Kationenaustauscher adsorbiert, wogegen das Kreatin (Retentionszeit 2,1 min) noch

zu 94 % im Durchlauf zu finden ist.
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Beim Vergleich der HPLC-Chromatogramme vor und nach der
Kationenaustauschchromatographie fur die Losungen und den Durchlauf erkennt
man, dass Kreatinin im Gegensatz zum Kreatin selektiv an den Kationenaustauscher
gebunden wird.

So verschwindet die Absorption fur Kreatinin bei einer Wellenlange von 205 nm
und einer Retentionszeit von ca. 2,5 Minuten nach der CEC fast vollstandig
(Abbildung 50). Kreatin dagegen mit einer Retentionszeit von 2,1 min wird nur in
geringen Mengen adsorbiert.

Betrachtet man die prozentualen Anteile an Kreatin und Kreatinin im Durchlauf in
Bezug auf die eingesetzte Menge, so zeigt sich wie beim Batch-Verfahren eine
starke Abhangigkeit der Adsorption vom pH-Wert, die sich zudem bei Kreatin und
Kreatinin unterscheidet.Oberhalb eines Wertes von pH = 4,4 erreicht die
Konzentration von Kreatin im Durchlauf innerhalb der Fehlergrenzen 100 %. Es wird
damit praktisch nichts am Kationenaustauscher gebunden. Im Gegensatz dazu steigt
die Konzentration von Kreatinin im Durchlauf oberhalb von einem pH = 4,4 auf Uber
4 %, bei einem pH = 5,5 findet sich ein Flnftel des Kreatinins aus der Probe im

Durchlauf wieder.

Tab. 25:  Fiir Kreatinin und Kreatin per HPLC bestimmte prozentuale Anteile (Mittelwert + 1c) im

Durchlauf nach Kationenaustauschchromatographie im Bezug zur eingesetzten Probe.

pH Kreatinin [%] Kreatin [%]
3,8 1,6 +£0,1 70,7 £4,2
4,0 3,3+0,3 86,1 + 6,0
4,4 3,8+0,3 93,7+7,0
5,0 79+0,5 95,6 + 5,2
55 21,015 94,8 +5,7

Das unterschiedliche Verhalten von Kreatin und Kreatinin kann bei der
Trennung dieser beiden Substanzen ausgenutzt werden. Auf Grund der
Fragestellung ist es durchaus von |Interesse Uber unterschiedliche
Stickstoffisotopenverhaltnisse von Kreatin und Kreatinin auf unterschiedliche Quellen
zurtckzuschlieRRen.

Will man Kreatinin von Kreatin isolieren und kommt es nicht auf eine

quantitative Ausbeute an Kreatinin an, so kann man unter den vorgestellten
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Bedingungen und Reagenzien oberhalb von pH = 5,5 davon ausgehen, dass sich nur
Spuren von Kreatin am Kationenaustauscher befinden. Befindet sich kein
abzutrennendes Kreatin in der Probe und kommt es auf eine quantitative Ausbeute
an Kreatinin an, so sollte man die CEC bei niedrigeren pH-Werten durchflhren, da
nur hier gewahrleistet werden kann, dass Kreatinin verlustfrei am
Kationenaustauscher adsorbiert.

Bei der Wahl der Bedingungen fur die Isolierung von Kreatin und Kreatinin aus
Urin fur die IRMS kommen verschiedene Faktoren in Betracht. Zum einen sollte die
Trennung zwischen Kreatin und Kreatinin so gut wie mdglich sein, um eventuelle
unterschiedliche Quellen identifizieren zu kdnnen, zum zweiten sollten die jeweiligen
Ausbeuten so hoch wie madglich liegen. Nicht quantitative Ausbeuten an
Kationenaustauschern konnten zu Isotopenfraktionierungen fuhren und sollten daher

vermieden werden.
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Abb.51: Prozentuale Anteile von Kreatin und Kreatinin im Durchlauf nach der
Kationenaustauschchromatographie bei verschiedenen pH-Werten im Verhéltnis zur eingesetzten
Menge. Kreatin- und Kreatinin-Standard wurden zusammen in Lésungen mit den jeweiligen pH-
Werten (ber den Kationenaustauscher geschickt. Die Quantifizierung erfolgte per HPLC, die

Fehlerbalken geben die Standardabweichung fiir verschiedene Messungen an.

Die beste Trennung zwischen Kreatin und Kreatinin erhalt man bei dem pH-
Wert, bei dem die Differenz der Anteile von Kreatin und Kreatinin im Verhaltnis zur

eingesetzten Menge im Durchlauf nach der CEC am groften ist. In Abbildung 52 sind
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die Differenzen fur die verschiedenen pH-Werte dargestellt. An die Daten ist ein

Polynom 2. Grades der Formel

= -26,0x° + 241,7x - 470,8

angepasst. Man erkennt ein Maximum bei einem pH-Wert zwischen pH = 4,5 und
pH = 4,9. In diesem Bereich erreicht die Trennung von Kreatin und Kreatinin Werte
uber 90 %. Die Bestimmung des Maximums des Polynoms mit der Bedingung y' = 0
ergibt einen Wert von pH = 4,65. In diesem Bereich sollte man bei gegebenen
Bedingungen und Reagenzien die beste Trennung von Kreatin und Kreatinin
erwarten. Grundsatzlich liefert bei Abwesenheit von Kreatin in den Proben eine CEC
fur Kreatinin bei niedrigeren pH-Werten Ausbeuten nahe 100 %. Allerdings muss
man beachten, dass bei niedrigeren pH-Werten die Anzahl potenziell positiv
geladener Aminosauren und damit die Gefahr der Adsorption derselben an dem
Kationenaustauscher stark zunimmt. Daher ist auch hinsichtlich der Trennung von

Kreatinin von anderen Substanzen ein Wert um pH = 4,65 am geeignetsten.
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Abb. 52:  Prozentuale Differenz zwischen der Menge an Kreatin und Kreatinin im Durchlauf nach
der Kationenaustauschchromatographie fiir verschiedene pH-Werte. Wo die Differenz am gréten ist,
dort liegt das Optimum zwischen Trennung und Ausbeute. Die Fehler ergeben sich aus der
Quantifizierung per HPLC. Die durchgezogene Linie stellt ein angepasstes Polynom 2. Grades dar mit
einem Bestimmtheitsmal3 von R’ = 0,976. Das Maximum des Polynoms stellt den pH-Bereich dar, an

dem Kreatin und Kreatinin zu (iber 90 % voneinander getrennt werden.
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Bei der hier vorgestellten Methode wird ein Gesamtvolumen von 100 ml an
verdunnter Probe auf den Kationenaustauscher gegeben und anschlieend mit
100 ml bidestilliertem Wasser gewaschen. Schaut man sich die einzelnen 10-ml-
Fraktionen des Durchlaufes und des Waschwassers an, so erkennt man, dass nach
Beendigung des Waschschrittes kein Kreatin mehr von dem Kationenaustauscher
heruntergespult wird.

Mit Hilfe der Kationenaustauschchromatographie unter den vorgestellten
Bedingungen und Arbeitsschritten kann Kreatinin von Kreatin und weiteren
Aminosauren aus Urin abgetrennt werden. Der Vorteil der Verwendung der
Saulenchromatographie liegt in der frei wahlbaren Substanzmenge bzw. des
Urinvolumens, welches aufgegeben werden kann, um eine hinreichend grol3e Menge

an Kreatinin fur die spatere Messung per EA-IRMS aus dem Urin zu isolieren.
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Abb.53: Mengen an Kreatin filir einzelne 10-mi-Fraktionen des Durchlaufes und des
Waschwassers beim ersten Schritt der CEC. Die prozentualen Mengen stellen die aufaddierten
Anteile der Einzelmengen an Kreatin in den jeweiligen Fraktionen dar. In den ersten fiinf Fraktionen

des Waschwassers kann noch Kreatin nachgewiesen werden.

5.2.2.4 Desorption von Kreatinin

Um das an den Kationenaustauscher gebundene Kreatinin wieder zu
desorbieren, gibt es zwei Mdglichkeiten. Die eine besteht in der Desorption mit Hilfe
einer Losung mit stark erhohter lonenstarke oder einem weniger sauren bzw.
eindeutig basischen pH-Wert [147].
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Gibt man eine Salzlésung mit erhdhter lonenstarke auf den
Kationenaustauscher, so wird das Kreatinin durch die lonen des Salzes verdrangt.
Um den Salzgehalt des Eluats so gering wie moglich zu halten, wurde versucht mit
der geringstmdglichen Salzkonzentration an den lonenaustauscher zu gehen. In
Vorversuchen zeigte sich, dass Kreatinin ab einer Salzkonzentration von 0,1 mol/L
quantitativ desorbiert.

Im Folgenden wurden wie bei den Versuchen zur Adsorption 10-ml-Fraktionen
des Eluats gesammelt und der Gehalt an Kreatinin bestimmt. Es zeigte sich, dass in
den ersten 10 ml bereits 25 % des adsorbierten Kreatinins desorbiert sind, nach 30
ml bereits 50 %, allerdings erst nach insgesamt elf 10-ml-Fraktionen samtliches
Kreatinin desorbiert worden ist. Da fur die Isotopenanalyse eine quantitative
Desorption des Kreatinins wichtig ist, muss mit dem gesamten Eluat weitergearbeitet
werden. Die Konzentration von Kreatinin betragt 1 mg in 100 ml Eluat, dagegen
befinden sich aber auch ca. 7 g KCI-Salz in dem Eluat. Diese ungunstigen
Mengenverhaltnisse, sowie das relativ gro3e Volumen erlauben keine vernunftige
weitere Aufarbeitung fur die EA-IRMS. Das Eluat musste zur Trockne eingeengt
werden, was fur ein hohes Probenaufkommen nicht durchzufuhren ist, zudem ware
der Salzgehalt des Rickstandes fur die EA-IRMS zu hoch.
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Abb.54:  Mengen an Kreatinin fiir einzelne 10-ml-Fraktionen des Eluats. Die prozentualen Mengen
stellen die aufaddierten Anteile der Einzelmengen an Kreatinin in den jeweiligen Fraktionen dar.

Eluiert wurde mit einer 0,1 M KCI-Lésung.

Eine Eluierung mit einer groReren Salzkonzentration verringert zwar einerseits

das Volumen, bringt aber keine Verbesserung hinsichtlich des ungunstigen
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Verhaltnisses zwischen Kreatinin und Salz. Fur die Desorption des Kreatinins vom
Kationenaustauscher wurde daher gesattigte Ba(OH),-Losung (Barytwasser)
verwendet. Ba(OH), I6st sich in Wasser mit ca. 40g/L, was bei einem
Molekulargewicht von 170 g/mol einer 0,24 M Losung entspricht. Der pH-Wert von
Barytwasser liegt bei pH = 14. Die Verwendung von Barytwasser zur Desorption
bietet folgende Vorteile: Die zweifach geladenen Ba®*-lonen haben ein deutlich
grolReres Austauschpotential als einfach geladenen Alkalimetallionen [147] und auf
Grund des pH-Wertes desorbieren die adsorbierten Substanzen schnell und
quantitativ. Im Gegensatz zu anderen alkalischen Ldsungen findet sich in
Barytwasser kein atmospharisches CO,, da es direkt als wasserunldsliches

Bariumcarbonat ausfallt.

Tab. 26: Vergleich verschiedener untersuchter Eluations-Méglichkeiten hinsichtlich Vorteilen und
Nachteilen fiir die Bestimmung der Isotopenverhéltnisse der entsprechenden Eluate per EA-IRMS. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde schlieBllich die Eluation mit Hilfe von Ba(OH), durchgefiihrt, da die

Vorteile von kleinem Volumen und carbonatfreiem Eluat deutlich die Nachteile (iberwiegen.

Eluens |Vorteile Nachteile

KCI Chromatographie moglich | grof3e Volumina (100 ml)
zu hohe Salzkonzentrationen

lange Eluierung

KOH kleine Volumina (5 ml) keine Chromatographie

Carbonat-Verschleppung

Ba(OH), | kleine Volumina (3 ml) keine Chromatographie

carbonatfrei Schadigung des Oxidationsreaktors

Ein Nachteil der Verwendung von Barytwasser ist allerdings, dass samtliche an
den Kationenaustauscher gebundenen (organischen) Substanzen eluiert werden, es
kann keine Chromatographie durchgefuhrt werden. Somit kommt der im Kapitel
5.2.2.3 beschriecbenen selektiven Adsorption von Kreatinin an den
Kationenaustauscher noch groRere Bedeutung zu. Ein weiterer Nachteil der
Verwendung von Barytwasser, liegt darin, dass das Eluat von iiberschiissigen Ba**-
lonen Dbefreit werden muss, da Barium das Quarz-Oxidationsrohr des
Elementaranalysators beschadigt. Uberschiissiges Barium kann allerdings durch

Schwefelsaure als Bariumsulfat ausgefallt werden.
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Durch die Verwendung von Barytwasser konnte das Volumen des Eluats auf
wenige Milliliter reduziert werden. Bei Standzeiten von jeweils 10 Minuten pro ml sind
nach 30 min bzw. 3 ml Barytwasser Uber 90 % des Kreatinins desorbiert. Dabei
werden bereits mit dem ersten Mililiter Barytwasser 50 % des Kreatinins desorbiert.
Bestimmt man die Wiederfindung des Kreatins im Durchlauf, im Waschwasser und
im Eluat nach Aufgabe eines Kreatin bzw. Kreatinin-Standards in wassriger Losung,
so konnen innerhalb der Messprazision der HPLC-Methode 100 % der Substanz

wieder gefunden werden.
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Abb. 55:  Prozentuale Anteile der Gesamt-Kreatin-Desorption fiir fiinf nacheinander folgende 1 ml
Fraktionen von insgesamt fiinf Aufarbeitungen. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung der
Werte fiir die verschiedenen Aufarbeitungen an. Bereits nach 3 ml sind bei allen Aufarbeitungen (liber
95 % des Kreatinins eluiert. In den flinften Fraktionen konnte kein Kreatinin mehr nachgewiesen

werden.

Mit der hier vorgestellten Methode kann Kreatinin selektiv aus Urin isoliert
werden. Eventuell im Urin vorhandenes Kreatin findet sich im Durchlauf und
Waschwasser wieder. Eine weitere Aufarbeitung dieser Fraktion ist auf Grund des
grolien Volumens nicht so leicht moglich. Zwar kdnnte das Kreatin durch Senkung
des pH-Wertes zu Kreatinin umgewandelt werden [112], doch ist dies auf Grund des
grollen Volumens fur eine routinemafige Aufarbeitung unrentabel. Eine weitere
Moglichkeit die Isotopenverhaltnisse des Kreatins zu bestimmen, besteht in der
Umwandlung des Kreatins in Kreatinin vor der Kationenaustauschchromatographie,
um so eine Gesamtkreatinin-Fraktion zu erhalten. Das Gesamtkreatinin kann dann

mit derselben Methode wie das Kreatinin aufgearbeitet werden. Die Umwandlung
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von Kreatin zu Kreatinin kann in den unverdinnten Urinproben vor der
Kationenaustauschchromatographie einfach und mit groferer Probenanzahl
durchgefuhrt werden.

Durch vorherige Quantifizierung der Anteile von Kreatin und Kreatinin in der
Urinprobe und die Bestimmung der Isotopenverhaltnisse des Kreatinins und des
Gesamtkreatinins konnen so indirekt die Isotopenverhaltnisse des Kreatins
berechnet werden. Die Berechnung wird im Rahmen der Fallstudie (Kapitel 5.2.5) am

Beispiel vorgestellt.

Tab. 27:  Eingesetzte und wieder gefundene Menge bei der CEC eines Kreatin-Kreatinin-
Standards. Bei Durchlauf, Waschwasser und Eluat wurden Kreatin und Kreatinin per HPLC quantitativ
bestimmt. Die 100 %ige Wiederfindung zeigt, dass sich nach der CEC kein Kreatin oder Kreatinin
mehr am Kationenaustauscher befindet.

eingesetzte Menge wiedergefundene
[ug] Menge [ug]
Kreatin 1030,3 £ 26,9 1084,2 £ 8,3 Durchlauf, Waschwasser
Kreatinin 981,5+ 14,5 992,0+9,4 Eluat

5.2.2.5 Umwandlung von Kreatin zu Kreatinin

Um das in den Urinproben enthaltene Kreatin quantitativ in Kreatinin
umzuwandeln und dann anschlieBend mit Hilfe der Kationenaustausch-
chromatographie aus dem Urin zu isolieren, werden die Urinproben auf einen pH-
Wert < 1 gebracht. Die Umwandlung von Kreatin zu Kreatinin ist auf Grund der
Beteiligung eines Protons am geschwindigkeitsabhangigen Schritt abhangig vom pH-
Wert der Losung und von der Temperatur [32].

Um die Effektivitat der Methode zu testen und den Durchsatz der Proben zu
erhdohen, wurden Versuche zur Umwandlungsgeschwindigkeit von Kreatin zu
Kreatinin im Reagenzglas und Heizblock gemacht. Eine solche Versuchsanordnung
hat den Vorteil, dass bis zu 48 Proben gleichzeitig aufgearbeitet werden kénnen. Da
es sich bei der Umsetzung im Reagenzglas und Heizblock nicht um einen
klassischen Aufbau zur Umwandlung von Kreatin zu Kreatinin handelt, wurden
Versuche bei verschiedenen Saurekonzentrationen durchgefihrt, um die

Umsetzungsgeschwindigkeiten zu bestimmen. Hierzu wurden wassrige Losungen
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von Kreatin mit einer Konzentration von 1 mg/ml mit unterschiedlichen Mengen an
Salzsaure versetzt und bei 80 °C im Heizblock stehengelassen. Zu verschiedenen
Zeiten wurden Aliquote entnommen und die Gehalte an Kreatin und Kreatinin per
HPLC quantifiziert.

Die Umwandlung von Kreatin zu Kreatinin ist eine Reaktion erster Ordnung und
von der Konzentration des Katalysators abhangig [32]. Die
Geschwindigkeitskonstante k der Reaktion ergibt sich nach:

1 [Crlo
k=—In—m
t [Cr]o — [Crn];

Hierbei ist t die Zeit, [Cr]p die Anfangskonzentration an Kreatin und [Crn]; die
Konzentration an Kreatinin zur Zeit t in der Losung. Fur die verschiedenen
Konzentrationen an HCI wurden fur die Zeitpunkte, bei denen die Reaktion noch
nicht vollstandig abgelaufen ist, die Geschwindigkeitskonstanten der Umsetzung

bestimmt.

Tab. 28:  Geschwindigkeitskonstanten mit Standardabweichungen fiir die Umsetzung von Kreatin

zu Kreatinin bei 80 °C im Heizblock bei verschiedenen Sdurekonzentrationen.

[HCI] [moliL] k [sT] Ak [s7]
0,05 1,1-107 76107
0,10 2,0-107 9,5-10°
0,20 3,6-10° *
0,40 6,3- 107 *

*: bei den Sdurekonzentrationen von 0,2 und 0,4 mol/L konnte keine Standardabweichung bestimmt

werden, da nach 24 Stunden kein Kreatin mehr detektiert werden konnte.

Man erkennt einen Anstieg der Geschwindigkeitskonstanten in Abhangigkeit von
der Konzentration der Saure. Ziel der Versuche war es, den Zeitpunkt zu bestimmen,
an dem die Umsetzung vom Kreatin zum Kreatinin vollstandig abgelaufen ist. Um die

daflr notwendige Zeit zu berechnen, wird die Gleichung nach [Crn}; umgewandelt:

[Crn]; = -[Cr]o €™ - [Cr]o
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Die zur jeweiligen Zeit t vorhandene Konzentration an Kreatinin [Crn]; wird mit Hilfe
der per HPLC bestimmten Konzentrationen an Kreatin und der daraus berechneten
Geschwindigkeitskonstanten k berechnet.

In Abbildung 56 wird deutlich, dass erst bei einer Saurekonzentration von 0,4
mol/L innerhalb von 24 Stunden das Kreatin komplett zu Kreatinin umgewandelt
worden ist. Fur eine quantitative Umwandlung des Kreatins in Kreatinin im
Reagenzglas im Heizblock empfiehlt sich daher eine Mindeststandzeit von 24
Stunden mit einer Saurekonzentrationen groRer 0,4 mol/L. Bei Aufarbeitungen von
Urinproben wurde daher der Urin mit derselben Menge an 1 M HCI versetzt sowie die

Umsetzung zu Kreatinin per HPLC Uberprift.
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Abb.56: Umwandlung von Kreatin zu Kreatinin im Reagenzglas bei 80 °C im Heizblock fiir
verschiedene Sé&urekonzentrationen. Die Berechnung der Linien fir die verschiedenen

Konzentrationen an S&ure basiert auf den bestimmten experimentellen Geschwindigkeitskonstanten.

