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1 Einleitung

Freie Radikale spielen heute in der Diskussion um Alterungsvorgéange sowie in
Schadigungsvorgangen im menschlichen Organismus eine erhebliche Rolle.
1900 begriindete Moses Gomberg (1866-1947) mit der Entdeckung des ersten
organischen Freien Radikals die Chemie der Freien Radikale. Man versteht
heute darunter hochreaktive Atome und Molekile, die sich dadurch
auszeichnen, dass sie ein oder mehrere freie bzw. unpaare Elektronen auf der

auBeren Schale tragen [7].

Es ist technisch schwierig, die Effekte Freier Radikale von
gesundheitsschadlicher Art direkt nachzuweisen, da die Reaktionen
augenblicklich ablaufen. Epidemiologische Studien in Bezug auf diese
Fragestellung fehlen noch.

Unter anderem werden Freie Radikale durch aeroben Stoffwechsel generiert.
Man geht davon aus, dass bei der Reaktion der Sauerstoffradikale mit Lipiden
(Lipidperoxidation) Kettenreaktionen ausgelést werden, die zu oxidativem
Stress flhren kénnen [82]. Durch die Lipidperoxidation der mehrfach
ungesattigten Fettsauren wird die Interaktion der Zelle und Zellmembran mit der
Zellumgebung gestdrt. Wichtige Funktionen werden so beeintrachtigt. Aufgrund
der Fahigkeit Freier Radikale, durch die Zellmembran zu diffundieren, ist auch
die DNS im Zellkern Ziel der Angriffe, was bedeutende pathophysiologische
Auswirkungen bei der Tumorentstehung haben kann [20;31].

Unter physiologischen Bedingungen werden den Freien Radikalen aber auch
wichtige Funktionen zugeschrieben. So werden Freie Radikale vom
kérpereigenen Immunsystem bei der Bekdmpfung von Antigenen eingesetzt
und gelten als Signal- und Modulatormolekule [7]. Daher wird der Entstehung
Freier ~Radikale durch korperliche Arbeit eine Rolle bei der
Belastungsadaptation zugeordnet [19].

Dass durch den vermehrten Sauerstoffumsatz unter kérperlicher Arbeit auch
vermehrt O-Radikale entstehen kdnnen, beschrieben erstmals McCord u.
Fridovich 1969 [61]. Vor diesem Hintergrund wurden gesundheitsschadliche

Aspekte sportlicher Betatigungen diskutiert.



Hinsichtlich der pathophysiologischen Wirkungen ist das medizinische Interesse
an den Entstehungs- und Regelmechanismen von Freien Radikalen
dementsprechend groB. Darlber hinaus stellt sich die Frage, wie eine
Hemmung der Auswirkung bzw. eine Vermeidung von Freie-Radikal-Bildungen
erreicht werden kann.

Heine (1996) konnte zeigen, dass aerobe Dauerbelastungen Uber 22 Stunden
zu einer deutlichen Radikalbelastung fuhren. Zudem konnte belegt werden,
dass ausdauertrainierte Personen Uber einen ausgepragten antioxidativen
Schutz verfigen [30]. Gohil et al. (1988) unterstitzen diese Aussage. Sie
fanden hochsignifikant gestiegene Parameter oxidativer Prozesse nach einer
einstlindigen Dauerbelastung bei 65% der VO,max [27]. Allerdings herrscht keine
Einigkeit daruber, ob oxidativer Stress durch korperliche Arbeit ausgelost wird.
So konnten andere Autoren keine vermehrte Radikalbelastung nach
submaximaler Dauerbelastung feststellen [10;54;79]. Stark differierende
Untersuchungsgestaltungen und eine Vielzahl von unterschiedlichen
Stressparametern konnten die Ursache fur opponierende Ergebnisse sein [73].

Von manchen Autoren wird ein Einfluss von Vitamin C auf die Entstehung von
Freien Radikalen vermutet [29;77]. Im Rahmen der Vitamin-C-Produktion ist in
den letzten Jahren neben der seit Jahrzehnten Ublichen Form der
Brausetablette eine Retardkapsel entwickelt worden. Sie soll laut Hersteller
einen erhdhten Vitamin-C-Spiegel im Blut Uber eine Zeitspanne von ca. acht
Stunden bewirken. Deshalb ist die Frage naheliegend zu untersuchen, ob
tberhéhte Dosen von Vitamin C die in Verbindung mit kérperlicher Arbeit
vermehrt anfallenden Freien Radikale reduzieren, und, falls ja, ob sich dabei ein
Unterschied ergibt zwischen den beiden Verabfolgungsformen des Vitamin C.

Im Einzelnen sollen folgende Fragen untersucht werden:

e Entsteht eine verstarkte Radikalbelastung durch eine 60-mindtige
korperliche Arbeit auf dem Fahrradergometer bei 61% der VOomax?

e Welche Auswirkung hat dabei die akute Verabreichung von Vitamin C in
Form einer Brausetablette im  Vergleich zur retardierten

Verabreichungsform?



2 Methodik

2.1 Untersuchungsgut

An der vorliegenden Studie nahmen insgesamt 13 mannliche Probanden im
Alter von 22 bis 36 Jahren mit einer durchschnittlichen KérpergréBe von
179,5cm und einem mittleren Koérpergewicht von 75,1kg teil. lhre
anthropometrischen Daten sind in Tabelle 1 dargestellt. Alle Probanden waren

maBig bis gut ausdauertrainiert.

Tab. 1 Anthropometrische Daten (Alter, GroBe, Gewicht), Body-Mass-Index (BMI) und VOynay, der

Prifgruppe, Einzel- und Mittelwerte (X), Standardabweichungen (SD) der Gesamtgruppe n=13.

N Alter GroBe Gewicht BMI2 \'/OZmax_
(Jahre) (cm) (kg) (kg/m®) (ml/kg/min)
1 30 174 82 27,1 50,9
2 27 185 80 23,4 67,3
3 28 172 66 22,3 52,1
4 29 176 65 21,0 65,9
5 26 175 60 19,6 54,3
6 27 179 69 21,5 63,7
7 32 178 80 25,2 47.8
8 32 179 76 23,7 62,0
9 36 182 80 24,2 45,1
10 25 170 68 23,5 56,8
11 24 183 80 23,9 49,8
12 29 190 77 21,3 64,8
13 22 190 93 25,8 53,4
X 28,2 179,5 75,1 23,3 56,4
SD 3,7 6,3 9,0 21 7,5

Die Anamnese vor Beginn der Eingangsuntersuchung ergab, dass alle
Probanden gesund waren und nicht unter Einfluss von Medikamenten und
Nahrungserganzungsmitteln standen. Die Probanden wurden vor Beginn der
Studie Uber Zweck, Ablauf und Risiken der Untersuchungen informiert. Zudem
wurden sie dazu aufgefordert, die Erndhrungsvorgaben einzuhalten, am

Versuchstag sowie am Vortag nicht sportlich aktiv zu sein, keinen Alkohol zu



trinken und keine auBer denen flr die Studie relevanten Vitaminpraparate

einzunehmen. Alle Teilnehmer waren Nichtraucher.

2.2 Untersuchungsgang

Samtliche Belastungstests fanden im Institut fir Motorik und Bewegungstechnik
der Deutschen Sporthochschule Kéln statt. Jeder Proband unterzog sich einer
medizinischen Eingangsuntersuchung, bestehend aus arztlicher Anamnese,
vendser Blutabnahme zur Erhebung des groBen Blutbildes und einem Ruhe-
und Belastungs-EKG mit Blutdruckmessung. Wahrend des Belastungstests
wurden zudem spirometrische Daten und Blutlaktat gemessen. Zum Zeitpunkt
aller Untersuchungen waren die Testpersonen bezlglich ihrer Erndhrung und
ihrer Gesundheit unaufféllig und am Tag der Testungen ohne intensive

kérperliche Vorbelastung.