5.2.3  Prazision und Richtigkeit der Methode

Die Methode wurde hinsichtlich eventueller Isotopenfraktionierungen bei der
Aufarbeitung oder Verunreinigungen im isolierten Kreatinin Uberpruft. Vier Aliquote
eines Urins wurden mit verschiedenen Mengen eines Kreatinin-Standards gespiked
und aufgearbeitet. Theoretisch kann man aus der Auftragung der reziproken

Kreatininkonzentration gegen die Isotopenwerte und nach linearer Regression den
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Isotopenwert des zugesetzten Standards ermitteln (Kapitel 4.9). Bei der
Identifizierung eventueller exogener Quellen des urinaren Kreatins und Kreatinins
sind sowohl die §"°N- als auch die §'°C-Werte interessant. Nach der Aufarbeitung
wurden daher sowohl die Stickstoff- als auch die Kohlenstoffisotopenverhaltnisse per
EA-IRMS bestimmt

In Abbildung 57 erkennt man die §'°N-Werte fiir die verschiedenen Mischungen
(Urin/Standard). Mit zunehmender Konzentration an Kreatinin-Standard in der Probe
nahern sich die 8'°N-Werte denen des Kreatinin-Standards an. Wahrend der Urin
einen 8"°N-Wert von 1,6 %o aufweist, lag der zugegebene Standard bei -0,4 %o. Da
von den Urinproben sowohl die Stickstoff- als auch die
Kohlenstoffisotopenverhaltnisse bestimmt wurden, konnte flr jede Urinprobe pro
Element nur eine Messung durchgefuhrt werden. Die lineare Regression liefert fur
den Stickstoff des zugefugten Kreatinins einen §"°N-Wert von -0,31 %o, der damit
innerhalb der Prazision der Methode gut mit dem Stickstoffisotopenverhaltnis des

Kreatinin-Standards Ubereinstimmt.
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Abb.57:  Keeling-Plot fiir 5°N-Werte von Kreatinin. Vier Aliquote eines Urins wurden mit
verschiedenen Mengen eines Kreatinin-Standards versetzt und das Kreatinin per CEC isoliert. Die
Linie stellt die Regressionsgerade dar, die einen 5"°N-Wert von 0,31 %o fiir den zugesetzten Kreatinin-

Standard (-0,33 %o) liefert.
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Fir die Kohlenstoffisotopenverhaltnisse des Kreatinins weichen die
experimentellen §'°C-Werte von den theoretischen Daten ab. So findet sich zwar
eine leichte Verschiebung der §'°C-Werte mit zunehmendem Anteil des Kreatinin-
Standards am Kreatinin im Urin, doch liefert die lineare Regression flr den
zugegebenen Standard einen um 4 %o zu hohen §8'>C-Wert. Grund fiir diese Differenz
zwischen theoretischem und experimentellem Werten konnten Verunreinigungen des
isolierten Kreatinins wahrend der Aufarbeitung sein. Verunreinigungen durch
atmospharisches CO,, das sich leicht in starken Laugen I6st, wurden durch die
Verwendung von Barytwasser verhindert. Allerdings scheinen die drastischen
Bedingungen, unter denen das Kreatinin eluiert wird, zu der Verunreinigung an

Kohlenstoff zu fiihren.
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Abb. 58: Keeling-Plot fiir 5"°C-Werte von Kreatinin. Vier Aliquote eines Urins wurden mit
verschiedenen Mengen eines Kreatinin-Standards versetzt und das Kreatinin per CEC isoliert. Die
Linie stellt die Regressionsgerade dar, die nicht den &°C-Wert des Standards liefert, sondern

isotopisch zu schwere Werte aufweist.

Bei der Elementaranalyse wurde fur das isolierte Kreatinin ein Stickstoff zu
Kohlenstoff-Verhaltnis von 1:4,1 gefunden, theoretisch musste dies allerdings bei
1:3,3 liegen. Somit ist der Anteil an Kohlenstoff im isolierten Kreatinin zu hoch.
Auffallig ist, dass das isolierte Kreatinin eine braune Farbe aufweist, die auch

beobachtet werden kann, wenn man den Kationenaustauscher in Barytwasser
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stehen lasst. Anscheinend l6sen sich Teile des Kationenaustauschers wahrend der
Eluierung bei dem hohen pH-Wert auf. Selbst durch haufiges Waschen und
Konditionieren des Kationenaustauschers konnte dies nicht verhindert werden.
Andere basische Eluierungsmittel oder organische Ldsungsmittel brachten keine
Verbesserung.

Wie gezeigt funktioniert die Methode hinsichtlich einer Isolierung des Kreatinins
fur die Analyse der Stickstoffisotopenverhaltnisse. Was eine Aufarbeitung fur die
Analyse der Kohlenstoffisotopenverhaltnisse angeht, so missten neue Verfahren zur
Isolierung ausprobiert werde. Eine Mdglichkeit zur Bestimmung der 8'*C-Werte von
Kreatin und Kreatinin liegt eventuell in der LC-IRMS [97], deren Anwendung auf die
Kohlenstoffisotopie begrenzt ist und deren Anforderung an die Methodik der HPLC

allerdings von Kreatin und Kreatinin erfullt werden konnte.

5.2.4  Synthetische Kreatin-Monohydrate

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 27 Kreatin-Monohydrate (NEM) untersucht. Die
Nahrungserganzungsmittel wurden im Rahmen verschiedener Studien des Instituts
fur Biochemie der Deutschen Sporthochschule Kéln im Handel in Europa und
Amerika in den Jahren 2001 bis 2005 eingekauft. Auf den Etiketten waren Abfuller-
und Vertriebsfirmen angegeben, von denen nicht direkt auf den pharmazeutischen

Hersteller geschlossen werden kann.

restl. Europa

41%

Deutschland
15%

Abb.59: Prozentualer Anteil der Herkunftsangaben der untersuchten Kreatin-Monohydrate,
Gesamtanzahl 27. Die Lénderbezeichnungen beziehen sich auf die Abfiiller bzw. angegeben

Vertriebe, von ihnen kann nicht auf den pharmazeutischen Hersteller geschlossen werden.
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44 % der Kreatin-Monohydrate hatten als Herkunftsangabe die USA, der Rest
stammte aus Europa, davon vier (15 %) aus Deutschland. Da Kreatin-Monohydrate
oftmals noch weitere Inhaltsstoffe oder Verunreinigungen enthalten, wurde der
Gehalt an Kreatin-Monohydrat per HPLC Uberprift. Hierzu wurden die
Nahrungserganzungsmittel an der Feinwaage eingewogen, in Losung gebracht und
mit dem externen Standard creapure™, der zu 100 % aus Kreatin-Monohydrat
besteht, verglichen. Die 27 Kreatin-Monohydrate zeigten alle einen fast 100 %igen
Gehalt an Kreatin (100,5 % + 2,5 %, siehe Anhang 9) und wurden alle ohne weitere
Aufreinigung per EA-IRMS gemessen

Die 8"C- und 8'"°N-Werte fiir die synthetischen Kreatin-Monohydrate verteilen
sich Uiber einen weiten Bereich. So variieren die §'*C-Werte von -28 bis hin zu -44 %o
und die 8'°N-Werte zwischen 1,9 und -4,4 %. Da es sich bei den Kreatin-
Monohydraten sowohl um rein synthetische Produkte handeln kann, deren
Kohlenstoff auf fossilen Edukten und deren Stickstoff auf aus fraktionierter Luft
gewonnenem Stickstoff besteht, aber diese auch aus organischem Material isoliert
worden sein kdnnen, durften die unterschiedlichen Herstellungsprozesse der Grund

fiir die groRen Unterschiede in den §'°C- und 8"°N-Werten sein.
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Abb.60: 5°C- und &°N-Werte fiir insgesamt 27 synthetische Kreatin-Monohydrate, die als
Nahrungsergédnzungsmittel (NEM) verkauft werden. Die Produkte lassen sich in drei Gruppen

einteilen.
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Die Edukte flr die industrielle Synthese von Kreatin-Monohydrat sind die
groftechnisch hergestellten Substanzen Natriumcyanid, Formaldehyd, Methylamin
und Cyanamid [60]. 8">C-Werte fiir andere halb- oder totalsynthetische Produkte
zeigen nicht so leichte Werte, wie zum Beispiel fur Testosteron (-25 %o bis -32 %o
[148]), Benzoesaure (-29 %o), Vanillin (-29 %.), Paracetamol (-28,7),
Acetylsalicylsaure (-26 bis -34 %o) [97].

Die Kreatin-Monohydrate lassen sich nach den 5'3C-Werten in drei Gruppen
einteilen. Die erste Gruppe umfasst 10 Kreatin-Monohydrate mit den schwersten
§'*C-Werten von -28 bis -31 %o, deren Basis bei der Synthese durchaus auf
organischem Material beruhen koénnte. Die groflte Gruppe mit 15 Kreatin-
Monohydraten liegt bei §"C-Werten zwischen -33 und -39 %o und eine kleine Gruppe

mit drei Kreatin-Monohydraten mit extrem leichten 5'2C-Werten von -42 bis -44 %.

Tab. 29:  Hersteller, Herkunft und Name verschiedener synthetischer Kreatin-Monohydrate.

Firma Herkunftsland Name

Degussa Deutschland creapure™

DSM Osterreich Kreatin ultra pure

Pfanstiehl USA Creatine fine grind

ACROS USA Creatine monohydrate 99 %
Merck Deutschland Creatine-Monohydrat > 99 %
Lancaster GroRbritannien Creatine monohydrate 99 %
EGA Deutschland Kreatin

Aldrich USA Creatine monohydrate 99 %
unbekannt China unbekannt

Auffallig ist, dass die Streuung der 8'°N-Werte von der leichtesten zur schwersten
Gruppe hin deutlich zunimmt. So liegen bei der schwersten Gruppe nur maximal
0,5 %o zwischen den einzelnen Kreatin-Monohydraten, bei der mittleren Gruppe
3,4 %o und bei der schwersten Gruppe 6,1 %.. Dies kodnnte ebenfalls auf
unterschiedliche Edukte oder Synthesewege hinweisen. Um die drei Gruppen
eventuellen Produktionsstandorten zuweisen zu koénnen, wurden neun Kreatin-
Monohydrate, die direkt vom Hersteller bezogen wurden, per EA-IRMS gemessen.
Davon stammten drei Produkte aus den USA, drei aus Deutschland und je ein

Produkt aus Osterreich, GroRbritannien und China.
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Von den Herstellern waren bis auf Degussa, die creapure™ in einem deutschen
Werk herstellen, keine genaueren Angaben zu Produktionsverfahren oder
Produktionsstandort zu beziehen. Sieben der neun Produkte ordnen sich in die
mittlere Gruppe ein, nur das chinesische Kreatin-Monohydrat und das Produkt von
EGA weisen deutlich schwerere §'°C-Werte auf.

Das analysierte Kreatin von EGA ist eindeutig das alteste Kreatin, sowohl das
Herstellungsdatum als auch der Syntheseweg kdénnen nicht mehr ermittelt werden,
durften aber in die 70er oder 80er Jahre zurtckreichen. Eventuell wurde das Kreatin-
Monohydrat aus China und das von EGA auf einem heute in Europa und der USA
nicht mehr verwendeten Syntheseweg hergestellt und hat vielleicht sogar organische
Quellen, d.h. es stammt aus konventioneller Produktion und wurde aus

Fleischabfallen isoliert.
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Abb.61:  5"C- und 5"°N-Werte fiir 27 synthetische Kreatin-Monohydrate (NEM) und neun Kreatin-
Monohydrate mit bekannter Herkunft (e). Bis auf ein Kreatin-Monohydrat ordnen sich die Produkte in

die drei Gruppen ein.

Fur die Gruppe mit den drei Kreatin-Monohydraten mit extrem leichten §"3C-
Werten konnte kein Hersteller zugeordnet werden. Der Hauptgruppe der Kreatin-
Monohydrate, wo sich auch sieben der neun Produkte der bekannten Hersteller
befinden, scheint derselbe Syntheseweg und/oder ahnlich Isotopenverhaltnisse der

Edukte zu Grunde zu liegen.
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Um die Varianz der §'°C- und 8'°N-Werte fiir ein Kreatin-Monohydrat eines
einzelnen Produktionsstandortes abschatzen zu kdénnen, wurden verschiedene Lots
desselben Produktes untersucht. Insgesamt wurden 22 verschiedene Lots des
Kreatin-Monohydrates creapure™ der Firma Degussa aus einem Zeitraum von 30
Monaten untersucht. Der Zeitraum erstreckte sich von Januar 2001 bis Mitte des
Jahres 2003. EIf Proben stammten von ein und derselben Produktionsanlage aus der
20. Woche, neun weitere Proben bildeten einen Querschnitt GUber das Jahr 2003.

Eine Probe stammte aus dem Jahr 2001.
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Abb.62:  Verteilung der §°C- und &°N-Werte von Kreatin-Monohydrat (creapure™) fiir den
Standort Degussa, Deutschland in den Jahren 2001 und 2003 (A). In grau Werte fiir 36 synthetische

Kreatin-Monohydrate.

Die Untersuchungen zeigen, dass sich die 22 verschiedenen Lots sowohl in den
8'3C- als auch den 8'°N-Werten signifikant unterschieden. So liegt die maximale
Varianz zwischen zwei Lots hinsichtlich der §'°C-Werte bei 1,90 %o und die der 3"°N-
Werte bei 1,68 %o.

Die Streuung verschiedener Lots, zusammengefasst flr unterschiedliche
Zeitraume, liegt zwischen 0,17 %o und 0,44 %o flr Kohlenstoff sowie bei 0,19 %o, und
0,46 %o fur Stickstoff. Damit liegen sie in der Gro3enordnung der Messprazision des
EA-IRMS-Systems. Allerdings erkennt man mit Zunahme des Beobachtungs-
zeitraumes von Tagen uber Monate hin zu Jahren, dass die maximalen Unterschiede
zwischen den Proben zunehmen. Dies bedeutet, dass man uUber einen langeren

Zeitraum deutliche Veranderungen der Isotopie der Syntheseprodukte erwarten
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Solche den dirften auf

unterschiedliche Bedingungen wahrend der Synthese oder wechselnde Edukte

kann. Schwankungen in Isotopenverhaltnissen

zuruckzufuhren sein. Trotzdem liegen die einzelnen creapure™ Lots alle innerhalb

der mittleren Gruppe von Kreatin-Monohydraten und die Varianz der

Isotopenverhaltnisse fiir die verschiedenen Lots von creapure™ dirfte als
GrolRenordnung fur die Schwankungen der Isotopenverhaltnisse an einem Standort

herangezogen werden.

Tab. 30:

aus den Jahren 2001 bis 2003. Flir verschiedene Zeitrdume sind die jeweiligen Mittelwerte fiir die

5"°C- und §"°N-Werte fiir verschieden Lots des Produktes creapure™ der Firma Degussa

Kohlenstoff- und Stickstoffisotopenwerte der jeweiligen Lots und die maximalen Unterschiede (Anay)

zwischen den Lots zu sehen.

Zeitraum §3C [%o] |Amax °C [%o]| 8N [%0] | Amax °N [%od]
20. Woche 2002 (n=11) [-35,87 + 0,17 0,49 0,34+ 0,19 0,68
5. - 31. Woche 2003 (n=9) | -35,67 + 0,42 1,36 -0,34 + 0,40 1,46
2000 - 2003 (n=21) -35,71 + 0,44 1,90 0,01 + 0,46 1,68

Die klare Abgrenzung von creapure™ von den zwei anderen Gruppen von

Kreatin-Monohydraten, aber auch anderen Produkten innerhalb der mittleren
Gruppe, konnte eventuell fur Authentizitatskontrollen genutzt werden. So konnte
(iberpriift werden, ob ein Kreatin-Monohydrat, das als creapure™ gehandelt wird,
wirklich die Isotopensignatur der Produkte von Degussa zeigt oder nicht. Eines der
untersuchten Nahrungserganzungsmittel (IOC-NEM 484, von Ultimate Nutrition,
USA) wird unter dem Namen creapure™ vertrieben. Sowohl die §'°C-Werte (-35,54 +
0,01 %o) als auch die §'°N-Werte (-0,48 + 0,14 %o) weisen darauf hin, dass das
Produkt wirklich aus der Produktion von Degussa stammt. Bei dieser Beurteilung
misste natiirlich eine laufende Kontrolle der creapure™ Lots gegeben sein, um
eventuelle produktionsbedingte Schwankungen in den Isotopenwerten erkennen zu

konnen.
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5.2.5 Fallstudie Kreatin-Monohydrat-Supplementierung

Um eine Kreatin-Monohydrat-Supplementierung  durch  Analyse  der
Isotopenverhaltnisse von urindrem Kreatin und Kreatinin zu identifizieren, wurden
Urine eines/einer ,unbekannten’ Proband/in einer Kreatin-Monohydrat-Studie
untersucht. Im Rahmen dieser am Institut fiir Kreislaufforschung und Sportmedizin
der Deutschen Sporthochschule Kéin durchgefuhrten Studie nahmen Probanden
uber sechs Wochen morgens je 5 g Kreatin-Monohydrat zu sich. Die Studie wurde
als doppelblind cross-over Studie durchgefuhrt, wobei die Probanden entweder
Kreatin-Monohydrat oder Maltodextrin als Placebo erhielten. Die Probanden
sammelten wahrend der ganzen Untersuchungszeit mehrfach Urinproben. Die
Urinproben wurden auf Grund der geschilderten methodischen Problematik nur
hinsichtlich der 5'°N-Werte des Kreatins und Kreatinins untersucht.

Die Urinproben sollten von den Probanden morgens wenige Stunden nach der
Einnahme gesammelt werden, da bereits nach acht Stunden nach einer einmaligen
Einnahme von Kreatin-Monohydrat kaum noch Kreatin im Urin ausgeschieden wird
[44].

o Kreatinin
7 —a— Kreatin

Konzentration [mg/ml]

7 0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84 91 98 105 112 119 126 133
Zeit [d]

Abb. 63:  Verlauf der Konzentrationen fiir Kreatin und Kreatinin im Urin fiir einen ausgewéhlten
Probanden im Rahmen einer Studie mit Kreatin-Monohydrat Supplementierung. Zum Zeitpunkt 0
wurde mit der Einnahme des Kreatin-Monohydrates bzw. Placebos begonnen. Der deutliche Anstieg
der Kreatininkonzentrationen weist darauf hin, dass in den Tagen 1 bis 42 Kreatin-Monohydrat

eingenommen wurde.
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Kreatin und Kreatinin wurden per HPLC quantitativ bestimmt. Fur einen
ausgewahlten Probanden, der auf Grund erhohter Ausscheidung an Kreatin auffallig
war, wurden die Urinproben hinsichtlich der §"°N-Werte fir Kreatin und Kreatinin
untersucht. Eine Konzentration von Kreatin im Urin groRer 1 mg/ml weist auf eine
exogene Kreatin-Gabe hin [44]; durch Analyse der Stickstoffisotopie des Kreatins
sollte sich diese Annahme bestatigen lassen.

Die Konzentrationsverlaufe fir Kreatin und Kreatinin des ausgewahlten
Probanden zeigen eine deutlich erhdhte Ausscheidung von Kreatin innerhalb der
ersten sechs Wochen des Untersuchungszeitraumes (Tag 0 bis Tag 42). Nach der
vorgeschlagenen Konzentrationsgrenze von 1 mg/ml [44] kann man hier von einer
Supplementierung mit Kreatin-Monohydrat ausgehen. Nach der
Supplementierungsphase wurde sechs Wochen lang von den Probanden kein
Kreatin oder Placebo eingenommen, ab Tag 84 startete die zweite Phase der
Supplementierung. Nach den beobachteten Kreatinkonzentrationen kann man davon
ausgehen, dass bei dem ausgesuchten Probanden in der ersten Phase (Tag O bis
42) Kreatin-Monohydrat, und in der zweiten Phase (Tag 84 bis 126) Placebo
(Maltodextrin) eingenommen wurde.

Aus den Urinproben des/der ausgewahlten Probanden/Probandin wurden
Kreatinin und in einem zweiten Schritt Gesamtkreatinin isoliert und per EA-IRMS
gemessen. Die 8"°N-Werte des Kreatins (5"°N¢;) wurden anschlieRend indirekt nach

der Quantifizierung des Kreatinins und Gesamtkreatinins per HPLC bestimmt:

15 15
) NTCrn -aod NCrn

8"Ne, =
© b

Hierbei bezeichnen a und b den Anteil des Kreatinins bzw. des Kreatins am
Gesamtkreatinin, und es gqilt: a + b =1. Der Fehler fir 5""N¢: wurde mit Hilfe der
Fehlerfortpflanzung berechnet, eingehende Fehler sind die Messunsicherheit der
Konzentrationsbestimmung per HPLC sowie die Standardabweichung (1c) der
Dreifach-Bestimmung der §'°N-Werte fiir Kreatinin (8"°N¢m) und Gesamtkreatinin
(8"°Ntcm) per EA-IRMS.