Die maximale Sauerstoffaufnahme wurde spiroergometrisch (ZAN) auf einem
Fahrradergometer (SRM) im Rampentestdesign ermittelt. Neben der VOzmax
wurden die maximal bewaltigte Wattzahl und die Herzfrequenz in Ruhe und bei
Abbruch der Belastung in Protokollbégen festgehalten.

Bei den darauf folgenden drei Dauertests wurde eine individuelle
Arbeitsintensitat von 60-65% der VOonax angestrebt. Die Intensitét steuerten wir
Uber die absolute Sauerstoffaufnahme (ml/min), die zeitgleich spirometrisch
erfasst wurde. Die Belastungsdauer betrug 60 Minuten. Jeder Test fand an
einem gesonderten Tag statt, wobei der Abstand zwischen zwei Tests zwei bis
sieben Tage betrug. Die drei Dauertests absolvierten die Probanden somit
zeitnah hintereinander. Alle spirometrischen Daten wurden auf Datentragern
gespeichert und spater zur Auswertung mit einem PC ausgelesen. Vendse
Blutentnahmen vor, wahrend und nach der Dauerbelastung dienten der
Beurteilung des oxidativen bzw. antioxidativen Status. Die zu erhebenden
Parameter waren Glutathion (GSH, GSSG) und 8-Isoprostan. Zusatzlich wurde
die Vitamin C-Konzentration (Vit-C) des vendsen Blutes bestimmit.



Tab. 2 Tabellarische Darstellung des Untersuchungsgangs.

Gesamtdauer
Tag | Testmodus Inhalt Parameter (Belastung)
Medizinische | Anamnese, Belastungs- Pl BElAENG, Bl 60min
1 Untersuchung | test e ; 17, Ll (30min)
9 groBes Blutbild
. Aufwarmphase, : 30min
2 | Maximaltest Rampeniest VOomax, Watt (20min)
. - Watt, HF, Borg, Laktat, :
3 | Dauertest A g?ii:’%%g”;;x S VO,, 8-Iso, GSH, (16200nr1ni:1r;
9 GSSG, Vit-C
60-65% VOomax, Placebo | ,;. 120min
4 | Dauertest B Retard Wie Tag 3 (60min)
60-65% VOomay, Verum : 120min
5 |Dauertest C Retard 500mg Wie Tag 3 (60min)

Allen Belastungsuntersuchungen auf dem SRM-Ergometer ging die individuelle
Einstellung des Fahrradergometers voraus, um eine optimale und gewohnte
Sitzposition der Probanden zu gewéhrleisten. Zudem wurde das Ergometer vor
jedem Test geeicht. Abgesehen von der Aufwarmphase vor dem Maximaltest
waren alle Probanden flir die Tests an das Spirographensystem angeschlossen
und mit einem Pulsgurt ausgestattet. Die Herzfrequenz (HF) wurde Uber einen
Brustgurt der Firma Polar® an die Steuerungseinheit des SRM-Ergometers
gesendet, auf Bildschirmen dargestellt und handschriftlich registriert. Zudem
flossen die jeweilige Leistung in Watt und die subjektiv empfundene Belastung
(Borg-Skala) in das Protokoll ein.