Fir die Urinproben, die Kreatin enthalten, wurden die 8'°N-Werte fiir Kreatin
zwischen 0,24 und 1,29 %o bestimmt. Wahrend der Studie wurde den Probanden das
Kreatin-Monohydrat creapure™ der Firma Degussa zur Einnahme gegeben. Per EA-
IRMS wurde fiir dieses Produkt ein 8'°N-Wert von 0,47 + 0,15 %o ermittelt. Somit
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stimmen die 8'°N-Werte des urindren Kreatins fiir finf der sechs untersuchten
Urinproben mit dem verabreichten creapure™ innerhalb der Fehlergrenzen Uberein
und weisen damit eindeutig auf die Einnahme dieses Kreatin-Monohydrates hin.

FUr eine der Urinproben wurde ein §'°N-Wert von 1,29 + 0,39 %o berechnet, der
damit geringflgig schwerer ist als das eingenommene Kreatin-Monohydrat. Fur diese
Differenz kommen zwei Erklarungen in Betracht: Entweder handelt es sich um einen
nicht identifizierten Fehler in der Aufarbeitung oder der Proband hat teilweise
isotopisch schwereres Kreatin ausgeschieden, das entweder korpereigener Herkunft

ist oder aus der Nahrung stammen konnte.
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Abb.64:  5"°N-Werte fiir Kreatinin (Crn) und berechnete Werte fiir Kreatin (Cr). Der graue Balken
stellt den 8'°N-Wert des synthetischen Kreatin-Monohydrates (creapureTM) dar, dem die 5"°N-Werte
des urindren Kreatins (in sechs von sieben Proben) innerhalb der durch Fehlerfortpflanzung

berechneten Fehlergrenzen entsprechen.

Die 8'°N-Werte des Kreatinins steigen wahrend der ersten drei Wochen des
Zeitraumes der Einnahme des Kreatin-Monohydrates an. So erreichen die §'°N-
Werte ein Maximum mit 5,82 + 0,68 %o und das Kreatinin ist damit um 2,46 %o
schwerer als vor der Supplementierung. Danach fallen die §'°N-Werte des Kreatinins
wieder auf das Ausgangsniveau vor der Supplementierung ab und steigen danach
wieder an. Allerdings sind die zeitlichen Abstande zwischen den einzelnen
Urinproben wahrend des Zeitraumes der Supplementierung mit einer Woche relativ

grofd und kurzfristigere Schwankungen konnten dadurch nicht erkannt werden.
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Die Kreatininkonzentrationen steigen in dem Supplementierungszeitraum
geringfugig an, was auch aus der Literatur bekannt ist [149]. Grund fUr diesen
Anstieg konnte in der Freisetzung von endogenem Kreatinin bzw. Kreatin liegen, das
im Korper zu Kreatinin metabolisiert und im Urin ausgeschieden wird. Ein zweiter
Grund fir ansteigende Kreatininkonzentrationen kénnte in der Umwandlung von
Teilen des synthetischen Kreatins zu Kreatinin im Organismus begrindet sein. Dies
wulrde zu Veranderungen der Stickstoffisotopenverhaltnisse des ausgeschiedenen
Kreatinins in Richtung des eingenommenen Kreatin-Monohydrates fuhren. Bei den
letzten beiden Urinproben des Supplementierungszeitraumes erkennt man sowohl
erhdhte Konzentrationen an Kreatinin als auch im Vergleich zu den funf davor
untersuchten Urinproben signifikant niedrigere §'°N-Werte, die auf eine Vermischung
von endogenem und exogenem Kreatin/Kreatinin hinweisen.

Bei der Untersuchung der Methode der Isolierung des Kreatinins aus dem Urin
mit Hilfe der Kationenaustauschchromatographie wurde dargestellt, dass bei der
CEC durchaus auch Kreatin an dem Kationenaustauscher gebunden werden kann
(Kapitel 5.2.2.3). Da im Verlauf der Studie bei sieben Urinen das Kreatin zwischen 70
und 90 % des Gesamtkreatinins ausmacht, bestinde hier grundsatzlich die
Mdglichkeit, dass durch eine Verunreinigung des isolierten Kreatinins mit Kreatin die
5"°N-Werte des Kreatinins verfalscht wiirden. In Abbildung 65 erkennt man keine
offensichtliche Abhangigkeit der 5'°N-Werte des isolierten Kreatinins vom Anteil an
Kreatin am Gesamtkreatinin. Obwohl das ausgeschiedene Kreatin bis zu 90 % des
Gesamtkreatinins ausmacht, scheint die Aufarbeitungsmethode hinsichtlich der
Trennung zwischen Kreatin und Kreatinin hinreichend gut zu funktionieren.

Mit Hilfe dieser Fallstudie konnte gezeigt werden, dass bei 85 % der Urinproben,
die fiir eine Bestimmung genug Kreatin enthielten, die &'°N-Werte innerhalb der
Fehler dem Wert des zugefuhrten Kreatin-Monohydrates entsprachen und damit die
Quelle des Kreatins exogener Natur war. Um bei unbekannten Proben auf eine
exogene und synthetische Quelle schlieBen zu koénnen, missten noch weitere
Studien durchgefuhrt werden. So galte es zu ermitteln, welchen Wert zwar exogenes,
aber mit der normalen Nahrung zugeflUhrtes Kreatin hatte. Zudem mussten die
kommerziell erhaltlichen Kreatin-Monohydrate umfassend hinsichtlich ihrer
Stickstoffisotopenverhaltnisse untersucht werden, um sicherzustellen, dass eine
Differenz zwischen synthetischem Kreatin-Monohydrat und endogenem Kreatinin

besteht. Des Weiteren waren Untersuchungen zum Kreatin-Metabolismus wichtig,
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um zu klaren, in welchem Bereich sich natirliche Stickstoffisotopenverhaltnisse von
urinarem Kreatinin bewegen. Zur ldentifizierung exogener und synthetischer Quellen
ware damit die Bestimmung der Kohlenstoffisotopenverhaltnisse des

ausgeschiedenen Kreatins per LC-IRMS hilfreich.
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Abb. 65:  Anteil des Kreatins am Gesamtkreatinin der Urinproben und 5"°N-Werte des zugehoérigen
Kreatinins. Auch bei hohen Anteilen an Kreatin zeigen die 5°N-Werte des Kreatinin keine

offensichtliche Verunreinigung durch isotopisch leichteres Kreatin.

5.3 Bestimmung des 8"*C von Bicarbonat aus Urin

Eine Isolierung von Bicarbonat aus Urin fur die IRMS sollte weitestgehend
quantitativ. und ohne Isotopenfraktionierung stattfinden. Es gibt nur eine
Untersuchung, die 8'°C-Werte fiir urindres Bicarbonat geliefert hat. Hierbei wurde
Bicarbonat durch Saurefreisetzung aus Pferdeurin isoliert [76]. Allerdings wird diese
Methode nicht genauer beschrieben und ist von daher auch nicht nachzuvollziehen
und zu Uberpriifen. Gefunden wurden 8'*C-Werte fiir TCO, in einem weiten
Spektrum von -9,1 %o, bis zu -17,8 %o, alle deutlich schwerer als die
korrespondierenden Werte fir den Gesamt-Kohlenstoff des Pferdeurins von -16,2 %o
bis zu -23,4 %o.

Bicarbonat als Salz der Kohlensaure steht in wassrigen Losungen, und von daher
auch im Urin, mit Carbonat und CO, im Gleichgewicht. Dieses Gleichgewicht ist stark

abhangig vom pH-Wert. So liegt im Sauren, unterhalb der ersten Saurekonstante der
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Kohlensaure pKs = 6,5, mehr CO, als Bicarbonat, im alkalischen oberhalb der
zweiten Saurekonstante von pKs = 10,5, mehr Carbonat als Bicarbonat vor. Gelostes
CO, wiederum steht mit dem gasférmigen CO, aus der Atmosphare in einem
thermischen Gleichgewicht. Dieses fragile Gesamtgleichgewicht bietet vielfache
Mdglichkeiten zu Isotopenfraktionierungen zwischen den einzelnen Bestandteilen,
von denen das geldste CO; bei niedrigen pH-Werten durch seine Fluchtigkeit extrem
zu Isotopenfraktionierung neigt, da vermehrt der leichte Kohlenstoff in die Gasphase
ubertritt und der schwere Kohlenstoff in der Losung verbleibt. Um diesen Effekt zu
vermeiden, ist das Arbeiten mit dem Urin im alkalischen Bereich am gunstigsten, da
hier das Carbonat die vorherrschende Fraktion ist.

Aufgrund der oben angefiinrten Uberlegungen wurde eine Methode bei
alkalischen pH-Werten entwickelt, um eventuelle Isotopenfraktionierungen zu
vermeiden. Durch Zugabe von gesattigter Ba(OH),-Lésung (Barytwasser) zu
verdunntem Urin entsteht augenblicklich das in Wasser schwerlsliche BaCOj;
(Loslichkeit bei 20 °C: 0,2 g/L). Der Niederschlag kann leicht abzentrifugiert,
gewaschen und getrocknet werden. Der quantitative Nachweis von Kohlensaure oder
auch gasférmigem CO, als Bariumcarbonat wird seit dem 19. Jahrhundert benutzt.
Inwiefern diese Methode zur Isolierung von Kohlensaure bzw. Carbonat,
Hydrogencarbonat und geldstem CO, (zusammengefasst als TCO;) aus Urin benutzt
werden kann und ob dies ohne nennenswerte Isotopenfraktionierungen stattfindet,

wird in den nachsten Kapiteln dargestellt.

5.3.1 Richtigkeit der Methode

Um die Richtigkeit der Methode zu uberprufen wurde kommerziell erhaltliches
NaHCO; (Kaisernatron®) als Pulver und als Lésung in bidestilliertem Wasser und
nachfolgender Aufarbeitung gemessen. Die Analyse des Pulvers als ,bulk sample’
lieferte einen 8'°C-Wert von -5,90 + 0,09 %o, &hnlich 8"*C-Werten von -5,1 bis -5,7 %o,
die in der Literatur fur technisches NaHCO; angegeben werden [74-76]. Das
NaHCOg3, analysiert nach Auflosen und Aufarbeitung, lieferte einen Wert von
8"3C = -6,45 + 0,05 %o und liegt damit um 0,55 %o niedriger als das Ergebniss des

Jbulk sample’. Dieser Unterschied kann seinen Ursprung entweder in
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kohlenstoffhaltigen Verunreinigungen im Kaisernatron® oder in geringfiigigen
Isotopenfraktionierungen bei der Aufarbeitung haben.

Um die Methode hinsichtlich der Richtigkeit bei der Isolierung von TCO, aus Urin
zu untersuchen, wurden funf Aliquote von Pferdeurin mit unterschiedlichen Mengen
einer 1 M NaHCOs;-Losung versetzt und anschlielend aufgearbeitet und analysiert.
Die Verhaltnisse zwischen Pferdeurin und Lésung lagen zwischen 1:0,2 und 1:3,1
(jeweils v/v). Die Konzentrationen von TCO,, ermittelt nach gravimetrischer Analyse
des TCO, des Pferdeurins plus die eingewogenen Mengen an NaHCOs;, lagen
zwischen 0,32 mol/L und 1,31 mol/L.

Tab. 31: Volumenverhiéltnisse Urin zu Standard, TCOs-Konzentrationen und S"C-Werte fiir
Pferdeurin, 5 Mischungen und NaHCOj3-Standard.

Verhaltnis (v/v)

Urin zu Standard [TCO2] [mol/L] 8"3C [%o]
Pferdeurin 3,13+0,14 -28,97 + 0,61
Urin/Standard #1 1:0,19 2,62 +0,10 -24,89 + 0,20
Urin/Standard #2 1:0,38 2,25+ 0,08 -21,92 + 0,29
Urin/Standard #3 1:0,76 1,76 £ 0,04 -17,99 + 0,07
Urin/Standard #4 1:1,56 1,23 £ 0,02 -14,09 + 0,23
Urin/Standard #5 1:3,12 0,76 = 0,01 -11,33 £ 0,07
Standard - 6,45+ 0,05
Standard (bulk sample) -5,90 £ 0,09

Falls wahrend der Aufarbeitung keine Isotopenfraktionierungen auftreten, sollten
die 8"*C-Werte der fiinf Urin/Standard-Mischungen mit den reziproken TCO,-
Konzentrationen korrelieren und sich mit Hilfe der linearen Regression der §'*C-Wert
fir den hinzugefiigten Standard extrapolieren lassen. Die §'°C-Werte fiir die fiinf
Mischungen zeigen mit zunehmendem Anteil an NaHCO3-Standard positivere Werte
und nahern sich dem &'°C-Wert des technischen NaHCO3 an. Der reine Pferdeurin
zeigt den leichtesten §'°C-Wert von -29,0 + 0,6 %o.

Lineare Regression liefert bei einem BestimmtheitsmaR von R? = 0,997 einen y-
Achsenabschnitt von -5,34 %o fur den zugesetzten NaHCO3-Standard. Damit wird der
durch Aufarbeitung der reinen Lésung ermittelte Wert von §'°C = -6,45 %o zwar um

1,1 %o Uberschatzt, ist aber im Verhaltnis zu den zu erwartenden Unterschieden
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zwischen technischem und organischem Bicarbonat tolerabel. Bei der Bestimmung
der Gesamtkonzentration an Bicarbonat der Mischungen wurde davon ausgegangen,
dass kein COgz-Verlust beim Ldsen und Mischen auftritt. Da es aber durchaus
denkbar ist, dass auf Grund von CO»-Verlusten die realen Konzentrationen unter den
theoretisch berechneten liegen, konnte dieser nicht genauer abzuschatzende Fehler
die 5'*C-Differenz zwischen dem NaHCOs-Standard und dem Ergebnis der linearen

Regression erklaren.
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Abb. 66:  Auftragung der 5"°C-Werte fiir Bicarbonat isoliert aus Pferdeurin (o) und Mischungen von
Pferdeurin/NaHCOg3-Lésung in verschiedenen Verhéltnissen (o). Die Fehlerbalken geben die Varianz
(10) fiir n= 2 Messungen wieder. Die gepunktete waagerechte Linie stellt den 5"C-Wert des
zugefligten NaHCO; Standards dar, die Linie reprdsentiert die durch lineare Regression gelieferte
Gerade mit y = -7,57x -5,34 mit R’ = 0,997.

Trotz dieser Differenz zeigt Abbildung 66 deutlich, dass die BaCOs-Methode
hinreichend gut die theoretischen Isotopenverhaltnisse der verschiedenen
Mischungen darstellt und sich daher fiir die Bestimmung des §"°C von urinarem
TCO; eignet.
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5.3.2 Prazision der Methode

Um die Prazision der Methode zu Uberprufen, wurden drei Aliquote eines Human-
und eines Pferdeurins aufgearbeitet und analysiert. Zudem wurde als Standard
BaCOs3; (99,999 %) mit dem zweiten Teil der Methode untersucht, um die
Aufarbeitungsprazision der Isolierung aus dem Urin und die Messprazision der

Isotopenanalyse mit Hilfe des modifizierten EA-IRMS-Systems zu Uberprifen.

Tab. 32:  Prézision verschiedener Proben und Standards fiir die Bicarbonat-Merthode, jeweils
wurden n Aliquote aufgearbeitet, der NaHCO3-Standard wurde vor der Aufarbeitung in bidestilliertem
Wasser gelést, der BaCOjz Standard wurde nur dem letzten Teil der Analyse unterzogen und

représentiert so die Prézision des modifizierten EA-IRMS-Systems.

Probe 16 [%o] n
Pferdeurin 0,45 3
NahCOs-Standard (aq.) 0,05 3
NaHCO3-Standard (fest) 0,09 3
BaCOgs-Standard 0,14 3

Die Aufarbeitungsprazision aus Pferdeurin ist mit 0,45 %o etwas schlechter als die
Aufarbeitungsprazision einer wassrigen NaHCO3-Loung und der Messprazision des
BaCOgs-Standards. Die Messprazision far eine Bestimmung des
Kohlenstoffisotopenverhaltnisses per EA-IRMS liegt bei nur 0,05 %.. Damit fuhrt die
Modifizierung des EA-IRMS-Systems zur Messung von Carbonaten zu einer leichten
Verschlechterung der Messprazision, die allerdings tolerierbar ist. Bei der Isolierung
von TCO, aus Pferdeurin fUuhren anscheinend Verunreinigungen zu einer weiteren
Verschlechterung der Prazision. Hinweis darauf ist auch die leicht braunliche
Farbung des aus Pferdeurin ausgefallten BaCOs3. Trotzdem liegt die Prazision im
Vergleich zum erwarteten Unterschied zwischen technischem und organischem

Bicarbonat in einem tolerierbaren Bereich.
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5.3.3 Analyse von Humanurin

Insgesamt 12 Urine von einer Person wurden Uber einen Zeitraum von zwolf
Stunden gesammelt und die Isotopenverhaltnisse des Gesamturins und des TCO,
wurden bestimmt. Bicarbonat war ein Bestandteil der Ernahrung der Person, zudem
wurde Bicarbonat als Antiazidum eingesetzt. Die &'°C-Werte fiir den
Gesamtkohlenstoff des Urins schwankten wahrend dieses Zeitraumes in einem
engen Bereich von 2,11 %o, um einen Median von -25,46 %o. Die §'*C-Werte fiir TCO,
unterschieden sich deutlich von denen des Gesamtkohlenstoffs: Die
Schwankungsbreite liegt bei 12,69 %, um einen Median von -16,26 %o (Abbildung
67). Die Isotopensignatur des Gesamtkohlenstoffs und des TCO, unterscheiden sich
signifikant, die 8'°C-Werte des Gesamtkohlenstoffes deutet auf eine (iberwiegende
C3-Erndhrung hin, die 8'°C-Werte fiir TCO, sind deutlich positiver und scheinen

grolitenteils von einer anderen Quelle zu stammen.
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Abb.67:  5"°C-Werte fiir TCO, und Gesamtkohlenstoff von Humanurin (n=12). Auffallend ist der
hoch signifikante Unterschied zwischen den 5"3C-Werten fiir TCO, und Gesamtkohlenstoff. Die Box
représentiert die mittleren 50 % der Proben, die Horizontale den Median, die Senkrechten die

maximalen und minimalen Werte.
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Zum Zeitpunkt t = 0 min nahm die Person 4 g Kaisernatron® in 100 ml Wasser zu
sich, zum Zeitpunkt t = 140 min ein Abendessen, tagstuber wurde Mineralwasser und
Softdrinks getrunken, ab ungefahr t = 400 min wurde alkoholfreies Bier getrunken.
Diese Erndhrung findet sich im zeitlichen Verlauf der '*C des urinaren TCO, wieder.
Isotopenverhaltnisse von CO, Getranken konnen sich deutlich voneinander
unterscheiden. Mineralwasser und mit technischem CO, versetzte Getranke weisen
8'°C-Werte zwischen -5,0 bis 2,1 % auf, Getrdnke mit natirlicher
Garungskohlensaure wie (Weizen-)Bier dagegen C3 Signatur (-28,0 %o), Bier mit
Maisanteil (C4) -17,4 %o [150]. Wie in Abbildung 67 zu erkennen, scheinen die
Isotopenverhaltnisse des urindren TCO, teilweise mineralische Quellen zu haben,
und Uber den Verlauf der Probenahme dndert sich die Zusammensetzung des §'°C
von TCO; von einem grofReren Anteil mit einer Signatur von technischem Bicarbonat
zu einer C3-dominierten Quelle. Auffllig ist die Ahnlichkeit im zeitlichen Verlauf von

§'3C von TCO, und dem pH-Wert des Urins.
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Abb. 68: Zeitliche Verdnderung der 5"°C-Werte von TCO, und Gesamtkohlenstoff sowie der pH-
Werte von Humanurin tber 12 h. Zum Zeitpunkt t =0 wurde 4 g Kaisernatron in 100 ml Leitungswasser

eingenommen.

In Abbildung 69 erkennt man die Korrelation zwischen pH-Wert und der §'°C-
Werte von TCO..
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Abb. 69:  Abhéngigkeit von 5"°C von TCO, von dem pH-Wert des Urins. Lineare Regression liefert
eine Gerade mit y = 9,26x - 80,17 mit R? = 0,886.

Je niedriger der pH-Wert ist, desto negativer (isotopisch schwerer) ist auch das
TCO,. Von den Urinproben wurden keine Konzentrationen an Bicarbonat bestimmt,
doch verandert eine vermehrte Ausscheidung von Bicarbonat im Urin auch den pH-
Wert desselben [15]. Wird Uber die Nahrung vermehrt Bicarbonat mit einem deutlich
anderen Isotopenverhaltnis als das kdrpereigene eingenommen, sollte sich dies auch
auf die Ausscheidung von Bicarbonat und damit auf die 8'>C-Werte auswirken.

Diese Fallstudie zeigt, dass sich in humanem Urin deutliche Hinweise fur eine

exogene und mineralische Quelle des Bicarbonates finden lassen.

5.3.4  Analyse von Pferdeurin

Insgesamt wurden 60 Urine von Pferden untersucht. Hiervon waren acht Urine
von Pferden, denen mit Sicherheit kein Bicarbonat oder andere exogene Substanzen
gegeben wurden, diese wurden als 'blank-Urine' untersucht. Des Weiteren wurden
52 Urinproben (Wettkampfproben) aus Europa und Hongkong untersucht, als
Beispiel fur reale Dopingproben. Von den Urinen wurden jeweils die
Isotopenverhaltnisse sowohl des Gesamtkohlenstoffs als auch des Kohlenstoffs des

TCO, bestimmt. Abbildung 70 zeigt die §8'°C-Werte fiir die beiden Fraktionen
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aufgeteilt in die Populationen 'blank', ,Wettkampfproben aus Europa’ und
,Wettkampfproben aus Hongkong'.

Auffallig ist der signifikante Unterschied im Gesamtkohlenstoff (TC) zwischen den
'‘blank' Urinen und den Wettkampfproben sowohl aus Europa als auch aus
Hongkong. Die §'*C-Werte fiir den Gesamtkohlenstoff der 'blank-Urine’ weisen eine
eindeutige C3-Signatur auf, die Pferde haben sich nachweislich von Heu und Gras
erndhrt und kein Kraftfutter bekommen. Dagegen sind die §"°C-Werte fir die
Wettkampfpferde deutlich schwerer, dies kdnnte durch einen Anteil an C4-Pflanzen
im Kraftfutter der Pferde begriindet sein (Mais). Vergleicht man die §'°C-Werte fiir
Gesamtkohlenstoff und TCO, der einzelnen Populationen, so finden sich deutliche
Unterschiede. Bei den 'blank-Urinen’ und den Wettkampfproben aus Hongkong ist
zwar die Varianz der §'°C-Werte von TCO; groRer als die des Gesamtkohlenstoffes,
allerdings unterscheiden sie sich kaum in den absoluten Werten. Auch die Mediane
unterscheiden sich nicht signifikant. Anders ist dies bei den Wettkampfproben aus
Europa: Hier weisen einige der Urine deutlich schwerere §'*C-Werte fiir TCO, auf

als fur Gesamtkohlenstoff.
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Abb.70:  5"C-Werte von TCO, und Gesamt-Kohlenstoff fiir verschiedenen Populationen von
Pferdeurinproben. 'blank' sind Pferde, denen kein Bicarbonat verabreicht wurde (n=8), die restlichen

sind Wettkampfproben aus Europa (n=36) und Hongkong (n=16). Die Box reprédsentiert die mittleren
50 % der Proben, die Horizontale den Median, die Senkrechten die maximalen und minimalen Werte.
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Kategorisiert man die Urine nach der Zeit, die zwischen Probennahme und
Analyse vergangen ist, so kann ein Trend erkannt werden. Auffallig ist, dass bei
Urinen, bei denen zwischen Probenahme und Analyse nur ein oder zwei Wochen
vergangen sind, fast alle A*C-Werte positiv sind, d.h. der Kohlenstoff von TCO ist
isotopisch leichter als vom Gesamturin. Bei Urinproben, die nach vier oder siebzehn
Wochen analysiert wurden, ist die Verteilung anders, so treten hier deutlich kleinere
und negative A*C-Werte auf.

Es handelt sich bei den Urinproben zwar um unterschiedliche Urine, doch ist es
auffallig, dass mit zunehmender Zeitspanne zwischen Probenahme und Analyse
deutlich weniger positive Differenzen auftreten. Grund hierfir kdnnten eventuelle
enzymatische Reaktionen sein, die die Isotopenverhaltnisse des TCO, verandern,
eventuell durch Zersetzung von Harnstoff. Dieser Trend zeigt, dass Urine so schnell
wie mdglich nach Probenahme aufgearbeitet werden sollten, um eventuelle

Verschiebungen der Isotopenverteilung zu vermeiden.
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Abb. 71:  Differenz zwischen &°C von TCO, und Gesamt-Kohlenstoff (A”C), flir Urinproben
analysiert in der jeweiligen Woche nach Probenahme. Die Box reprasentiert die mittleren 50 % der

Proben, die Horizontale den Median, die Senkrechten die maximalen und minimalen Werte.

Auch sind die 8"*C-Werte fiir TCO, der Wettkampfproben, aber auch der 'blank-

Urine’ mit Vorsicht zu betrachten, da eventuell der Zeitraum zwischen Probenahme
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und Analyse schon zu grol3 war. Die beobachteten Effekte zeigen, dass sich die
Isolierung von urinarem TCO; durch Zugabe von Barytwasser sehr gut fur die
Dopinganalyse eignet, da die Fallung direkt nach Probenahme vor Ort erfolgen kann.

Leider konnte im Rahmen dieser Arbeit auf Grund des organisatorischen
Aufwandes keine Ausscheidungsstudie bei einem Pferd durchgefiihrt werden und so
kein Anhaltspunkt fiir eine Veranderung der §'*C-Werte von TCO; im Urin nach
Applikation von Bicarbonat ermittelt werden. Auffallig ist jedoch, dass die
Unterschiede der Kohlenstoffisotopenverhaltnisse zwischen Bicarbonat und
Gesamtkohlenstoff im Pferdeurin bei den untersuchten Urinen kleiner war als bei der
Fallstudie in humanem Urin. Ob eine Gabe von Bicarbonat beim Pferd ahnliche
Auswirkungen auf die urinaren Kohlenstoffisotopenverhaltnisse wie beim Menschen
hat, konnte aber nur durch eine Fallstudie am Pferd geklart werden. Des Weiteren
ware die Wahl einer unabhangigen, nicht von Bicarbonat beeinflussten
Referenzsubstanz aus dem Urin flr die Beurteilung einer exogenen Quelle des

Bicarbonates wichtig.



6 Zusammenfassung 151

6 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zum ersten Mal die natirlichen
Isotopenverhaltnisse fiir die Hauptbestandteile von humanem Urin Harnstoff (8*°N),
Kreatinin und Kreatin (5°N) und Bicarbonat (§**C) bestimmt. Diese Substanzen sind
fur die Sportwissenschaft und Dopinganalytik von Interesse. Harnstoff wird als
Hauptmetabolit des endogenen Protein- bzw. Aminosaurestoffwechsels schon seit
Jahrzenten fir die Interpretation metabolischer Vorgadnge bei Belastung
herangezogen. Kreatin und sein Metabolit Kreatinin sind fir die Dopinganalytik
interessant, da eine Ubermafiige Supplementierung mit Kreatin-Monohydrat nach der
Doping-Definition des Europarates von 1963 als Doping angesehen werden kann,
bisher aber noch kein analytischer Nachweis zur ldentifizierung von exogenem
Kreatin aus dem Urin besteht. Bicarbonat steht im Pferdesport auf der Liste der
verbotenen Substanzen, allerdings weist der bisherige Dopingnachweis Uber die
Konzentration an Gesamt-CO, im Plasma methodische Schwachen auf.

Die Analyse der Isotopenverhéltnisse des Harnstoff-Stickstoffs ermoglicht
zusatzlich zur klassischen Interpretation der Konzentrationen an Harnstoff im Urin
weitere Interpretationsméglichkeiten, da von den &"°N-Werten des Harnstoffes auf
die Quellen der abgebauten Aminoséauren zurick geschlossen werden kann.
Zusatzlich dazu ermoglicht die Analyse der Stickstoffisotopenverhaltnisse des
Harnstoffes unter Berlcksichtigung der Isotopenverhdltnisse der Ernahrung und der
Serum- und Strukturproteine Aussagen Uber das Ausmald der endogenen
Proteinsynthese und des Preoteinabbaus.

Die Methode zur Isolierung von Harnstoff aus Urin mit Hilfe der Xanthydrol-
Fallung wurde aus dem Tierversuch tbernommen und fir humanen Urin Uberpruft.
Harnstoff kann aus humanem Urin mit einer Aufarbeitungsprazision von 0,2 %o
isoliert werden. Auf Grund der Instabilitdt des Harnstoffes hinsichtlich seines
Stickstoffisotopenverhaltnisses sollte der Urin so schnell wie moglich nach Abnahme
aufgarbeitet werden. Das isolierte Produkt Dixanthylurea ist uber Monate hinweg
lagerbar und hinsichtlich der 8*°N-Werte stabil.

In einer Fallstudie bei einem 24-Stunden-Radrennen konnte gezeigt werde, dass
sich die 8"°N-Werte des urindren Harnstoffes bei Belastung und in der Erholung
unterscheiden. Das Ausmal} dieser Unterschiede variierte unter den drei Probanden.

Um die Stickstoffisotopenwerte des Harnstoffes zur Interpretation metabolischer
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Vorgange bei Belastung heranzuziehen, wurden weitere Parameter wie die
Konzentrationen an Harnstoff, Kreatinin, Ammonium und Proteinen bestimmt sowie
einerseits die Stickstoffisotopenverhéltnisse des mit der Nahrung zugefuhrten
Proteins als auch andererseits der Serum- und Struktur-Proteine ermittelt. Mit Hilfe
eines Stoffflussmodells, das die wichtigsten Stofffllisse des endogenen Protein- bzw.
Aminosaurestoffwechsels bertcksichtigt, konnte fur die einzelnen Probanden fir
jeden Zeitpunkt einer Urinprobe das Verhéaltnis zwischen Proteinsynthese und
-abbau berechnet werden. Mit Hilfe des Modells lassen sich katabole und anabole
Phasen des Stoffwechsels bei den einzelnen Probanden eindeutig identifizieren.

Um die Isotopenverhaltnis von urindrem Kreatin und Kreatinin per EA-IRMS zu
bestimmen, wurde eine Aufarbeitungsmethode mit Hilfe der Kationenaustausch-
chromatographie entwickelt. Die Methodenentwicklung bertcksichtige sowohl die
besonderen Anforderungen an eine Analyse per EA-IRMS als auch die
Anforderungen hinsichtlich einer einfachen und in der Routineanalytik einsetzbaren
Methode. Die Isolierung von Kreatinin aus dem Urin flr die Bestimmung der
Stickstoffisotopenverhéltnisse erfolgt ohne signifikante Isotopenfraktionierung und
Verunreinigung an Fremdstickstoff. Die Isotopenverhdltnisse von eventuell im Urin
vorhandenem Kreatin kénnen indirekt Uber die Konzentrationsbestimmung von
Kreatin und Kreatinin und die Analyse der Stickstoffisotopenverhaltnisse von
Kreatinin und Gesamtkreatinin (Kreatin und Kreatinin, isoliert als Kreatinin nach
Umwandlung des Kreatin zu Kreatinin) erfolgen.

Die Analyse der Isotopenverhéltnisse von 27 als Nahrungsergdnzungsmittel
gekennzeichneten Kreatin-Monohydraten zeigte eine breite Spanne der §*C- und
8°N-Werte. Die Stickstoffisotopenverhaltnisse der synthetischen Kreatin-
Monohydrate lagen fast ausschliel3lich in einem Bereich, der sich auf3erhalb der
bekannten physiologischen &°N-Werte des Menschen befindet. Hinsichtlich der
Kohlenstoffisotopenverhaltnisse kdnnen die Kreatin-Monohydrate in drei Gruppen
eingeteilt werden. Offensichtlich kann man dabei zwischen technischem Kreatin-
Monohydrat und Kreatin, isoliert aus organischem Material, unterscheiden.

Die Analyse des Stickstoffisotopenverhaltnisses von Kreatin und Kreatinin im Urin
kann neben der Bestimmung der Konzentrationen eine exogene Gabe von
synthetischem Kreatin-Monohydrat belegen. Obwohl 2002 von der WADA empfohlen
wurde, Kreatin-Monohydrat nicht auf die Liste der verbotenen Substanzen zu setzen,

kann mit einer in der vorliegenden Arbeit dargestellten Fallstudie durchaus belegt
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werden, dass exogenes Kreatin, das wenige Stunden nach Einnahme
unmetabolisiert ausgeschieden wird, direkt mit dem eingenommenen
Nahrungsergéanzungsmittel in Verbindung gebracht werden kann. Das Argument, das
durch Analyse des Urins grundsatzlich nicht zwischen synthetischem und
organischem Kreatin unterschieden werden kann, ist mit den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit nicht mehr haltbar.

Die Analyse der Kohlenstoffisotopenverhaltnisse von urinarem Bicarbonat ist mit
Hilfe der quantitativen Fallung durch Barytwasser und der Messung mit einem fur die
Gasanalyse modifizierten EA-IRMS-System  mdglich. Die Analyse des
Kohlenstoffisotopenverhéltnisses von Bicarbonat aus humanem Urin zeigte, dass
sich das ausgeschiedene Bicarbonat hinsichtlich seiner Kohlenstoffisotopie deutlich
von dem Rest des Urins unterscheidet und auf mit der Nahrung zugefihrte Quellen
aus technischer Produktion hinweist. Die Analyse der Kohlenstoffisotopen-
verhaltnisse von Bicarbonat aus Pferdeurin zeigt nicht so groRe Unterschiede
zwischen der Bicarbonat-Kohlenstofffraktion und dem restliche Urin. Trotzdem sollte
eine Identifizierung technischer Quellen des Bicarbonates im Pferdeurin tber die
Analyse der Kohlenstoffisotopenverhaltnisse mdglich sein und kénnte im Rahmen

einer kontrollierten Ausscheidungsstudie beim Pferd Gberpruft werden.
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Anhang 1 Chemikalienliste

Tab. 33: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Chemikalien, Reinheit und Bezug.
Chemikalie Reinheit Hersteller

Acetonitril HPLC grade |J. T. Baker, Deventer, NL
Albumin, bovine (LOT 129H14201) RIA grade |Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Amidoschwefelsaure 99,3 % Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Bariumhydroxid Octahydrat =98 % Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Chloroform p.a. Merck, Darmstadt, D
Dikaliumhydrogenphosphat p.a. Merck, Darmstadt, D
Essigsaure 2997 % Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Ethanol p.a. Sigma-Aldrich, Steinheim, D
9-Hydroxyxanthen 98 % Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Kaliumdihydrogenphosphat p.a. Merck, Darmstadt, D
Kaliumhydroxid p.a. KMF, Lohmar, D

Methanol >99,8 % Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Natriumhydrogencarbonat p.a. KMF, Lohmar, D
Natriumhydroxid >97,0 % Sigma-Aldrich, Steinheim, D
di-Phosphorpentoxid reinst Merck, Darmstadt, D
Pikrinsaure 98 % Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Salzsaure 32 % KMF, Lohmar, D
Schwefelsaure 95-97 % Merck, Darmstadt, D
Trichloressigsaure >99 %, p.a. |Sigma-Aldrich, Steinheim, D
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Anhang 2 Experimentelle Daten Belastungsstudie

Tab. 34:  Experimentelle Daten Belastungsstudie Proband 1.

Probe| Datum |Uhrzeit| At t V | pH | Dichte | [HS] [Cn] [NHs] | [Prot]

Name| d/mly |[hh:mm | min | h | ml g/ml | mmol/L | mmol/L | umol/L | mg/L

P101[11/09/2006| 11:30| 510|-104,0/ 200 7,0{ 1,018 233 798| 10140, 1614
P102[11/09/2006| 20:00| 1125 -95,5|420| 6,9| 1,007 75 2,25| 4560 35,7
P103[12/09/2006| 14:45| 1035| -76,8| 340| 6,9 1,016 168 520 9200, 130,6
P1.04 [13/09/2006| 08:00| 1800 -59,5| 60| 6,5 1,018 246 7,26) 11120 136,0
P1.05(14/09/2006| 14:00| 1630| -29,5| 140| 7,2 1,028 282 1442 7660] 1574
P106|15/09/2006| 17:10/ 60| -2,3/400| 6,8] 1,015 179 482 7080 69,5
P107[15/09/2006| 18:10/ 50| -1,3|1350| 6,8] 1,006 75 1,94] 3040 57,3
P108|15/09/2006| 19:00/ 90| -0,5/350| 7,2| 1,006 54 1,70 2820 53,2
P109[15/09/2006] 20:30] 60| 1,0/500[ 6,6 1,004 38 1,32] 2680 63,1
P110(15/09/2006| 21:30| 225| 2,0/500| 6,6{ 1,005 46 1,60 3740f 1005
P111[16/09/2006| 01:15| 115] 58360 6,7 1,018 177 566| 8340] 104,2
P112[16/09/2006| 03:10| 140 7,7/250| 6,8] 1,020 211 589 5780 136,3
P113[16/09/2006| 05:30| 135] 10,0/270| 71| 1,020 212 496 5180 82,9
P114[16/09/2006| 07:45| 120 12,3350 71| 1,021 224 417 57400 1159
P115|16/09/2006| 09:45| 135| 143|280 6,8] 1,021 259 6,33] 7960 84,3
P116[16/09/2006| 12:00| 120| 16,5/ 260, 6,3| 1,023 329 514 11200 42,0
P117[16/09/2006| 14.00/ 135| 18,5/ 180| 6,0 1,024 377 6,14 16780 54,9
P118[16/09/2006| 16:15| 90| 20,8|260| 6,2| 1,024 379 6,31 13840 39,8
P119(16/09/2006| 17:45| 115]| 22,3/ 500| 6,2| 1,025 411 6,92] 12360 42,9
P120[16/09/2006| 19:40| 140| 2421260| 59| 1,025 522 6,66 15480 38,7
P121[16/09/2006| 22:00] 620| 26,5/ 250 64| 1,024 440 7,03] 13660 56,3
P122|17/09/2006| 08:20| 85| 36,8/ 450 54| 1,028 698 1426 47360 60,6
P123[17/09/2006| 09:45| 255| 38,3| 60| 61| 1,027 620 13,78| 27420] 1049
P124[17/09/2006| 14:00| 165| 425|330 6,7| 1,022 452 8,34| 17300 78,9
P125[17/09/2006| 16:45| 345| 453|250| 6,6 1,018 403 7,93] 18580 97,3
P126[17/09/2006] 22:30] 40| 51,0/560| 64| 1,018 349 6,81| 17080 37,3
P127[17/09/2006| 23:10| 560| 51,7100 56| 1,010 206 4,08 13920 35,7
P128|18/09/2006| 08:30| 165| 61,01900| 6,3| 1,016 313 6,79 19780 54,1
P129[18/09/2006| 11:15| 180| 63,8|410| 7,4 1,009 171 410 10720 429
P130[18/09/2006| 14:15| 135| 66,8400 71| 1,012 201 461 11660 35,6
P131[18/09/2006| 16:30| 105| 69,0/ 500 6,6 1,016 194 393| 8100] 1684
P132(18/09/2006| 18:15| 150| 70,8/ 350| 6,5 1,014 186 3,11 9060 50,3
P133[18/09/2006| 20:45| 210| 73,3|510| 74| 1,009 123 213 2900 455
P134[19/09/2006| 00:15| 420| 76,8/ 500, 6,4 1,005 76 1,56 5660 35,9
P135[19/09/2006| 07:15| 290| 83,8|320| 5,7 1,016 240 6,01 24340 43,0
P136(19/09/2006| 12:05| 430| 886|570 6,0{ 1,017 213 4,80 13900 59,0
P1.37[19/09/2006| 19:15| 405| 958]280| 69| 1,013 162 3,47 3360 41,2
P138(20/09/2006| 02:00| 390| 102,5/ 640, 54| 1,002 31 094 3820 27,6
P1.39|20/09/2006| 08:30| 660| 109,0|610| 5,0] 1,012 159 4,70] 16960 35,2
P140|20/09/2006| 19:30| 380| 120,0| 430 53| 1,013 205 510 20260 419
P141[21/09/2006| 01:50 126,3| 570] 57| 1,002 29 1,09] 5800 12,2




168

8 Anhang

Tab. 35:

Experimentelle 5°N-Werte Belastungsstudie Proband 1, # bezeichnet die Einzelmessung,

m den Mittelwert der Einzelmessung, 1oist die Standardabweichung.