2.3 Untersuchungsverfahren

2.3.1 Maximaltest

Die Aufwarmphase mit einem Intensitatswechsel (4min 100 Watt, 3min 150
Watt, 3min 100 Watt) vor der Maximalbelastung dauerte 10 Minuten. Danach
wurde eine 1-mindtige Messung der Atemwerte ohne muskulare Aktivitat
durchgefuhrt und anschlieBend der Maximaltest mit einer Belastung von 150
Watt begonnen. Diese Phase wurde zwei Minuten gehalten, um dann die
Wattzahl um 25 Watt alle 30 Sekunden bis zur subjektiven Ausbelastung zu
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steigern. Den Probanden forderten wir dazu auf, die Trittfrequenz so lange wie
moglich konstant zu halten und nach Abbruch des Tests weiterzufahren. Daflr
wurde der Widerstand fir die Erholungsphase (5—10min) auf ca. 50 Watt
reduziert. Die Spirometriedaten wurden sowohl in den PC des ZAN-
Spirographen (Atemzug fur Atemzug) als auch auf Datentrédgern (10-Sekunden-
Mittelung) gespeichert. Die so gespeicherten Daten konnten spater in MS-Excel

ausgelesen werden und dienten der Ermittlung der VOonmax.

2.3.2 Dauertest

Jede Testperson absolvierte drei 60-minltige Dauertests, welche einer
Atemarbeit von 60-65% der im Maximaltest ermittelten absoluten VOamax
entsprachen. Jeder Test wurde randomisiert und einfach verblindet unter einer
anderen Praparatgabe bewaltigt. 30 Minuten vor Beginn des Tests A nahm der
Proband 1000mg Ascorbinsdure in Form einer Brausetablette, geldst in einem
Glas Wasser, zu sich (Cebion®, Blutorange/ Citrus Merck, Art.-Nr. 80). Die
Probanden hatten an den Testtagen die Anweisung, die Placebo- bzw. die
Verumkapsel (CeTeBe®, 500mg Ascorbinsaure retard, GSK) zweieinhalb
Stunden vor Beginn der Ergometrie einzunehmen. Vor Beginn eines Dauertests
wurde den Probanden fir die Blutabnahmen eine Venenverweilkantile in eine
Cubitalvene platziert.

Nach der ersten Blutabnahme im Sitzen begann die Testperson die Ergometrie
mit ca. 50% der im Maximaltest maximal erreichten Wattzahl (Abb. 1). Unter
Beobachtung der aktuellen VO,—Aufnahme Uber die Spirometrie wurde die
Belastung nach 5 bis 10 Minuten so angepasst, dass sie der Zielleistung von
60-65% der VOonmax entsprach. Bei deutlichen VO,-Abweichungen wahrend des
laufenden Tests passten wir die Wattzahl ebenfalls an. Alle Veranderungen der
Belastungsintensitat wurden im Protokoll schriftlich festgehalten.

Die genauen Zeitpunkte der Blutabnahmen (vends und kapillar) und der
Registrierung der Parameter Herzfrequenz, Watt, Borg und der spirometrischen
GroBen sind in Tabelle 3 detailliert dargestellt.



2 METHODIK

Abb. 1 Erhebung der Parameterproben wéhrend der Dauerergometrie.

Tab. 3 Zeitpunkte (min) der Blutabnahmen und Registrierung studienrelevanter Parameter.
Parameter 0 15° 30° 45’ 60’ 120°

Ven. Blutabnahme X

X
Herzfrequenz X
X

Blutlaktat

Wattbelastung -

Borg Skala -

X | X| X| X| X

X | X | X| X[ X| X

X | X[ X| X| X

X | X | X| X[ X| X
b3

Spirometrie X

2.3.3 Blutabnahmen

Far die Blutlaktatbestimmung wurden geeichte Na-Heparin-
Glaskapillarpipetten der Firma Hirschmann® Laborgerate mit 20ul
arterialisiertem Kapillarblut des Ohrlappchens gefiillt und in ein mit 0,2ml 0,6 N-
Perchlorsaure gefllltes Reaktionsgefald (EKF-diagnostic GmbH,



Barleben/Marburg) gegeben. Direkt nach der Abnahme wurde die Ldsung
manuell durchmischt und nach dem Test analysiert.