&N (Gesamt-N)

&N (Harnstoff)

Probe | #1 | # | 8 | m | 1o | # | #2 | 8 | m | 1o
Name %0

P101 | 403] 465 434]  044] 307] 264 285] 031
P102 | 416] 507 464] 462] 046 433 432]  432] 001
P103 | 507 459 483 034] 449 442 445 005
P104 | 432] 502 466] 467] 035 492 472]  482] 014
P105 | 414] 448 4417] 426] 019 483 451 467] 022
P106 | 390 462] 462 438 042] 431 394 412 0,26
P107 433]  471] 452] 027] 440 404 407] 0,04
P108 47| 460] 438 030] 346] 337 342|007
P109 434]  480] 457 033

P110 | 449 424] 483 452] 029 464] 471 468 0,05
P111 | 519] 588 508 538 043 531] 479 511| 507 026
P112 513|  514] 513] 000] 567 472] 508 516] 048
P113 534 509] 522] 018 518 476 497 0,29
P114 573 518 545 039] 520] 494 507| 0,18
P115 | 433] 457 534 474 053

P116 | 514] 459 529 500] 037 518 510 514 0,05
P117 | 488 479 526] 498 025 512 490 501 0,16
P118 | 460 464] 518 481 033 505 459 482 033
P119 | 470] 537] 511] 506 034 425 466 446] 029
P120 | 509] 551 532] 531 021 478 461 470 013
P121 | 453] 503] 586] 514 067 440 451 446 0,07
P122 | 509 518] 529] 519 0,10] 447] 4,36 441 0,07
P123 472 482] 477] 007] 337 366 352|020
P124 432] 489 460] 040 326] 373 350 033
P125 | 418 4417] 42| 432] 026 377 407 392|021
P126 | 438 412 468 439 028 419 391 405 0,20
P127 | 360 405 447] 404] 044] 391 421 406] 0,21
P128 | 415 397 477] 429] 042] 409 405 407] 0,03
P129 413 466] 440] 037 4410] 421 415 0,07
P130 42|  468] 440] 040 416] 4,05 411 0,08
P131 | 408] 408 470 428 036 446] 417 431] 0,21
P132 481 532] 507] 036 466] 440 453 0,18
P133 470] 511]  491] 029] 360 4,38 399 055
P134 580| 633 611 031 411] 436 424] 018
P135 | 452 508 480 039 478] 451 464] 0,20
P136 512| 494 503 0413 493 436 464] 041
P137 440]  450] 445] 007 435 429 432 0,04
P138 | 314 457|385 101] 403] 376 389 0,19
P139 | 390 370 443 401] 038 431 391 411 0,28
P140 | 497 533] 515 025 502] 431 466] 0,50
P141 | 678 644 661 025 378 4,04 391 0,19




8 Anhang 169
Tab. 36:  Experimentelle Daten Belastungsstudie Proband 2.

Probe Datum | Uhrzeit| At t V | pH |Dichte [[GS-N]| [HS] | [Cn] | [NH4] | [Prof]
Name d/mly hh:mm | min | h | ml g/ml | mg/l | mmol/l fmmol/l | pmol/l | mg/l
P201 | 11/09/2006| 19:45| 985|-94,9| 170| 6,2| 1,012| 5,76 185 3,44|25200| 50,0
P202 | 12/09/2006| 12:30| 1170 -78,5| 150| 5,6 1,006| 3,49 98| 2,02|10600| 26,3
P203 | 13/09/2006| 08:00| 1485/ -59,0| 40| 54| 1,015| 11,80f 360| 10,97 | 48600 57,5
P204 | 14/09/2006| 08:45| 1965 -34,3| 50| 59| 1,024| 15,75| 479| 12,15| 40600 80,9
P205 | 15/09/2006| 17:00| 120, -1,5| 450| 6,9| 1,003| 1,73 54| 1,33| 6800 23,5
P206 | 15/09/2006| 19:00| 145, -0,5| 200| 6,7| 1,009 3,75| 128 3,19|10000| 32,8
P207 | 15/09/2006| 21:25| 115 1,9| 630| 6,8| 1,004| 1,70 55| 1,53| 8400 68,1
P208 | 15/09/2006| 23:20f 85 3,8 320| 58| 1,010| 4,80 169 4,33|27200| 36,3
P209 | 16/09/2006| 00:45| 150 5,3| 210 7,3| 1,024 9,30, 280 9,10| 13600 81,1
P210 | 16/09/2006| 03:15| 125 7,8| 650| 7,0{ 1,003| 1,57 49| 1,10 4600 264
P211 | 16/09/2006| 05:20f 125, 9,8 310| 6,5| 1,010 143| 2,81| 14400 42,6
P212 | 16/09/2006| 07:25| 110 11,9| 400| 6,4| 1,009 134 2,39| 11200 334
P213 | 16/09/2006| 09:15| 175 13,8 500| 6,5| 1,010 4,10 143| 2,47|11000| 39,3
P214 | 16/09/2006| 12:10| 200, 16,7| 350| 5,6| 1,016| 7,92| 266| 4,64| 24000 40,3
P215 | 16/09/2006| 15:30| 146, 20,0{ 320| 5,1| 1,021| 10,39| 333| 7,14|34800| 43,8
P216 | 16/09/2006| 17:56| 74| 22,4| 380| 56| 1,010) 7,10f 200 3,85| 15600| 53,3
P217 | 16/09/2006| 19:10| 200| 23,7| 770| 6,7| 1,002| 2,06 58| 1,07| 5000| 28,2
P218 | 16/09/2006| 22:30| 840 27,0{ 220| 5,2| 1,016| 12,21| 371| 8,33|39800| 43,1
P219 | 17/09/2006| 12:30| 180| 41,0 480| 5,5| 1,023| 19,70| 641| 17,26| 64400 74,6
P220 | 17/09/2006| 15:30| 45| 44,0{ 80| 56| 1,029| 25,04| 754| 21,37| 80000| 124,7
P221 | 17/09/2006| 16:15| 435 44,8| 50| 58| 1,027| 21,63| 649| 15,03| 56800| 102,3
P222 | 17/09/2006| 23:30| 510 52,0{ 300| 5,7| 1,030| 23,47 708| 13,86| 79600| 89,1
P223 | 18/09/2006| 08:00| 180| 60,5 430| 6,0| 1,026| 22,58| 712| 12,27| 57200| 76,8
P224 | 18/09/2006| 11:00| 1200, 63,5 70| 6,9| 1,015| 11,66f 350 6,24|33200| 70,3
P225 | 19/09/2006| 07:00| 360, 83,5| 500| 6,2| 1,020| 12,54| 416 9,53|49200| 57,9
P226 | 19/09/2006| 13:00| 690| 89,5| 350| 7,6/ 1,003| 1,50 38| 0,82| 6400| 293
P227 | 20/09/2006| 00:30| 420/101,0{ 450| 6,2| 1,020| 11,63| 365 6,21|28800| 52,6
P228 | 20/09/2006| 07:30| 1050(108,0{ 760| 56| 1,015 9,49| 315 55| 31200| 31,2
P229 | 21/09/2006| 01:00| 420(125,5| 150| 5,5| 1,017 9,75/ 308 7,10| 51800 58,7
P230 | 21/09/2006| 08:00 132,5| 580 58| 1,014| 954 292\ 7,55| 34000 50,7
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Tab. 37:

Experimentelle 5"°N-Werte Belastungsstudie Proband 2, # bezeichnet die Einzelmessung,

m den Mittelwert der Einzelmessung, 1oist die Standardabweichung.

O"N (Gesamt-N) &N (Harnstoff)
Probe | #1 | # | #3 m | 1o # | #2 | m | 1o
Name %o

P2 01 453 644 548] 135] 432[ 386 409] 032
P2 02 6,00 476] 538 088 461 386 424 053
P203 5,29 540  535] 008] 490 471 480 014
P2 04 5,05 527 516/ 0415 379 350] 365/ 021
P2 05 59| 438 517| 112| 360/ 385 373 018
P2 06 373  406] 424 401] 026] 408 375 391 023
P2 07 594 650 622] 039

P208 529| 573] 533] 545 024

P209 500 532| 509 514 017] 528] 526 527 0,02
P2 10 647]  610] 629 026] 478] 476] 477 0,01
P2 11 572| 623 5271| 574 048

P2 12 567] 456] 582] 535 069 517] 49| 508 013
P213 524| 556| 538 539 016] 507 463 485 031
P2 14 524| 575| 556] 552| 026 544] 541 542 0,02
P215 579| 647] 578] 601 039] 557| 550/ 553 0,04
P2 16 517|  515| 548] 527 018 527 519 523] 005
P217 598 511 511 540/ 051 521] 519 520 0,02
P218 518| 604] 515 546] 050 501 541 521 028
P219 567] 585 520 557 034 443] 397 420/ 033
P2 20 527| 544 49| 522] 025] 410] 417 414 005
P2 21 505 492] 478] 492 013] 275 292] 283 012
P2 22 439]  439] 467 448] 016] 309 28] 29| 018
P2 23 490  473] a461| 474] 015] 359 358 358 0,00
P224 400/ 405|405 403] 003] 358 410 384 037
P2 25 447 447] 479 458  019] 434  437]  436] 0,02
P2 26 6,50 6,60 655 007 376 361] 368] 0,11
P2 27 5,38 512|  525| 048] 475 516 496 029
P2 28 460  450] 455 007] 435 457] 446] 016
P2 29 503  494] 498 006] 446 474 460] 020
P2 30 503 5000 502] 002] 431] 449] 440 013
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Tab. 38:  Experimentelle Daten Belastungsstudie Proband 3.

Probe | Datum |Uhrzeit| At t V | pH | Dichte | [HS] [Cn] | [NH4] [ [Prot]

Name | d/m/y | hh:mm | min h ml g/l | mmol/L | mmol/L | umol/L | mg/L
P301 [11/09/2006| 11:15] 1575|-106,3| 50| 55| 1,016 280 5,82 33600 82,8
P302 [12/09/2006| 13:30] 1230| -80,0/ 100 55| 1,016 220 4,56 31800 37,7
P303 [13/09/2006| 08:00| 1690| -59,5| 100 6,5| 1,014 152 4,59 19800 39,5
P304 [14/09/2006| 12:10]1690| -31,3| 150 7,5] 1,012 143 4,01] 3800 42,8
P305 [15/09/2006| 16:20] 30| -3,2| 200] 7,0] 1,007 70 217 4400 411
P306 [15/09/2006| 16:50| 40| -2,7| 200] 7,0/ 1,008 73 2,53 3800 45,5
P307 [15/09/2006| 17:30| 465 -2,0/ 700| 7,0] 1,006 o7 1,70] 4800 49,9
P309 [16/09/2006| 01:15] 165 58| 350 7,0/ 1,006 112 2,87| 19600 38,1
P310 [16/09/2006| 04:00] 120 85| 2701 7,0] 1,024 276 599/ 8600 1033
P311 [16/09/2006| 06:00] 65| 10,5 250| 6,5] 1,020 279 4,33] 9600 69,4
P312 [16/09/2006| 07:05| 130 11,6/ 250 7,0] 1,018 249 3,44 9000 78,0
P313 [16/09/2006| 09:15| 240, 13,8| 350 7,0] 1,020 301 3,86] 9400 442
P314 [16/09/2006| 13:15] 145| 17,8| 150| 6,5| 1,024 388 6,62 16200 96,2
P315 [16/09/2006| 15:40| 134| 20,2| 230 7,0] 1,024 370 6,35| 12400 58,3
P316 [16/09/2006| 17:54| 111| 22,4| 200] 7,0] 1,024 392 6,77| 12800 80,8
P317 [16/09/2006| 19:45| 45| 24,3| 150 7,0] 1,024 398 7,891 9600 94,2
P318 [16/09/2006| 20:30] 630 25,0 25| 8,0 1,023 427 8,09/ 14600, 166,1
P319 [17/09/2006| 07:00] 180| 355| 60| 6,0/ 1,025 659 16,00{ 43800 83,5
P320 [17/09/2006| 10:00] 210 38,5 100 7,5] 1,016 287 8,08 4400 434
P321 [17/09/2006| 13:30| 180| 42,0 230] 7,0/ 1,021 428| 10,37| 6000 46,5
P322 [17/09/2006| 16:30| 135| 450| 75| 7,5] 1,026 396 9,81 18600 61,4
P323 [17/09/2006| 18:45| 75| 47,3| 200| 8,0/ 1,025 376 7,82] 7400 43,6
P324 [17/09/2006| 20:00{ 30| 485| 200] 7,0 1,015 168 3,34 | 123600 33,6
P325 [17/09/2006| 20:30] 60| 49,0/ 330] 7,0/ 1,008 99 1,95] 5400 59,9
P326 [17/09/2006| 21:30] 30| 50,0/ 150 7,5| 1,008 67 1,31 7200 31,6
P327 [17/09/2006| 22:00] 30| 50,5/ 200] 85| 1,018 158 3,01] 5600 32,4
P328 [17/09/2006| 22:30| 270/ 51,0/ 100 8,0] 1,020 240 4,48 6800 50,2
P329 [18/09/2006| 03:00] 120| 55,5| 300 7,5] 1,017 272 4,52] 9800 53,5
P330 [18/09/2006| 05:00] 60| 57,5| 280 7,5] 1,020 283 511] 15400 29,6
P331 [18/09/2006| 06:00] 150 58,5/ 100 7,0] 1,009 130 2,63] 9800 37,2
P332 [18/09/2006| 08:30] 150, 61,0/ 680] 6,0] 1,003 30 0,81] 8400 32,3
P333 [18/09/2006] 11:00] 90| 63,5| 620] 6,5] 1,005 38 1,111 5200 31,1
P334 [18/09/2006] 12:30] 90| 65,0 400] 7,0 1,011 113 247| 19400 26,7
P335 [18/09/2006| 14:00] 420 66,5 320] 7,0 1,011 107 243 9600 38,8
P336 [18/09/2006| 21:00] 540 73,5 150 7,5] 1,013 147 3,51 6000 49,6
P3 37 [19/09/2006| 06:00| 480, 825| 300] 6,0 1,013 174 4,29| 62600 25,2
P338 [19/09/2006| 14:00| 1110/ 90,5| 180 1,007 78 1,591 9200 38,4
P339 [20/09/2006| 08:30| 330| 109,0| 220 1,016 216 5,94 31400 431
P340 [20/09/2006| 14:00] 570| 114,5| 150 1,019 252 7,52| 13800 775
P341 [20/09/2006| 23:30| 570| 124,0] 230 1,006 104 3,03] 14400 475
P342 [21/09/2006| 09:00] 480| 133,5| 360 1,014 288 6,64 20400 55,3
P343 [21/09/2006| 17:00 141,5] 200 1,008 118 1,97 14600 34,7
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Tab. 39:

m den Mittelwert der Einzelmessung, 1oist die Standardabweichung.

Experimentelle 5°N-Werte Belastungsstudie Proband 3, # bezeichnet die Einzelmessung,

515N 515N
Probe | #1 | #2 | #3 | m | SD # | # | #8 | m | SD
Name %o
P3 01 501] 4,72 4871  020] 2,27 236] 231] 0,06
P3 02 498 533 515/ 025 366] 4,55 411 063
P3 03 452] 728 500 195 513] 482] 493 49| 016
P3 04 500 546 523] 033 444] 5,18 481 052
P3 05 423] 564] 493] 100 435 4,18 426] 0,12
P3 06 500 422] 421| 478 097] 458] 5,01 480] 0,31
P3 07 5,88 493 541 067] 452] 513 482] 043
P3 09 5,55 523] 539 023] 512] 579] 547| 546] 034
P3 10 540/ 513] 550] 534] 019] 478 509 493] 0,22
P3 11 480 501 521] 501 021] 524 517/  520] 0,05
P3 12 536 524 530 0,09 477 558 518] 057
P3 13 525/ 508/ 535 523] 0714] 490 559 546 532] 037
P3 14 602] 550/ 573] 575 026] 426] 501 463 053
P3 15 540/ 539] 517| 532] 013] 456 5,00 478 0,31
P3 16 541 517 529 017| 446 519 482 052
P3 17 558] 5,34 546] 017| 4,98 468 483] 022
P3 18 534 523 503 520 016] 495 5,02 498 0,05
P3 19 560 5,53 557] 005 427] 421 4241 0,04
P3 20 469] 510 452] 477] 030] 5,02 508 505/ 0,04
P3 21 510/ 507] 482 500 015 456 467] 462] 0,08
P3 22 497 482] 481] 486 009] 4,83 479  481] 0,02
P3 23 5000 474] 532| 502] 029] 487 482] 485] 0,03
P3 24 488 475 4811 0,09 4,74 511] 493] 0,26
P3 25 563 6,07 520 563 044] 5,16 526 521] 0,07
P3 26 667] 667| 611 648] 032] 511 537 5724] 0,18
P3 27 6,02 606 6,04 003 491 498  495] 0,04
P3 28 4,92 533] 512] 029] 495 513] 504] 0,13
P3 29 468 447] 504] 473] 029] 4,93 542 518 0,35
P3 30 461] 433 4471 020 495] 470 482] 018
P3 31 480/ 525| 503] 502] 0722 505] 518/ 511] 0,09
P3 32 793] 699 746] 066 469] 540] 504] 050
P3 33 358 351 355/ 0,05 526] 506/ 516 0,14
P3 34 441 470 455] 0,21 565| 527| 546| 027
P3 35 445 455 450] 0,08] 511] 546 529 025
P3 36 488 488 542] 571 557| 0,20
P3 37 4,76 476 511] 520 516 0,06
P3 38 417 417 518 5,01 509 0,12
P3 39 4,67 504 4086] 026] 441] 4,29 435 0,09
P3 40 5,23 527 525/ 003] 509 484 497] 018
P3 41 5,28 602] 565/ 052] 529] 5,09 519] 0,14
P3 42 487 539 513] 037] 49| 4,90 493 0,04
P3 43 4,58 492]  475] 024 477 445 461 022
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Anhang 3 Verlauf der Konzentrationen stickstoffhaltiger
Substanzen wahrend der Belastungsstudie
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Abb. 72:  Verlauf der Kreatininkonzentrationen tber den Untersuchungszeitraum fir Proband 1.

Dargestellt sind die dichtekorrigierten, auf Stickstoff herunter gerechneten, Daten.
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Abb. 73:  Verlauf der Ammoniumkonzentrationen Uber den Untersuchungszeitraum fir Proband 1.

Dargestellt sind die dichtekorrigierten, auf Stickstoff herunter gerechneten, Daten.
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Abb. 74:  Verlauf der Proteinkonzentrationen Uber den Untersuchungszeitraum fir Proband 1.

Dargestellt sind die dichtekorrigierten, auf Stickstoff herunter gerechneten, Daten.
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Verlauf der Kreatininkonzentrationen Uber den Untersuchungszeitraum fir Proband 2.

Dargestellt sind die dichtekorrigierten, auf Stickstoff herunter gerechneten, Daten.
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Abb. 76: Verlauf der Ammoniumkonzentrationen Uber den Untersuchungszeitraum fir Proband 2.

Dargestellt sind die dichtekorrigierten, auf Stickstoff herunter gerechneten, Daten.
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Verlauf der Proteinkonzentrationen Uber den Untersuchungszeitraum fiir Proband 2.

Dargestellt sind die dichtekorrigierten, auf Stickstoff herunter gerechneten, Daten.
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Abb. 78: Verlauf der Kreatininkonzentrationen tber den Untersuchungszeitraum fiir Proband 3.

Dargestellt sind die dichtekorrigierten, auf Stickstoff herunter gerechneten, Daten.
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Abb. 79:  Verlauf der Ammoniumkonzentrationen ber den Untersuchungszeitraum fir Proband 3.

Dargestellt sind die dichtekorrigierten, auf Stickstoff herunter gerechneten, Daten.
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Abb. 80: Verlauf der Proteinkonzentrationen Uber den Untersuchungszeitraum fir Proband 3.
Dargestellt sind die dichtekorrigierten, auf Stickstoff herunter gerechneten, Daten.
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Anhang 4 Bestimmung der Urinmenge Uber die Kreatinin-

konzentrationen
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Abb. 81: Bestimmung der Funktion zur Berechnung des Urinflusses dber die

Kreatininkonzentration ([Crn]), R®=0,67. Zu Grunde liegen experimentelle Daten [140].