Die vendse Blutabnahme erfolgte in sitzender Position (Stuhl, SRM-Ergometer),
nachdem die Verweilkanlle (Vasofix Braunile 1,3 x 45mm) im Liegen gelegt
worden war. Aus der Unterarmvene wurde das Blut mit Hilfe eines Systems,
bestehend aus Braunile, Vacuette, einem Dreiwegehahn Discofix-3 und
vakuumgefillten Vacutainern™ (alle Elemente von Fa. Braun®), enthommen.
Den Zugang hielten wir nach den Blutabnahmen mit 2ml physiologischer
Kochsalzlésung offen. Die Behandlung des Blutes fir die jeweiligen Parameter

wird im Folgenden detailliert beschrieben.

Zur Erfassung des Glutathionsystems (GSH, GSSG) dienten 3ml Vollblut in
einem gekuUhlten Lithium-Heparin-Reagenz (BD Vacutainer™ LH PST I, 3ml).
Nach kurzem Durchmischen pipettierten wir jeweils 1ml der Probe umgehend in
zwei gekihlte ReaktionsgefaBe (EKF-diagnostic GmbH, Barleben/Marburg) ab.
Darauf folgte die Lagerung der Proben bei -40°C.

Das restliche Vollblut (1ml) ermdéglichte die Ermittlung der Vitamin-C-
Konzentration durch Vermischung von jeweils 500ul und einer stabilisierenden
Fallungsreagenz (bestehend aus Fallungsreagenz und Rekonstitutionsldsung
im Verhaltnis 1:1) der Firma Immundiagnostik AG Bensheim. Diese L&sung
wurde kurz geschuttelt, 10 Minuten kuhl gelagert, danach bei 4000U/min 10
Minuten zentrifugiert und bei -40°C gelagert.

Zur Erhebung des Parameters 8-Isoprostan wurden 9,5ml Vollblut in einem
Serumréhrchen (BD Vacutainer™, SST, 9,5ml) abgenommen und umgehend
mit 95ul BHT (2,6-Di-t-butylcresol, C1sH240) der Firma Cayman Chemical
versehen und geschuttelt. Direkt danach zentrifugierten wir die Probe 12
Minuten bei 4000U/min. Nach dem Zentrifugieren wurde der Uberstand in 4
ReaktionsgefaBe (EKF-diagnostic GmbH, Barleben/Marburg) abpipettiert und

erst bei -40°C, dann innerhalb von 5 Stunden bei -80°C eingefroren.



2.4 Apparaturbesprechung und analytische Methoden

Far die Belastungsuntersuchungen wurden folgende Apparaturen eingesetzt:

e Fahrradergometer

FlOr die medizinischen Eingangsuntersuchungen wurde das Fahrradergometer
Ergo-Metrics ER 900 der Firma Ergoline eingesetzt.

FOr die Belastungsuntersuchungen (Maximaltest, 3 Dauertests) verwendeten
wir das drehzahlunabhéngige Fahrradergometer SRM mit SRM Trainings
System der Firma Schoberer Rad MeBtechnik SRM GmbH.

e Spirograph
Zur Registrierung und Speicherung der respiratorischen Parameter kam das

offene Spirometriesystem ZAN Firma Ing. Wilhelm Horst ZAN Austria
Medizintechnik (Bad Hall) zum Einsatz. Sowohl die Atemgaskonzentrationen als

auch die Gasvolumina wurden Uber Analysatoren gemessen und dargestellt.

e Herzfrequenzmessqgeréate

Mittels eines Brustgurtes der Firma POLAR® (Finnland) wurden die
Herzaktivitaten drahtlos an den Empfanger in Form des SRM Training Systems
gesendet und auf dem Computerbildschirm durch das SRM-Coputerprogramm

digital angezeigt.
Far die Blutparameterbestimmung wurden folgende Apparaturen eingesetzt:
e [ aktatmessgerét

Die Laktatmessung erfolgte mit dem Gerat BIOSEN C_line der Firma EKF
diagnostic Sales GmbH (Barleben/Magdeburg). Die Bestimmung des Laktats

erfolgt nach dem enzymatisch-ampérometrischen Messprinzip mit Hilfe von

Chip-Sensoren.



Hochadruckflissigkeits-Chromatographie (HPLC)
Zur Bestimmung des Glutathionspiegels wurde eine HPLC eingesetzt,

bestehend aus folgenden Elementen:
1. Autosampler (Auto Injector) SIL-10Advp, Shimadzu Deutschland GmbH,
Duisburg
2. Gradientenpumpe (Solvent Delivery Module) LC-10Apvp, Shimadzu
Deutschland GmbH, Duisburg
3. Elektrochemischer Detektor 41.000, Pharmacia Biotech Europe, Freiburg

Die zur Messung notwendigen Testkits stammten von der Firma Chromsystems
Instruments & Chemical GmbH, Miinchen (Best.-Nr. 66000).

Mit diesem Testprinzip wurde sowohl die direkte Messung des freien bzw.
reduzierten Glutathions (GSH) als auch die indirekte Messung des oxidierten
Glutathions (GSSG) aus derselben Probe erméglicht. Die Chromatographie
misst nur das GSH. Daher musste das GSSG in einem zweiten Schritt mit Hilfe
eines Reduktionsmittels in GSH umgewandelt werden, wobei aus zwei
Molekilen GSH ein Molekil GSSG entsteht. So wird nach der Reduktion bei
einer weiteren Messung das gesamte Glutathion gemessen.

Dafar wird das Vollblut hamolysiert und mit einem internen Standard vermengt,
woraufhin die Proteine durch Féllung entfernt werden. Danach wird die Probe
geteilt und derivatisiert, um das freie Glutathion bestimmen zu kdénnen.
Allerdings wird eine Halfte vorher zur Ermittlung des Gesamtglutathions
reduziert. Die so behandelten Proben wurden an der HPLC-Anlage mit
Floureszenz-Detektion analysiert. Interne Standards minimieren mdgliche
analytische Schwankungen. Zur Ermittlung des GSSG wird anschlieBend

folgende Formel eingesetzt:

GSSG pmol/l = (umol/l GSHgesamt - UMol/l GSHy) : 2

Das molare Verhaltnis von freiem zu oxidiertem Glutathion (GSH/GSSG) erhalt

man durch folgende Rechnung:
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GSH/GSSG = (2 x pmol/l GSHy) : (umol/l GSHgesamt - pmol/I GSHfrei)1

Die Bestimmung von Vitamin C im Plasma wurde ebenfalls mit Hilfe einer
HPLC der Firma Immundiagnostik AG, Bensheim durchgefuhrt. Daflir wurden
die Proben im Vorfeld von héhermolekularen Substanzen getrennt. In einem
isokratischen Verfahren erfolgte die Trennung mittels HPLC bei 20-25°C auf
einer ,reversed-phase“-Saule. UV-Detektoren nehmen die Chromatogramme
auf. Die Quantifizierung wird Uber einen Kalibrator und die Berechnung der
Ergebnisse mittels der ,externe Standardmethode“ anhand der Integration der

Peakflachen durchgeflhrt.

e EIA

Zur Bestimmung des 8-Isoprostans wurde das EIA-Gerat Molecular Devices
Vmax kinetic microplate reader (MWG Biotech, Gesellschaft flir angewandte
Biotechnologie mbH, USA) eingesetzt. Die zur Messung notwendigen Testkits
(8-1soprostane EIA Kit, Catalog No. 516351) stammten von der Firma Cyman
Chemical, vertrieben durch AXXORA Deutschland GmbH, Griinberg.