Anhang 5 Auswertung der Ernahrungsprotokolle

Ernahrung Proband 1, Tag: -5

Lebensmittel Menge Eiweil3  Kohlenhy.
Weilbrot-Toastbrot 180 g 13,3 @ 85,8 ¢
Salami 50 ¢ 99 g 09 g
Schnittkase 30g 74 ¢ 0,0 g
Joghurt entrahmt 300 g 12,9 g 12,6 g
Tee (Getrank) 600 g 0,6 g 0,0 g
Eis, Sorbet (R) 50¢g 1,7 g 130 g
Colagetranke (koffeinhaltig) 1000 g 33,2 g 108,5 ¢
Apfelschorle (1:1) 750 g 1,2 g 398 g
Kaffee (Getrank) 200 ¢ 04 g 0,6 g
Nudelgerichte mit Gemuse (R) 500 g 16,5 ¢ 674 g
Gummibonbons 100 g 1,0 g 450 g
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Malzbier 500¢ 25¢g 54,3 g
Kartoffelchips (verzehrfertig) 80g 44 ¢ 325 ¢
Weillwein / Rotwein 250 g 0,3 g 6,5 g
Joghurt entrahmt 150 g 6,5 g 6,3 g

Eiweil: 111,6 g, Energie: 3477,1 kcal, Wasser: 3961,2 g

Ernahrung Proband 1, Tag: -4

Lebensmittel Menge Eiweil3  Kohlenhy.
Toast mit Kase und Schinken (R) 200 g 326 g 246 g
Brotchen belegt (R) 50 g 6,1 g 10,9 g
Konfitire/Marmelade mit Zucker und SuRstoff 15¢ 0,0 g 2,7 g
Brotchen (allgemein) 359 26 g 17,7 g
Kaffee (Getrank) 400 ¢ 0,8 g 1,2 g
Naturliches Mineralwasser still 1400 g 0,0 g 0,0 g
Kdnigsberger Klopse (R) 200 g 18,0 g 115 g
Braune Sauce Grundrezept (Gh) 50 ¢ 0,7 g 0,8 g
Kartoffelkroketten (R) 150 g 58 ¢ 349 g
Salatbuffet (Gh) 1259 36 g 6,3 g
Flammerie, Pudding (R) 100 g 29 g 174 g
Kaffee (Getrank) 400 ¢ 0,8 g 1,2 g
Kasekuchen aus Murbeteig 150 g 13,3 @ 419 g
Naturliches Mineralwasser still 1000 g 0,0 g 0,0 g
Apfelschorle (1:1) 700 g 1,19 371 g
Nudelgerichte mit Gemuse (R) 300 g 99 g 404 g
Joghurt entrahmt 500 g 215 g 210 g
Baguette 804g 59 ¢ 40,5 g
Eisbergsalat frisch 109 0,1 g 0,2 g
Pute Brust frisch 3549 84 ¢g 0,0 g
Bier 1000 g 50 ¢ 31,2 g
Eiweil’: 139,1 g, Energie: 3424,2 kcal, Wasser: 6175,5 g

Ernahrung Proband 1, Tag: -1

Lebensmittel Menge Eiweil  Kohlenhy.
Weilbrot-Toastbrot 80g 59 ¢ 38,1 g
Salami 50¢g 99 g 09 g
Joghurt entrahmt 150 g 6,5 g 6,3 g
Tee (Getrank) 200 g 0,2 g 0,0 g
Cremeeis 100 g 6,6 g 19,8 g
Schokolade 20g 1,8 g 10,8 g
Putenschnitzel (R) 150 g 36,0 g 0,049
Reis geschalt gegart 180 g 36 g 36,9 g
Weille Sauce Grundrezept (Gh) 50 g 1,4 g 26 g
Colagetranke (koffeinhaltig) 500 g 16,6 g 54,3 g
Waffeln 120 g 74 g 499 ¢
Cremeeis 100 g 6,6 g 19,8 g
Schlagsahne 30 % Fett 209 0,5¢g 0,6 g
Kaffee (Getrank) 400 ¢ 0,8 g 1,2 g
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Brotchen (allgemein) 45¢ 3,3 ¢ 228 g
Salami 304g 59 ¢ 0,6 g
Nudelsuppe (R) 500 g 6,2 g 21,2 g
Naturliches Mineralwasser still 1000 g 0,0 g 0,0 g
Apfelschorle (1:1) 1000 g 16 g 53,1 g
Kartoffelchips (verzehrsfertig) 100 g 55 ¢ 40,6 g
Eiweil3: 126,2 g, Energie: 3672,8 kcal, Wasser: 4056,1 g

Ernahrung Proband 1, Tag: 0, bis Rennen

Lebensmittel Menge Eiweil3  Kohlenhy.
Weilbrot-Toastbrot 80g 59 ¢ 38,1 g
Salami 50 ¢ 99 g 09 g
Tee (Getrank) 250 g 0,3 g 0,0 g
Joghurt entrahmt 150 g 6,5 g 6,3 g
Kaffee (Getrank) 400 ¢ 0,8 g 1,2 g
Frahlingsrolle (R) 200 g 8,3 g 31,0 g
Reis geschalt gegart 180 g 36 ¢ 36,9 g
Colagetranke (koffeinhaltig) 500 g 16,6 g 54,3 g
Naturliches Mineralwasser still 1000 g 0,0g 0,0g¢
Apfelschorle (1:1) 500 g 0,8 g 26,5 g
Nudeln, Spatzle (R) 300 g 13,2 g 73,3 ¢
Kuchen 150 g 89 g 815 g
Kaffee (Getrank) 200 ¢ 04 g 0,6 g
Banane 100 g 1149 214 g
Apfelschorle (1:1) 200 ¢ 0,3 ¢ 10,6 g
Naturliches Mineralwasser still 200 g 0,0 g 0,0 g
Eiweil}: 76,6 g, Energie: 2447,8 kcal, Wasser: 3895,3 g

Ernahrung Proband 1, Tag: 0, Rennen

Lebensmittel Menge Eiweil3  Kohlenhy.
Naturliches Mineralwasser still 3975 ¢ 0,0g 0,0 ¢
Power Bar Apfel-Zimt 130 ¢ 19,5 g 85,8 ¢
Platzchen Kekse 50¢g 3,1 ¢ 29,8 g
Power Bar Gel 410 g 04 g 2628 g
Apfel frisch 550 g 19 g 62,9 g
Apfel Fruchtsaft 225¢g 0,7 g 239 g
ULTRA Buffer (Getrank) 3650 g 69,3 g 230,0 g
Limonaden 800 g 0049 80,0 g
Kefir 1800 g 61,2 g 73,8 ¢
Waffeln 175 ¢ 10,8 g 72,7 g
Apfelmus (R) 30g 0,1 g 42 g
Brotchen belegt (R) 400 g 48,7 g 87,3 g
Gummibonbons 200 g 20 g 90,0 g
Kaffee mit Milch und Zucker (Getrank) 500 g 1.5 g 11,6 g
Energydrink 1250 g 49 g 1371 g
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Nudelsuppe (R) 600 g 74 g 255 ¢
Kartoffelchips (verzehrfertig) 40 g 22 g 16,2 ¢
Malzbier 750 ¢ 38 ¢ 814 ¢
Bier alkoholfrei (<0,5Gew% Alkohol) 500 g 1,9 g 26,8 g
Milchspeiseeis 80g 1,8 g 10,5 g
Trinkmilch mit Kakao/Schokolade 520 g 174 g 108,5 g
Kuchen 100 g 59 ¢ 54,4 ¢
Eiweil3: 264,5 g, Energie: 10081,2 kcal, Wasser: 14291,8 g

Ernahrung Proband 1, Tag: 0, Rennen bis 24:00

Lebensmittel Menge Eiweil  Kohlenhy.
Bier alkoholfrei (<0,5Gew% Alkohol) 500 g 1,9 g 26,8 g
Nudelsuppe (R) 400 ¢ 49 g 170 g
Curry-Bratwurst 150 g 18,3 g 05g¢g
Pommes Frites (R) 150 g 53¢ 38,9 g
Naturliches Mineralwasser still 600 g 0,0 g 0,049
Apfelschorle (1:1) 500 g 0,8 g 26,5 g
Eiweil3: 31,2 g, Energie: 1206,6 kcal, Wasser: 2061,6 g

Ernahrung Proband 1, Tag: +1

Lebensmittel Menge Eiweil  Kohlenhy.
Kaffee (Getrank) 400 ¢ 0,8 g 1,2 g
Brotchen 100 g 74 g 50,7 g
Rind/Schwein Hackfleisch gegart 304g 8,0 g 01g
Schwein Schinken roh gerauchert 30¢g 55 ¢ 0,3 g
Milchshake (Mc Donald's) 200 g 6,9 g 38,5 g
Naturliches Mineralwasser still 400 g 0,0g 0,0g¢
Kasekuchen aus Murbeteig 200 g 17,7 g 55,8 ¢
Apfelschorle (1:1) 700 g 1,19 371 g
Croissant aus Blatterteig 140 g 99 g 62,8 g
Brotchen 80g 59 ¢ 40,5 g
Salami 80 g 15,8 g 1.5 g
Tee (Getrank) 100 g 0,1 g 0,0 g
Joghurt entrahmt 150 g 6,5 g 6,3 g
Gummibonbons 50¢g 05 ¢ 225 ¢
Brausen 100 g 0,0 g 10,0 g
Kefir 1000 g 34,0 g 41,0 g
Kaffee (Getrank) 300 g 06 g 09 g
Pizza (R) 420 g 46,2 ¢ 1441 ¢
Rind/Schwein Hackfleisch gegart 100 g 26,7 g 04 g
Bier 1000 g 50 ¢ 31,2 g

Eiweil3: 198,6 g Energie: 5125,0 kcal, Wasser: 4507,4 g
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Ernahrung Proband 2, Tag: -3

Lebensmittel Menge Eiweil3  Kohlenhy.
Bagels, egg 104 g 11,0 g 55,1 ¢g
Brie Rahmstufe 3049 6,3 g 00 g
Vegetarische Pasteten 25¢ 29 ¢ 40 g
NufR-Nougat-Creme suf} 304g 1,3 ¢g 179 g
Platzchen Kekse 209 1,2 g 119 g
Joghurt vollfett 250 ¢ 8,3 g 10,0 g
Musli 8049 83 g 48,0 g
Apfel frisch 250 ¢ 09 g 28,6 g
Banane frisch 100 g 1,19 214 g
Bier 2500 g 12,5 g 78,0 g
Nudelgerichte mit Gemuse (R) 400 g 13,2 g 53,9 ¢

Eiweil’: 67,1 g, Energie: 2908,8 kcal, Wasser: 8659,0 g

Ernahrung Proband 2, Tag: -2

Lebensmittel Menge Eiweil  Kohlenhy.
Brotchen (allgemein) 90g 6,7 g 456 ¢g
Hartkase Magerstufe 60g 22,7 g 0,0g¢
Obstmischung Fruchtsaft 480 g 45 g 60,8 g
Zucker 209 0,0g 20,0 g
Kaffee (Getrank) 300 g 06 g 09 g
Apfel frisch 250 g 09 g 28,6 g
Naturliches Mineralwasser mit Kohlensaure 3600 g 0,0 g 0049
Vollkornbrot 250 g 16,2 g 93,9 ¢
Hartkase Magerstufe 120 g 455 g 0,0 g
Getreidesprossen (Getreide gekeimt) 30g 1,0 g 39 g
NufR-Nougat-Creme suf} 30g 1,3 ¢ 179 g
Platzchen Kekse 30g 1,9 g 179 g
Tortellini (Gh) 250 g 14,5 ¢ 64,1 g
Blattsalat mit Dressing (R) 150 g 24 g 25 g

Zwischenanalyse: Eiweil 118,1 g Energie 2387,7 kcal, Wasser 5051,3 g

Ernahrung Proband 2, Tag: -1

Lebensmittel Menge Eiweil  Kohlenhy.
Brotchen (allgemein) 90g 6,7 g 456 ¢g
Hartkase Magerstufe 60g 22,7 g 0,0 g
Apfel frisch 250 ¢ 09 g 28,6 g
Naturliches Mineralwasser mit Kohlensaure 3200 g 0,0g 0,0 g
Tortellini (Gh) 300 g 174 g 76,9 g
Gemusemischung gegart 150 g 40 g 719
Schoko-Butterkeks 125 ¢ 119 g 714 g
Joghurt vollfett 250 g 8,3 g 10,0 g
Masli 100 g 10,4 g 60,0 g
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Pizza (Grundrezept) 300 g 26,7 g 95,8 g
Bier 1000 g 50 ¢ 312 g
Eiweil’: 114,0 g, Energie: 3340,8 kcal, Wasser: 5076,9 g

Ernahrung Proband 2, Tag: 0, bis Rennen

Lebensmittel Menge Eiweil3 _ Kohlenhy.
Brotchen (allgemein) 90g 6,7 g 456 g
Hartkase Magerstufe 60 g 22,7 g 0,0 g
Naturliches Mineralwasser mit Kohlensaure 4500 g 0,0g 0,0 g
Teigwaren eifrei gegart 500 g 26,9 g 1516 g
Olivendl 15¢ 0,0 g 0,0 g
Banane 375¢ 43 g 80,2 g
Eiweil3: 60,6 g, Energie: 1560,7 kcal, Wasser: 5135,7 g

Ernahrung Proband 2, Tag: 0, Rennen

Lebensmittel Menge Eiweil3  Kohlenhy.
Naturliches Mineralwasser still 12375 g 0,0g 0,0 ¢
Maltodextrin 19 (SHS) 200 g 0,0 g 192,0 g
Limonaden 4037 g 0,0g 403,7 g
Energy drink 1000 g 39 g 109,7 g
Power Bar Gel 451 g 05 ¢ 289,1 g
Power Bar Apfel-Zimt 455 g 68,3 g 300,3 g
Banane frisch 400 g 46 g 85,6 g
Schokolade gefullt mit Sonstigem 480 g 70 g 331,0 g
Nudelsuppe (R) 250 ¢ 319 10,6 g
Gemusebruhe (R) 2150 g 353 g 28,3 g
Tofu frisch 100 g 8,1 ¢ 05¢g
Gemusemischung frisch gegart 209 05¢g 1,0 g
Nudelgerichte mit Gemuse (R) 400 ¢ 13,2 g 53,9 ¢
Cashewnul} gerostet 759 121 g 19,0 g
Kartoffelbreipulver 180 g 15,5 g 127,8 g
Naturliches Mineralwasser still 300 g 0,0 g 0049
Platzchen Kekse 759 4,7 g 44,7 g
Schokolade 759 6,9 g 40,6 g
Frichte Riegel Aprikose (Viba) 25¢g 1,2 g 15,5 g
Bier alkoholfrei (<0,5Gew% Alkohol) 500 g 1,9 g 26,8 g
Eiweil3: 186,6 g, Energie: 10735,8 kcal, Wasser: 20642,3 g

Ernahrung Proband 2, Tag: +1, Rennen bis 24:00

Lebensmittel Menge Eiweil3  Kohlenhy.
Bier alkoholfrei (<0,5Gew% Alkohol) 500 g 1,9 g 26,8 g
Cashewnul} gerostet 50 ¢ 8,1 ¢ 12,6 g
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Sojabratlinge (nal) 250 ¢ 59,0 g 18,0 g

Brotchen (allgemein) 50 g 3,749 253 g

Reiscrispies 80g 49 g 67,9 g

Schokolade 209 1,8 g 10,8 g

Eiweil3: 79,4 g, Energie: 1826,8 kcal, Wasser: 582,1 g

Ernahrung Proband 2, Tag: +2

Lebensmittel Menge Eiweil3  Kohlenhy.
Vollkornbrot 200 g 13,0 g 75,1 g

Hartkase Magerstufe 120 g 45,5 ¢g 0,0 g

Schoko-Butterkeks 150 g 14,3 g 85,7 g

Naturliches Mineralwasser mit Kohlensaure 1550 g 0,0 g 0,0 g

Colagetranke kalorienarm 400 g 0,0g 04 g

Apfelstrudel 150 g 33 g 39,1 g

Sojabratlinge (nass) 200 g 47,2 g 144 g

Kaffee (Getrank) 600 g 1,2 g 1,8 g

Banane 125 ¢ 14 g 26,7 g

Cashewnul gerostet 150 g 242 g 379 g

Pizza (Grundrezept) 200 ¢ 17,8 g 63,8 g

Puffreis 80g 6,0 g 66,8 g

Schokolade 0g 0,0 g 0,0 g

Eiweil3: 173,9 g, Energie: 4134,1 kcal, Wasser: 3052,4 g

Ernahrung Proband 3, Tag: -4

Lebensmittel Menge Eiweil3  Kohlenhy.
Brotchen belegt (R) 80g 9,7 g 175 g

Kaffee mit Milch (Getrank) 500 g 1,5 g 22 g

NuBhoérnchen aus Hefeteig fettreich 60 g 41 g 239 g

Naturliches Mineralwasser still 750 g 0,0 g 0,0 g

Apfelschorle (1:1) 1500 g 24 g 79,6 g

Salatbuffet (Gh) 250 ¢ 72 g 12,6 g

Kasesalat (R) 120 g 220 g 09 g

Krabbe klein (Shrimps) gegart 250 ¢ 47,2 g 1,9 g

Kartoffeln ungeschalt frisch gekocht 300 g 59 ¢ 42,7 g

WeilRbrot-Toastbrot 60 g 44 g 28,6 g

Bier alkoholfrei (<0,5Gew% Alkohol) 2500 g 95 ¢ 133,8 g

Hartkase 40 g 12,8 g 0,0 g

Eiweil3: 126,6 g, Energie: 2703,1 kcal, Wasser: 5795,1 g

Ernahrung Proband 3, Tag: -3

Lebensmittel Menge Eiweil3  Kohlenhy.
Banane frisch 100 g 1,19 214 g
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NuRhoérnchen aus Hefeteig fettreich 60 g 41 g 239 g
Kaffee mit Milch (Getrank) 600 g 1,8 g 2,7 g
Nudelgerichte mit Gemuse (R) 1000 g 329 g 134,8 g
Hartkase 209 6,4 g 0,0 g
Orange Fruchtsaft 1000 g 9,3 g 879 g
Apfelschorle (1:1) 1000 g 16 g 53,1 g
Bier alkoholfrei (<0,5Gew% Alkohol) 2000 g 76 @ 107,0 g
Eiweil3: 64,7 g, Energie: 2826,4 kcal, Wasser: 5114,8 g

Ernahrung Proband 3, Tag: -2

Lebensmittel Menge Eiweil3  Kohlenhy.
Brotchen belegt (R) 80g 9,7 g 175 g
Kaffee mit Milch (Getrank) 500 g 1,5 g 22 g
NuBhoérnchen aus Hefeteig fettreich 60 g 41 g 239 g
Molke 750 g 6,2 g 353 g
Molke mit Fruchten 250¢ 20 g 36,5 g
Trinkmilch mit Kakao/Schokolade 500 g 16,8 g 104,3 g
Apfelschorle (1:1) 300 g 05¢g 15,9 g
Malzbier 500 g 25 ¢ 54,3 g
Kasesalat (R) 60 g 11,0 g 04 g
Salatbuffet (Gh) 125 ¢ 36 g 6,3 g
Pommes Frites (R) 150 g 53¢ 38,9 g
Nudelgerichte mit Gemuse (R) 400 g 13,2 g 53,9 ¢
Hartkase 5049 15,9 ¢ 0,0 g
Musli-Riegel 150 g 10,3 g 65,9 g
Eiweil3: 102,5 g, Energie: 3708,5 kcal, Wasser: 3081,9 g

Ernahrung Proband 3, Tag: -1

Lebensmittel Menge Eiweil  Kohlenhy.
Banane frisch 100 g 1,19 214 g
Kaffee mit Milch (Getrank) 600 g 1,8 g 2,7 g
Nudelgerichte mit Gemuse (R) 1600 g 52,7 g 215,7 g
Kakaogetrankepulver |oslich 50¢g 28 ¢ 38,7 g
Kuhmilch gekocht 700 g 235 g 339 ¢
Molke mit Fruchten 750 g 6,0 g 109,6 g
Molke 750 g 6,2 g 353 g
Musli-Riegel 759 52 ¢ 32,9 g
Naturliches Mineralwasser still 700 g 0,0 g 0,0 g
Eiweild 99,2 g, Energie: 3656,3 kcal, Wasser: 4483,2 g

Ernahrung Proband 3, Tag: 0 bis Rennen

Lebensmittel Menge Eiweil3  Kohlenhy.
Molke 500¢ 41 g 235 g
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Molke mit Fruchten 500¢ 40 g 73,1 g
Kaffee mit Milch (Getrank) 300 g 09 g 1,3 g
Mausli-Riegel 509 34 ¢ 22,0 g
Kakaogetrankepulver I6slich 50 g 28 g 38,7 g
Kuhmilch gekocht 500¢ 16,8 g 24,2 g
Obstmischung Fruchtsaft 900 g 8,5 ¢ 1141 g
Frahlingsrolle (R) 200 g 8,3 g 31,0 g
Fischfrikadelle (R) 180 g 30,9 g 76 g
Reis ungeschalt gegart 180 g 46 g 42,0 g
Apfelschorle (1:1) 1500 g 24 g 796 g
Banane frisch 100 g 1,19 214 g
Nudeln, Spatzle (R) 150 g 6,6 g 36,6 g
ULTRA Buffer (Getrank) 200 g 3,8 g 12,6 g
Eiweil3: 98,2 g, Energie: 3171,9 kcal, Wasser: 4545,2 g

Ernahrung Proband 3, Tag: 0/+1, Rennen

Lebensmittel Menge Eiweil  Kohlenhy.
Power Bar Apfel-Zimt 260 g 390 g 1716 ¢
ULTRA Buffer (Getrank) 5750 g 109,3 ¢ 362,3 g
Limonaden 2600 g 0,0 g 260,0 g
Energy drink 1500 g 58 ¢ 164,6 g
Power Bar Gel 492 g 05¢g 3154 g
Molke mit Kakao/Schokolade 1000 g 13,7 g 208,1 g
Malzbier 330 g 16 g 358 g
Banane frisch 200 g 23 g 42,8 g
Kaffee mit Milch und Zucker (Getrank) 1650 g 49 g 38,4 g
Nudelsalat mit Mayonaise (R) 180 g 12,3 g 214 g
Gemusepasteten, Gemusebratlinge (0) 150 g 15,3 ¢ 12,5 g
Nudelsuppe (R) 300 g 3,7 g 12,7 g
Fruchtschnitten 50 g 21 g 222 g
Tee schwarz mit Zucker (Getrank) 1100 g 1,19 215 g
Obstmischung Fruchtsaft 250 g 24 g 31,7 g
Waffeln 50 g 3,1 ¢ 20,8 g
Apfelmus (R) 25¢ 0149 3549
Brotchen belegt (R) 160 g 19,5 g 349 ¢
Malzbier 660 g 33 ¢ 716 ¢
Kartoffelsuppe (R) 350 g 6,9 g 28,8 g
Apfelschorle (1:1) 200 g 0,3 g 10,6 g
Eiweild: 247,1 g, Energie: 10358,4 kcal, Wasser: 14585,2 ¢

Ernahrung Proband 3, Tag: +1: Rennen bis 24:00

Lebensmittel Menge Eiwei3  Kohlenhy.
Bier alkoholfrei (<0,5Gew% Alkohol) 500 g 19 g 26,8 g
Kartoffelchips (verzehrfertig) 50 g 2749 203 g
Tofu frisch 60 g 48 g 0,3 g
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Gemlusepasteten, Gemiusebratlinge 409 41 g 3,3 ¢
Erbsensuppe 800 g 23,3 g 334 g
Energydrink 330¢g 1,3 g 36,2 g
Molke 250 ¢ 20 g 11,8 g
Molke mit Fruchten 250¢ 20 g 36,5 g
Bier Starkbier 300 g 21 g 13,8 g
Krabbe klein (Shrimps) gegart 100 g 18,9 g 0,8 g
Eiweil3: 63,2 g, Energie: 1675,1 kcal, Wasser: 2315,7 g

Ernahrung Proband 3, Tag: +2

Lebensmittel Menge Eiweil  Kohlenhy.
Kaffee mit Milch (Getrank) 500 g 1,5 ¢ 22 g
Krabbe klein (Shrimps) gegart 100 g 18,9 g 0,8 g
Erbsensuppe 400 ¢ 11,7 g 16,7 g
Nudelsuppe (R) 1000 g 12,3 g 42,5 g
Molke 250 ¢ 20 g 11,8 g
Molke mit Fruchten 250¢ 20 g 36,5 g
Studentenfutter mit Erdnissen 175 g 26,6 g 53,2 g
Apfelschorle (1:1) 500 g 0,8 g 26,5 g
Weilbrot-Toastbrot 60 g 44 g 28,6 g
Schnittkase 60 g 14,9 g 0,0 g
Malzbier 300 g 1.5 g 326 g
Tomaten Gemusesaft 1000 g 82 g 210 g
Fast foods, taco 350 g 42,3 g 54,7 ¢
Salatbuffet 400 ¢ 115 g 20,2 g
Eiweil3: 158,5 g, Energie: 3543,4 kcal, Wasser: 4562,1 g

Ernahrung Proband 3, Tag: +3

Lebensmittel Menge Eiweil3  Kohlenhy.
Molke 500 g 41 g 235 g
Molke mit Fruchten 500¢ 40 g 73,1 g
Energydrink 250 g 1,0 g 274 g
Kaffee mit Milch (Getrank) 1000 g 304¢g 44 g
Flammerie, Pudding (R) 1000 g 294 ¢ 174,0 ¢
Salatbuffet 250 g 72 g 12,6 g
Fast foods, taco 350 g 42,3 g 54,7 ¢
Banane frisch 200 ¢ 23 g 42,8 g
Weilbrot-Toastbrot 60 g 44 g 28,6 g
Schnittkase 60 g 14,9 g 0,0 g
Naturliches Mineralwasser still 2000 g 0,0 g 0,0 g

Eiweil’: 112,5 g, Energie: 3160,9 kcal Wasser, 5457,0 g



186

8 Anhang

Anhang 6 Untersuchte Nahrungsmittel

Tab. 40:

Im Rahmen der Belastungsstudie untersuchte Nahrungsmittel zur Abschétzung der

Stickstoffisotopenverhaltnisse der zugefiihrten Nahrung.

&SN
Index |Kategorie Lebensmittel Quelle # | #2 | # [ m | sD

%0
NR-01 | Geflugel Putenbrust Backer Junkersdorf| 3,03| 2,75 2,78] 2,85 0,15
NR-03 | Milchprodukte | Mllermilch Miller 461 491 501 484 021
NR-04 | Milchprodukte | Milch Extra Markt, KéIn 6,30 6,36| 644| 6,37 0,07
NR-05 | Milchprodukte |Ayran Extra Markt, Koln 456 470| 524| 4,83 0,36
NR-06 | Schweinefleisch | Salami Extra Markt, Koln 544 520 515/ 526| 0,16
NR-07 | Getreide Vollkornbrot Backer, KoIn 227 258 194 226| 0,32
NR-08 |NEM Ultra Buffer Ultra Sports 527 494| 465| 495 0,31
NR-09 | Milchprodukte | Molketrunk Extra Markt, Koln 524| 462| 4,72| 4,86 0,33
NR-10 | Milchprodukte |franz, Weichkase | Extra Markt, K6In 515 540 482 512 0,29
NR-11 | Milchprodukte | Mozarella Extra Markt, KéIn 587 574| 556| 572| 0,16
NR-12 | Milchprodukte |Hartkése Extra Markt, KoIn 6,85| 6,97| 646| 6,76| 0,26
NR-13 | Fisch Krabbe Nordsee 11,08| 11,00 11,45| 11,18 0,24
NR-14 | Getreide Weizenmehl Extra Markt, KéIn 358 295 294| 316 0,37
NR-16 | Reis Reis Extra Markt, KéIn 4956 4,72 464, 0,11
NR-17 | Getreide Nudeln Extra Markt, Koln 315 295/ 296| 3,02 0,11
NR-18 | Gemlise Salat Mensa DSHS 488| 467 432| 462 0,28
NR-19 | Gemuse Zwiebel Extra Markt, Koln 0,04 0,50/ 0,27 0,33
NR-20 | Schweinefleisch | Fleisch Extra Markt, Koln 424 428 421 424) 0,03
NR-21 | Gemiise grine Paprika | Extra Markt, Kdln 2,34 2,34
NR-22 | Gemise rote Paprika Extra Markt, KoIn | -0,55| -0,51| -0,87| -0,64| 0,20
NR-23 | Gemiise Lauch Extra Markt, KoIn 1,28 095| 1,66 1,30] 0,36
NR-24 |Fisch Sepia Mittelmeer 10,83| 11,21 11,02 0,27
NR-25 | Gemiise Mohre Mensa DSHS 508| 442 490 480 0,34
NR-26 | Gemiise Brokkoli Mensa DSHS 349| 321| 352| 341 0,17
NR-28 | Geflugel Huhnerfleisch | Mensa DSHS 1,26] 1,05 1,16 0,15
NR-29 | Gemiise Blumenkohl Mensa DSHS
NR-30 | Geflugel Putenfleisch Mensa DSHS 292| 3,02 297, 0,07
NR-31 |Nisse Erdnuss Farmer 3,28 3,03 3,15 0,18
NR-33 |Nisse Kirbiskerne Backer, KoIn 050| 1,15 037 0,68 042
NR-34 | Obst Multivitaminsaft |Hohes C 250 241 245 0,06
NR-35 | Nisse Cashew-Kerne | Aldi KdIn 0,28/ 087 082 066 0,33
NR-38 |Rindfleisch Rindfleisch Mensa DSHS 540 5,37| 551| 543| 0,08
NR-44 | Gemise Mais Kipper Feinkost / 295 3,07 2,72] 291 0,18
NR-45 | Kakao Kakao Bendorp 405 446| 478| 443 0,37
NR-52 | Gemise Soja Extra Markt, Koln 2,39| 2,572 2,48 0,13
NR-56 | Gemiise GemUsemais P144 (C4) 1,04 118 1,111 0,10
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Anhang 7 Sauerstoffdruck des Blutes bei der Belastungsstudie
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Abb. 82: Verlauf des Sauerstoffpartialdruckes im Kapillarblut fir alle drei Probanden Uber den

Zeitraum des Rennens.
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Anhang 8 Daten Modellrechnung

Tab. 41: Berechnete Fraktionierungsfaktoren ¢ fur Proband 1 fir die vor dem Wettkampf

gesammelten Urinproben. 'exp' sind experimentelle Daten, 'theo' sind Literaturdaten, 'calc' sind durch

das Modell berechnete Werte.

t Q1 Q4 dp dp P2 Q3 SHs duy €
h g/h g/h %0 Yoo g/h g/h %0 %0 Yoo
exp exp exp exp exp theo theo exp exp calc
-76,8 | 0,69 0,75 4,07 | 10,08 | 1,97 1,97 4,32 4,62 5,54
-59,5 | 0,69 0,70 4,07 | 10,08 | 1,97 1,97 4,45 4,83 5,46
-29,5 | 0,69 0,73 4,07 | 10,08 | 1,97 1,97 4,82 4,67 4,91
-2,3 0,69 0,41 4,07 | 10,08 | 1,97 1,97 4,67 4,26 5,87
-1,3 0,69 0,81 4,07 | 1012 | 1,97 1,97 4,12 4,38 5,73
-0,5 0,69 0,87 4,07 | 1012 | 1,97 1,97 4,07 4,52 5,68
Tab. 42:  Berechnete Fraktionierungsfaktoren ¢ fur Proband 2 fir die vor dem Wettkampf
gesammelten Urinproben. 'exp' sind experimentelle Daten, 'theo' sind Literaturdaten, 'calc’ sind durch
das Modell berechnete Werte.
t OF P4 dp dp P2 0% SHs du €
h g/h g/h %o %o g/h g/h %o %o %o
exp exp exp exp exp theo theo exp exp calc
-949 | 0,67 1,19 3,98 | 10,60 | 1,91 1,91 4,09 5,48 5,37
-78,5 | 0,67 1,09 3,98 | 10,60 | 1,91 1,91 4,24 5,38 5,34
-59,0 | 0,67 0,70 398 | 10,93 | 1,91 1,91 4,80 5,35 5,77
-34,3 | 0,67 0,83 398 | 10,93 | 1,91 1,91 3,65 5,16 7,09
-1,5 0,67 0,93 3,98 | 10,50 | 1,91 1,91 3,73 517 6,36
-0,5 0,67 0,89 3,98 | 10,50 | 1,91 1,91 3,91 4,01 6,16
Tab. 43: Berechnete Fraktionierungsfaktoren ¢ fir Proband 3 fir die vor dem Wettkampf
gesammelten Urinproben. 'exp' sind experimentelle Daten, 'theo’ sind Literaturdaten, 'calc’ sind durch
das Modell berechnete Werte.
t 1 P4 dp Sp @2 Q3 SHs du €4
h g/h g/h %o %0 g/h g/h %o %0 %0
exp exp exp exp exp theo theo exp exp calc
-80,0 | 0,73 1,06 4,97 | 10,34 | 2,07 2,07 4,11 5,15 5,88
-59,5 | 0,73 0,72 497 | 10,60 | 2,07 2,07 4,96 5,90 5,64
-31,3 | 0,73 0,78 4,97 | 10,60 | 2,07 2,07 4,81 5,23 5,71
-3,2 0,73 0,72 4,97 | 10,63 | 2,07 2,07 4,26 4,93 6,62
-2,7 0,73 0,64 497 | 10,63 | 2,07 2,07 4,80 4,78 6,08
-2,0 0,73 0,76 4,97 | 10,63 | 2,07 2,07 4,82 5,41 5,78
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Tab. 44:

experimentellen Daten (*) gegentiber gestellt fur alle Urinproben zwischen t = -2,3 bis 73,3 Stunden

In das Modell eingehende Daten und durch numerische Iteration berechnete Werte, den

fur Proband 1. 'exp' sind experimentelle Daten, 'theo' sind Literaturdaten, 'calc’ sind durch das Modell

berechnete Werte, 'mod' sind die durch numerische lteration bestimmten Werte.

t

01

D4

dp

Op

02

D3

€4

P2

OHs

OHs

du

du

AQp

AQp

h

g/h

g/h

%00

%0

g/h

g/h

%00

g/h

%0

%00

%0

%00

g/h

%

exp

exp

exp

exp

exp

mod

theo

calc

mod

calc

exp*

calc

exp*

calc

calc

-2,3

0,69

0,81

4,07

10,08

1,94

1,97

5,61

0,05

4,11

4,12

4,45

4,38

-0,03

-2,3

-1,3

0,69

0,87

4,07

10,12

1,89

1,97

5,61

0,10

4,05

4,07

4,67

4,52

-0,08

-6,3

-0,5

0,69

0,72

4,07

10,12

2,10

1,97

5,61

0,15

3,41

3,42

4,57

4,38

0,13

10,2

2,0

1,88

0,65

4,98

10,12

2,55

1,97

5,61

0,00

4,68

4,68

4,68

4,52

0,58

45,3

58

1,88

0,68

4,98

10,12

2,38

1,97

5,61

0,05

5,04

5,07

5,39

5,38

0,41

32,0

7,7

1,88

0,78

4,98

10,12

2,35

1,97

5,61

0,00

515

5,16

5,15

5,13

0,38

29,7

10,0

1,88

0,93

4,98

10,12

2,28

1,97

5,61

0,05

4,97

4,97

5,24

5,22

0,31

24,2

12,3

1,88

1,18

4,98

10,12

2,08

1,97

5,61

0,10

5,08

5,07

5,48

9,45

0,11

8,6

16,5

1,88

1,39

4,98

10,12

2,05

1,97

5,61

0,00

5,17

5,14

5,17

5,00

0,08

6,2

18,5

1,88

1,33

4,98

10,12

2,13

1,97

5,61

0,00

5,02

5,01

5,02

4,98

0,16

12,5

20,8

1,88

1,30

4,98

10,12

2,21

1,97

5,61

0,00

4,82

4,82

4,82

4,81

0,24

18,8

22,3

1,88

1,28

4,98

10,12

2,19

1,97

5,61

0,15

4,47

4,46

5,06

5,06

0,22

17,2

24,2

1,88

1,69

4,98

10,12

1,90

1,97

5,61

0,15

4,76

4,70

5,31

5,31

-0,07

-5,9

26,5

1,88

1,35

4,98

10,01

2,14

1,97

5,61

0,15

4,46

4,46

5,04

5,14

0,17

13,3

36,8

1,40

1,03

4,29

10,01

1,85

1,97

5,61

0,25

4,46

4,41

5,17

5,19

-0,12

94

38,3

1,40

0,95

4,29

10,01

2,15

1,97

5,61

0,30

3,53

3,52

4,71

4,77

0,18

14,1

42,5

1,40

1,16

4,29

10,01

2,17

1,97

5,61

0,21

3,49

3,90

4,60

4,60

0,20

15,6

45,3

1,40

1,09

4,29

10,01

2,18

1,97

5,61

0,07

3,92

3,92

4,34

4,32

0,21

16,4

51,0

1,40

1,11

4,29

10,01

2,13

1,97

5,61

0,07

4,05

4,05

4,39

4,39

0,16

12,5

51,7

1,40

1,11

4,29

10,01

2,20

1,97

5,61

0,00

4,04

4,06

4,04

4,04

0,23

18,0

61,0

1,40

0,99

4,29

10,01

2,19

1,97

5,61

0,05

4,07

4,07

4,33

4,29

0,22

17,2

63,8

1,40

0,92

4,29

10,01

2,19

1,97

5,61

0,05

417

4,15

4,42

4,40

0,22

17,2

66,8

1,40

0,95

4,29

10,01

2,19

1,97

5,61

0,05

4,12

4,11

4,40

4,40

0,22

17,2

69,0

1,40

1,09

4,29

10,01

2,12

1,97

5,61

0,00

4,32

4,31

4,32

4,28

0,15

11,7

70,8

1,40

1,33

4,29

10,01

1,85

1,97

5,61

0,10

4,51

4,53

5,04

5,07

-0,12

94

73,3

1,40

1,30

4,29

10,01

1,95

1,97

5,61

0,19

3,99

3,99

4,89

4,91

-0,02

-1,6
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Tab. 45:
experimentellen Daten (*) gegentiber gestellt fur alle Urinproben zwischen t = -1,5 bis 63,5 Stunden

In das Modell eingehende Daten und durch numerische Iteration berechnete Werte, den

fur Proband 2. 'exp' sind experimentelle Daten, 'theo' sind Literaturdaten, 'calc’ sind durch das Modell

berechnete Werte, 'mod' sind die durch numerische lteration bestimmten Werte.

t

D1

D4

dp

op

02

D3

€

P2

SHs

OHs

du

du

AQp

AQp

h

g/h

g/h

%00

%00

g/h

g/h

%0

g/h

%00

%00

%00

%0

g/h

%

exp

exp

exp

exp

exp

mod

theo

theo

mod

calc

exp*

calc

exp*

calc

calc

-1,5

0,67

0,93

3,98

10,50

1,74

1,91

5,97

0,25

3,72

3,73

5,16

517

-0,17

-13,3

0,5

0,67

0,89

3,98

10,50

1,95

1,91

5,97

0,00

3,90

3,91

3,90

4,01

0,04

3,1

5,3

1,32

0,66

3,61

10,50

1,90

1,91

5,97

0,00

5,27

5,27

5,27

5,14

-0,01

-0,8

7,8

1,32

1,02

3,61

10,50

1,51

1,91

5,97

0,35

4,76

4,77

6,22

6,29

-0,40

-31,3

11,9

1,32

1,25

3,61

10,50

1,62

1,91

5,97

0,05

5,08

5,08

5,29

5,35

-0,29

-22,7

13,8

1,32

1,29

3,61

10,50

1,58

1,91

5,97

0,13

4,86

4,85

9,38

5,39

-0,33

-25,8

16,7

1,32

1,25

3,61

10,50

1,56

1,91

5,97

0,02

5,43

5,42

5,51

5,52

-0,35

-27,3

20,0

1,32

1,00

3,61

10,50

1,57

1,91

5,97

0,10

9,95

5,93

6,00

6,01

-0,34

-26,6

224

1,32

1,14

3,61

10,50

1,68

1,91

5,97

0,00

5,24

5,23

5,24

5,27

-0,23

-18,0

23,7

1,32

1,25

3,61

10,50

1,59

1,91

5,97

0,05

5,21

5,20

5,46

5,40

-0,32

-25,0

27,0

1,51

0,95

3,06

10,63

1,74

1,91

5,97

0,05

5,19

5,21

5,42

5,46

-0,17

-13,3

41,0

1,51

0,78

3,06

10,63

1,78

1,91

5,97

0,35

4,20

4,20

5,61

9,597

-0,13

-10,2

44,0

1,51

0,73

3,06

10,63

1,97

1,91

5,97

0,20

4,12

4,14

9,25

5,22

0,06

4,7

44,8

1,51

0,91

3,06

10,63

2,24

1,91

5,97

0,30

2,83

2,83

5,01

4,92

0,33

25,8

52,0

1,51

1,08

3,06

10,63

2,26

1,91

5,97

0,18

2,95

2,96

4,46

4,48

0,35

27,3

60,5

1,51

1,23

3,06

10,63

1,98

1,91

5,97

0,17

3,58

3,58

4,69

4,74

0,07

9,9

63,5

1,51

1,21

3,06

10,63

2,03

1,91

5,97

0,03

3,86

3,84

4,04

4,03

0,12

9,4
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Tab. 46:

experimentellen Daten (*) gegentiber gestellt fur alle Urinproben zwischen t = -3,2 bis 73,5 Stunden

In das Modell eingehende Daten und durch numerische Iteration berechnete Werte, den

fur Proband 3. 'exp’ sind experimentelle Daten, 'theo' sind Literaturdaten, 'calc’ sind durch das Modell

berechnete Werte, 'mod' sind die durch numerische lteration bestimmten Werte.

t @1 | @4 | O0 | O | @2 | @3 | €& | @2 | OHs | OHs | Ou | Ou | Agp | Age
h | agh | gh | % | % [ gh|gh]| % |agh ]| % | % | % | % | gh| %
exp | exp | exp | exp | exp | mod | theo | theo | mod | calc | exp* | calc | exp* | calc | calc
-3,2| 0,73| 0,72 497[10,63| 2,15 2,07| 583| 0,08| 4,27| 426| 490 493| 0,08] 39
-2,7| 0,73| 0,64 4,97[10,63| 2,12 2,07| 583| 0,000 4,79| 4,80| 4,79| 4,78| 0,05] 24
2,01 0,73| 0,76| 4,97[10,63| 197| 2,07| 583| 0,09| 482| 482| 544| 541|-010] 48
58| 1,75| 0,87| 4,89]10,63| 2,29| 2,07| 583| 0,00] 545 546| 545| 539| 0,22| 10,6
8,5 1,75] 1,00 4,89|10,63| 2,30 2,07| 583| 0,08] 4,94| 493| 536| 534| 0,23 111
10,5 1,75| 1,41]| 4,89[10,63| 2,10 2,07| 583| 0,00] 522| 520 522| 501| 0,03] 14
11,6| 1,75| 1,60| 4,89(10,63| 2,00| 2,07| 5,83| 0,03| 516 518] 5,26| 5,30|-0,07| -3,4
13,8| 1,75| 1,72| 4,89(10,63| 1,92 2,07| 583| 0,00 533| 532| 533| 523|-0,15] -7,2
17,8| 1,75| 1,27 4,89(10,63| 2,06| 2,07| 583| 0,30| 4,63 4,63| 578| 5,75/ -0,01] -0,5
20,2| 1,75] 1,26| 4,89|10,63| 2,12| 2,07| 583| 0,20| 4,76| 4,78| 537| 532| 0,05| 24
224 1,75] 1,25 4,89]10,63| 2,20 2,07| 583| 0,10| 4,83| 482| 526| 529| 0,13| 6,3
24,3| 1,75] 1,08| 4,89|10,63| 2,22| 2,07| 583| 0,15| 4,85 4,83| 546| 546| 015 7.2
250| 1,08] 1,13| 443]10,63| 1,91 2,07| 583| 0,05| 497| 498| 519| 520|-0,16| -7,7
355 1,08| 0,86| 4,43/10,54| 2,02| 2,07| 583| 0,25 427| 424| 544| 557|-0,05| -24
38,5 1,08| 0,76| 4,43]10,54| 2,09| 2,07| 583| 0,00| 506| 505 506| 4,77 0,02| 1,0
42,0) 1,08] 0,88| 4431054 211| 2,07| 583| 0,05| 461| 462 494| 500 0,04 19
450| 1,08| 0,86| 4431054 211| 2,07| 583| 0,00| 4,82| 481| 482| 486| 0,04| 19
47,3| 1,08] 1,03| 443]10,54| 199| 2,07| 583| 0,04| 4,82 485 507| 502|-0,08] -39
48,5| 1,08] 1,11] 443[10,54| 197| 2,07| 583| 0,00] 4,90 493 490| 481|-0,10] 4,8
49,0| 1,08] 1,14| 443|10,54| 1,77| 2,07| 583| 0,10| 521| 521| 568| 563|-0,30| -14,5
50,0| 1,08 1,17| 443/10,54| 1,50| 2,07 583| 0,35 524| 524| 6,51| 6,48| -0,57| -27,5
50,5 1,08 1,16| 4,43]10,54| 1,64| 2,07| 583| 0,30| 4,93| 495| 6,09| 6,04|-0,43| -20,8
51,0 1,08 1,17| 443]10,54| 1,88| 2,07| 583| 0,02| 505| 504| 515 512|-0,19| 9,2
55,5 1,08 1,32] 4,43]10,54| 1,80| 2,07| 5,83 0,00| 517| 5,18| 517| 4,73|-0,27| -13,0
57,5| 1,08 1,21] 443]10,54| 1,95| 2,07| 583| 0,00| 483| 482] 483| 447|-012| -58
58,5 1,08| 1,10| 4,43]10,54| 1,92| 2,07| 583 0,00] 510| 5,11| 510| 5,02| -0,15| -7,2
61,0 1,08| 0,86 4431054 1,45| 2,07| 583 0,60| 503| 504| 6,86| 7,46 -0,62| -30,0
63,5 1,08| 0,79| 4,43]10,54| 2,05| 2,07| 5,83 0,00| 517| 5,16] 517| 3,55|-0,02| -1,0
65,0| 1,08| 1,02| 443/1054| 1,86| 2,07| 583| 0,00| 547| 546| 547| 455|-0,21| -10,1
66,5 1,08| 098] 4,43/10,54| 1,93| 2,07| 583| 0,00 527| 529| 527| 450|-014| -6,8
73,5 1,08] 092| 443]10,54| 1,88] 2,07| 5,83 0,00] 558| 557| 558| 4,88|-0,19] 9,2
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Anhang 9

Tab. 47:

Liste der untersuchten Nahrungserganzungmittel

untersuchten Kreatin-Monohydrate.