Das Testverfahren basiert auf der Konkurrenz zwischen 8-lsoprostan und
einem 8-lsoprostan-acetylcholinesterase-konjugat (AchE), dem sog. 8-
Isoprostane-Tracer, um die Bindung an eine begrenzte Anzahl von Antiseren
(Hasenantiserum). Die Konzentration des Tracers wird konstant gehalten,
wahrend die hinzugegebene 8-lsoprostankonzentration (frei) der Proben
variiert. Je héher die Anzahl der Verbindungen zwischen dem Tracer und dem
Antiserum, desto geringer ist die Konzentration des freien 8-lsoprostan. Der so
entstandene 8-lsoprostan-Antiserum-Komplex (frei oder gebunden) bindet sich
an Mausantikdrper, welche sich bereits auf den Messplatten befinden. Dann
werden die Messplatten gewaschen, wodurch alle ungebundenen Reagenzien
entfernt werden. Im né&chsten Schritt wird Ellmans Reagenz den Proben
hinzugegeben, was eine enzymatische Reaktion auslést. Das Resultat ist eine
Gelbfarbung, die das Licht der Wellenlange von 412 nm stark absorbiert. Die

Farbintensitat gibt spectrophotometrisch Auskunft Uber die Menge des

'(Chromesystems Arbeitsvorschrift fiir die HPLC-Bestimmung ,Glutathion im
Vollblut“ Bestellnr. AV 66000 Glutathion D Dez 2003 V1)
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gebundenen Tracers, welche umgekehrt proportional zum freien 8-lsoprostan
ist.

2.5 Statistik

Die in dieser Studie erhobenen und in Microsoft Excel verwalteten Daten
wurden mit den Programmen Statistika Version 5.1 von SatSoft, Inc. (Tulsa,
USA) und EASYSTAT 3.4 der Universitat KéIn statistisch ausgewertet. Dabei

kamen folgende statische Verfahren zur Erhebung der Werte zum Einsatz:

Mittelwert (X)
Der arithmetische Mittelwert X ist definiert als die Summe aller

Einzelbeobachtungen (Messwerte) geteilt durch deren Anzahl [24].

Varianz (v) und Standardabweichung (SD)

Die Standardabweichung ist der Definition nach die Quadratwurzel aus der
Varianz. Als Varianz bezeichnet man die Summe der Abweichungsquadrate
aller Messwerte einer Verteilung von ihrem arithmetischen Mittel, dividiert durch
die um 1 verminderte Anzahl der Messungen [24].

Varianzanalyse (ANOVA)
Als zusétzliches prifstatistisches Verfahren wurde zum Mittelwertvergleich die
zweifaktorielle Varianzanalyse eingesetzt [13].

Signifikanzschranken

Folgende Signifikanzschranken gelten fir die Irrtumswahrscheinlichkeit p:

p > 0,05 nicht signifikant (-)
p < 0,05 schwach signifikant )
p < 0,01 hoch signifikant **)

12



3 Untersuchungsergebnisse

3.1 GSH (Reduziertes Glutathion)

In Tabelle 4 sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der GSH-
Konzentration im Vollblut aufgefihrt. Es wird der Ruhewert (0), die Entwicklung
der Werte unter Korperarbeit bis zur 60. Minute und nach der Erholungsphase
(120. min) dargestellt. Die Tabelle ist unterteilt in die drei Testtage. Dabei steht
A fir die Versuchsreihe mit dem Akutwirkstoff (Brausetablette), B fir den
Placeboversuch und C fir den Test mit dem Retardprodukt (CeTeBe®-Kapsel).
Abbildung 2 zeigt den Verlauf der mittleren GSH-Konzentration mit
Standardfehlern aller drei Testtage (A, B, C) im Vergleich. Die Varianzanalyse

zeigte keine Unterschiede zwischen den drei Testtagen (p=0,075).