Labornummer, Handelsname, Hersteller (Vertrieb) und angegebenes Herkunftsland der

Lab.Nr. Handelsname Hersteller Land
CH-027 Kreatin Sponsor Food CH
IOC-NEM 006 | Kreatin Sports one Inc. USA
IOC-NEM 041 | Kreatin-Monohydrat | General Nutrition Corporation USA
IOC-NEM 129 | Kreatin-Monohydrat | Dymatize Enterprises Inc. USA
IOC-NEM 178 | Max Kreatin Max Muscle USA
IOC-NEM 239 | Kreatin-Monohydrat | Phytochem Handels GmbH D
IOC-NEM 271 | Kreatin Capsules Ultimate Nutrition USA
|IOC-NEM 274 | Kreatin Powder Ultimate Nutrition USA
IOC-NEM 311 | Explode Eiselt Research NL
IOC-NEM 323 | Kreatin CoatedPearls | K +V Verlag &Metabolic Nutrition GmbH D
IOC-NEM 339 | Kreatin 3000 SciFit USA
|IOC-NEM 357 | Kreatin Pure Performance
IOC-NEM 376 | Kreatin-Monohydrat | Peeroton Warenhandelsgesellschaft A
|IOC-NEM 405 | Kreatin Nutrica NV B
IOC-NEM 413 | Kreatin Supreme Ultimate Nutrition USA
|IOC-NEM 465 | Muscle Kreatin MyoTeK Sports Nutrition USA
|IOC-NEM 474 | Professional Kreatin | HNT Laboratories USA
IOC-NEM 484 | creapure Ultimate Nutrition USA
IOC-NEM 491 | Phosphagen Kreatin | EAS germany GmbH D
IOC-NEM 505 | Kreatina Monoplus Eudinamis, Rimini I
IOC-NEM 527 | Kreatin-Monohydrat | Olympus Sport Nutrition F
IOC-NEM 532 | plus Kreatin elite sport nutrition ESP
IOC-NEM 546 | Kreatin-Monohydrat | Fitnes Pharma Body Nutrition N
|IOC-NEM 547 | Kreatin Natumin Pharma Norge AS
IOC-NEM 577 | X-treme Kreatin Inko internationel Handelskontor gmbh D
|IOC-NEM 603 | Pro-Kreatin Chemical Nutritional Products LTD UK
|IOC-NEM 620 | Micronized Kreatin Met-Rx USA
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Tab. 48:

fur verschiedene Kreatin-Monohydrate.

Labornummer, Darreichungsform, LOT-Nummer und per HPLC bestimmter Kreatingehalt

Lab,-Nr, Darreichungsform LOT Kreatingehalt [%]
CH-027 Pulver 102,1
|IOC-NEM 006 Pulver 5831 97,2
IOC-NEM 041 Pulver V19768 101,4
IOC-NEM 129 Kapseln 063049 96,2
IOC-NEM 178 Pulver 103014 97,1
|IOC-NEM 239 Pulver L0100040 99,8
IOC-NEM 271 Gelatinekapseln 99,5
|IOC-NEM 274 Pulver 70700,8 100,9
IOC-NEM 311 Pulver 103,5
IOC-NEM 323 Kapseln 2590 100,7
IOC-NEM 339 Gelatinekapseln 6110 104,7
IOC-NEM 357 Gelatinekapseln 0111,80 103,3
|IOC-NEM 376 kristallines Pulver 4521039049 103,0
|IOC-NEM 405 Pulver 01/05610 101,3
IOC-NEM 413 kristallines Pulver 100,7
|IOC-NEM 465 Pulver 100,2
|IOC-NEM 474 Pulver 10433 101,4
|IOC-NEM 484 Pulver SKW112900 98,6
|IOC-NEM 491 Pulver 10093 95,2
[OC-NEM 505 Gelatinekapseln 100239 103,5
|IOC-NEM 527 Pulver 99,2
|IOC-NEM 532 Pulver 4-05-01 98,8
|IOC-NEM 546 Pulver 0008 98,9
|IOC-NEM 547 Pulver 20000116 97,5
IOC-NEM 577 Pulver 103,5
|IOC-NEM 603 Pulver 20010324 101,7
|IOC-NEM 620 Pulver K0121A 1031
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Tab. 49:

Labornummer, §"C- und &"°N-Werte fiir die einzelnen Kreatin-Monohydrate. Jede Probe

wurde dreifach bestimmt, m stellt den Mittelwert mit der Standardabweichung (SD, 10) dar.

313C [%0] SN [%0]

Lab,-Nr, #1 #2 #3 m+SD #1 #2 #3 m+ SD
CH-027 -33,34 | -3297| -33,34| -33,22+0,18 024| -0,05 0,06 | 0,08 +0,12
IOC-NEM 006 | -44,11| -44,20 -4416+0,04| -066| -067| -0,60]|-0,64+0,03
IOC-NEM 041 | -37,49| -37,47| -37,24| -37,40+0,12 011| -024| -055]|-0,23+0,27
IOC-NEM 129 | -28,15| -27,84| -27,82| -27,94+0,15| -3,40| -3,33| -3,67|-347%0,15
IOC-NEM 178 | -29,54 | -29,59| -29,77 | -2963+0,10| -4,02| -392| -4,03]|-3,99+0,05
IOC-NEM 239 | -37,54 | -37,44| -37,58 | -37,52+0,06 0,01 0,46 0,15| 0,20 £0,19
IOC-NEM 271 | -42,24 | -4251| 4224 | -4233+0,13| -093| -1,02| -0,79{-0,91+0,09
IOC-NEM 274 | -4291| -4237| -43,02| -42,77+0,28| -1,24| -095| -1,07|-1,09+0,12
|IOC-NEM 311 | -35,10| -35,17| -3510| -3513+0,03| -0,58| -0,56| -0,53|-0,55+0,02
IOC-NEM 323 | -30,35| -30,61| -30,53 | -30,50 + 0,11 0,94 1,13 1,411 1,16 +£0,19
IOC-NEM 339 | -38,28| -38,28| -38,26 | -38,28+0,01| -216| -210| -2,34|-220+0,10
IOC-NEM 357 | -33,69| -33,81| -34,06| -3385+0,15| -250| -219| -247|-2,39+0,14
|IOC-NEM 376 | -36,51| -36,56| -36,45| -36,50 £0,04| -080| -0,51| -0,18]-0,50+ 0,25
IOC-NEM 405 | -29,37 | -29,37 | -2941| -2939+0,02| -183| -1,75| -2,05|-1,88+0,13
IOC-NEM 413 | -29,93| -30,06| -29,30 | -29,76 +0,33 | -4,386 | -4,13| -4,232|-4,25+0,11
IOC-NEM 465 | -35,09| -3500| -3507| -3505+0,04| -0,24| -013| -0,16|-0,18+0,05
IOC-NEM 474 | -34,44| -3456| -34,66| -3455+0,09, -0,76| -056| -0,94|-0,76+0,15
IOC-NEM 484 | -35,55| -35,53 -35,54+£0,01| -054| -028| -0,62]|-0,48+0,14
IOC-NEM 491 | -3524| -35,08 | -3514| -35,15+0,07| -055| -0,93| -0,45]|-0,65+0,21
IOC-NEM 505 | -38,26 | -37,99| -38,29 | -38,18£0,14 0,86 1,14 0,90 | 0,97 £0,13
IOC-NEM 527 | -28,32| -28,15| -28,38| -28,28+0,09| -355| -3,58| -3,62]-3,59 0,03
IOC-NEM 532 | -34,77| -34,95| -34,66| -34,79+0,12| -037| -052| -0,45|-0,45+0,06
|IOC-NEM 546 | -38,48 | -38,34| -38,26 | -38,36 + 0,09 0,49 0,75 0,50 | 0,58 £0,12
IOC-NEM 547 | -29,77 | -29,68| -29,72| -29,72 + 0,04 1,97 1,69 200 1,89+0,14
|IOC-NEM 577 | -37,35| -37,28| -37,32| -37,32+0,03| -0,36| -039| -0,45|-0,40+0,04
IOC-NEM 603 | -28,57 | -28,56| -28,53 | -28,55+0,02| -260| -2,76| -2,61]|-2,66+ 0,07
IOC-NEM 620 | -30,25| -30,22| -30,12| -30,20+0,06| -0,56| -0,65| -0,58|-0,60 + 0,04
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Anhang 10 Experimentelle Daten Fallstudie Kreatin-Monohydrat-

Supplementierung

Tab.50:  Konzentrationen an Kreatinin (Crn), Kreatin (Cr), bestimmt per HPLC und 5°N-Werte fir

Kreatinin und Gesamtkreatinin (TCrn) sowie die daraus berechneten §™N-Werte fiir Kreatin.

(crn] | [CA §'Ncm §'5Nrcm 515N
Nr| Datum t M # | # | m[SD|[# |# | m [SD| m|SD
d mg/ml %0
1] 31/07/2006] -4| 1,552] 0,00]2,65]250]3,31|2,82| 0,43[2,20( 1,99] 2,08/ 0,10
2| 02/08/2006] -2| 1,91] 0,00]1,16] 2,92 2,04| 1,25
3| 03/08/2006] -1| 1,16] 0,04|4,32|3,11|4,26( 3,90 0,68/2,86| 2,58| 2,72( 0,20
4] 05/08/2006] 1] 1,28] 3,55|5,61] 5,21 541] 0,28
5| 07/08/2006] 3| 1,30| 3,88]4,72|5,61|4,03|4,79] 0,79/1,76| 1,76| 1,76| 0,00 0,71 0,39
6| 14/08/2006] 10| 0,28] 2,49]5,06 5,06 0,76 0,77 0,30
7| 21/08/2006| 17| 1,61] 4,70(5,99| 5,66 582 0,24]2,74]2,65| 2,69]0,06| 1,29/ 0,39
8| 28/08/2006] 25| 0,83| 3,33| 583|647 6,15] 045[1,21[1,58] 1,40 0,21/ 0,20
9| 04/09/2006] 30| 048] 2,90]|5,11] 3,47 4,291 1,16/1,05/0,90] 0,97] 0,11/ 0,31/ 0,36
10| 11/09/2006| 37| 2,04| 7,34]3,97]3,97 3,97/ 0,00/1,20 1,20 0,43/ 0,10
11] 18/09/2006| 44| 3,04]| 053]2,16]2,23 2,201 0,04[2,17]1,82] 2,00/ 0,25] 0,86 1,76
12| 16/10/2006| 72| 0,82] 0,06|5,75 575
13| 23/10/2006| 79| 0,557 0,02]4,12[5,30] 4,99] 4,80 0,61
14| 25/10/2006| 81| 0,68] 0,02|4,10] 4,03 4,07] 0,04
15| 26/10/2006| 82| 0,87| 0,03
16| 28/10/2006| 84| 0,73] 0,02
17| 30/10/2006| 86| 0,28] 0,01
18] 06/11/2006| 93| 1,08] 0,02
19| 20/11/2006| 107| 0,86] 0,02
20[ 27/11/2006] 114] 0,46] 0,01
21| 04/12/2006] 121] 1,79] 0,04
22| 08/12/2006] 125 2,20] 0,12
23| 09/12/2006] 126] 0,90| 0,04




196

8 Anhang

Anhang 11 Liste der untersuchten Pferdeurine

Tab. 51:

bestimmten experimentellen §"C-Werte fiir die untersuchten Pferdeurine.

Labornummer, Geschlecht, pH-Wert, Abnahme und Aufarbeitungsdatum sowie die

813C 613C

(gesamt-C) (TCOy)

Index Datum Datum #1 #2 m SD #1

%o %o %o %o %o
CB-01 blk [13.11.05| 119]12.03.06| -28,21| -28,20| -28,20 0,01] -30,86
CB-02 blk |13.11.05| 119]12.03.06| -27,57| -28,13| -27,85 0,40 -30,17
CB-03 blk [13.11.05| 119]12.03.06| -27,92| -28,48| -28,20 0,39| -29,99
CB-04 blk |13.11.05| 119]12.03.06| -28,34| -28,80| -28,57 0,32| -29,66
CB-05 blk [13.11.05| 119]12.03.06| -27,87| -2843| -28,15 0,40| -28/42
CB-06 blk |13.11.05| 119]12.03.06| -27,58| -27,54| -27,56 0,03| -27,37
CB-07 blk |13.11.05| 119]12.03.06| -27,85| -28,06| -27,95 0,15| -27,38
CB-08 blk |13.11.05| 119]12.03.06| -30,08] -30,19| -30,13 0,08| -26,52
CB-09 ([w | 9,0/TK |10.05.06 16|26.05.06| -23,53 -23,53 -25,84
CB-10 [m | 55|TK |27.03.06 3130.03.06| -28,56 -28,56 -26,68
CB-11 {m | 8,0{WK |14.02.06 21(07.03.06| -22,83 -22,83 -29,93
CB-12 {m | 55|WK |14.03.06 6(20.03.06| -24.45 -24.45 -25,30
CB-13 |m | 55|WK |27.03.06 3130.03.06| -2447 -24 47 -24,75
CB-14 I/m | 6,0|WK |02.03.06 5(07.03.06| -22,94 -22,94 -23,11
CB-15 |m | 6,5|WK |19.02.06 16|07.03.06| -23,96 -23,96 -24,10
CB-16 |m | 7,5|WK |14.02.06 21/07.03.06| -24,14 2414 -24,09
CB-17 |[v | 6,5|WK |06.03.06 1107.03.06| -23,89 -23,89 -23,46
CB-18 |w WK | 15.03.06 15| 30.03.06| -24,45 -24,45 -23,87
CB-19 |w | 6,5|WK |20.03.06 10| 30.03.06| -24,77 24,77 -24,19
CB-20 (w | 6,0/|WK |20.03.06 10| 30.03.06| -28,50 -28,50 27,75
CB-21 \m | 6,0/{WK |27.03.06 3130.03.06| -24,44 -24,44 -23,62
CB-22 i{m | 5,0{WK |20.03.06 10| 30.03.06| -25,11 -25,11 -24,06
CB-23 |w WK | 19.03.06 11130.03.06| -23,44 -23,44 -22,38
CB-24 |m WK | 30.04.06 26(26.05.06| -24,95 -24,95 -23,83
CB-25|m | 75|WK |27.03.06 3130.03.06| -25,38 -25,38 -23,90
CB-26 |[v | 6,0/WK |06.03.06 1107.03.06| -24,86 -24,86 -23,31
CB-27 [m | 85|WK |27.03.06 3130.03.06| -25,59 -25,59 -22,95
CB-28 |w WK |12.03.06 8(20.03.06| -24,72 24,72 -21,82
CB-29 [m | 8,0{WK |14.02.06 21(07.03.06| -26,01 -26,01 -23,02
CB-30 i[m | 8,5|WK |20.03.06 10| 30.03.06| -26,02 -26,02 -22,75
CB-31 |w WK |19.03.06 11130.03.06| -23,84 -23,84 -20,55
CB-32 {/m | 8,0{WK |02.03.06 5(07.03.06| -25,73| -2597| -25,85 017| -22,14
CB-33 |m WK |12.03.06 8(20.03.06| -25,58 -25,58 -21,55
CB-34 I[m | 9,0/|WK |27.03.06 3130.03.06| -24,62 -24,62 -20,50
CB-35|m | 8,0|WK |19.02.06 16|07.03.06| -25,84| -25,68| -25,76 0,11| -20,86
CB-36 WK |19.03.06 111 30.03.06| -26,93 -26,93 -21,75
CB-37 [m | 85|WK |27.03.06 3130.03.06| -28,61 -28,61 -23,34
CB-38 |w WK |19.03.06 111 30.03.06| -25,63 -25,63 -19,19
CB-39 |m WK | 26.03.06 4130.03.06| -28,96 -28,96 -20,20
CB-40 19.04.06 32121.05.06| -24,92 -24,92 -26,36
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CB-41 03.04.06 18121.04.06| -26,75 -26,75 -28,10
CB-42 10.04.06 11121.04.06| -24,97 -24,97 -25,83
CB-43 03.04.06 18121.04.06| -28,14 -28,14 -27,43
CB-44 10.04.06 11121.04.06] -27,25 -27,25 -26,33
CB-45 28.03.06 2130.03.06| -25,93 -25,93 -23,46
CB-46 04.04.06 17121.04.06| -28,76 -28,76 -21,80
CB-47 \mf| 8,5|WK |09.05.06 21130.05.06| -25,20 -25,20 -31,50
CB-48 |v | 7,5|WK |02.05.06 28/30.05.06| -21,85 -21,85 -26,59
CB-49 Imf| 85|WK |02.05.06 28130.05.06| -25,58 -25,58 -28,97
CB-50 |v | 7,5|WK |02.05.06 28|30.05.06| -26,33 -26,33 -28,42
CB-51 Imf| 7,5|WK [12.05.06 18/30.05.06| -25,58 -25,58 -26,59
CB-52 |v | 7,0/WK |02.05.06 28|30.05.06| -24,93 -24,93 -25,77
CB-53 |v | 8,0/WK |09.05.06 21130.05.06| -25,61 -25,61 -26,00
CB-54 |v | 7,5|WK |02.05.06 28|30.05.06| -25,00 -25,00 -25,35
CB-55 |v | 5,0/WK |09.05.06 21130.05.06| -26,79 -26,79 -26,90
CB-56 |v | 8,5|WK |02.05.06 28|30.05.06| -25,28 -25,28 -23,82
CB-57 |v | 9,0/WK |09.05.06 21130.05.06| -24,85 -24,85 -23,37
CB-58 Imf| 9,0/WK |12.05.06 18/30.05.06| -24,51 -24,51 -22,9%4
CB-59 Imf| 8,5|WK |09.05.06 21130.05.06| -24,63 -24,63 -22,95
CB-60 /mf| 8,5|WK |09.05.06 21130.05.06| -25,57 -25,57 23,77
CB-61 |v | 8,0/WK |09.05.06 21130.05.06| -25,91 -25,91 -24,08
CB-62 Imf| 5,0|WK [12.05.06 18130.05.06] -27,21 27,21 -24,73
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