1400

1300

1200

1100 —_

GSH (pl/ml)

1000

900

800- \ \ !
0 30 60 120

Zeit (min)
—v%— GSHA —— GSHB —&— GSHC

bb. 2 Verlauf der mittleren GSH-Konzentration mit Standardfehler in Ruhe (0), im Laufe der
Ergometrie (30, 60) und nach Erholung (120) der drei Testtage (A, B, C) unter Gabe
verschiedener Vitamin-C-Préparate (A, C) und Placebo (B).
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Tab. 4 Mittelwert und Standardabweichung des reduzierten Glutathions GSH (umol/l) an den drei
Testtagen A, B und C zu den jeweiligen Messzeitpunkten.

Test 0 30° 60" 120°
A 1284,92 1220,83 1183,46 1217,83
Cebion + 334,80 + 244,65 + 255,22 +310,87
B 1048,83 1093,00 1075,69 1013,18
Placebo | +319,59 + 341,60 + 344,03 + 241,79
C 1058,83 1048,77 1003,00 1134,42
CeTeBe | +331,98 + 385,49 +410,17 + 343,91

3.2 GSSG (Oxidiertes Glutathion)

In Tabelle 5 sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der GSSG-
Konzentration im Vollblut aufgefihrt. Es wird der Ruhewert (0), die Entwicklung
der Werte wahrend der Ergometrie bis zur 60. Minute und nach der
Erholungsphase (120. min) dargestellt. Die Tabelle ist unterteilt in die drei
Testtage A, B und C.

Abbildung 3 zeigt den Verlauf der mittleren GSSG - Konzentration mit
Standardfehler aller drei Testtage (A, B, C) im Vergleich. Die Varianzanalyse
zeigte keine Unterschiede zwischen den drei Testtagen (p=0,706).

Tab. 5 Mittelwert und Standardabweichung des oxidierten Glutathions GSSG (umol/l) an den drei
Testtagen A, B und C zu unterschiedlichen Messzeiten.

Test 0 30° 60’ 120°
A 75,00 82,71 85,46 52,21
Cebion +123,33 + 16,29 +12,63 +27,30
B 46,13 60,50 69,27 42,27
Placebo + 32,50 + 28,39 +35,15 +37,32
C 48,21 68,00 62,46 39,17
CeTeBe + 45,95 + 42,88 +28,13 +31,03
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bb. 3 Verlauf der mittleren GSSG-Konzentration mit Standardfehler in Ruhe (0), im Laufe der
Kérperarbeit (30 - 60) und nach Erholung (120) der drei Testtage (A, B, C) unter Gabe
verschiedener Vitamin-C-Praparate (A, C) und Placebo (B).

3.3 GSH/GSSG

In Tabelle 6 sind die Mittelwerte und Standardabweichungen des GSH/GSSG -
Quotienten aufgefiihrt. Es wird der Ruhewert (0), die Entwicklung der Werte
wahrend der Fahrradergometrie bis zur 60. Minute und nach der
Erholungsphase (120. min) dargestellt. A, B und C beschreiben in der Tabelle
die drei Testtage.

Abbildung 4 zeigt den Verlauf des mittleren GSH/GSSG-Quotienten mit
Standardfehler aller drei Testtage (A, B, C) im Vergleich. Es konnten keine

Unterschiede zwischen den drei Testtagen festgestellt werden (p=0,622).
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bb. 4 Verlauf des mittleren GSH/GSSG-Quotienten mit Standardfehler in Ruhe (0), im Laufe der
Ergometrie (30 -60) und nach Erholung (120) der drei Testtage (A, B, C) nach Gabe
unterschiedlicher Vitamin-C-Praparate (A, C) und Placebo (B).

Tab. 6 Mittelwert und Standardabweichung des GSH/GSSG-Quotienten an den drei Testtagen A,
B und C zu den jeweiligen Messzeitpunkten.

Test 0 307 60" 120°
A 60,83 15,36 14,09 33,53
Cebion + 68,62 + 4,29 + 3,63 + 30,00
B 77,25 24,05 20,31 51,77
Placebo +129,90 + 15,65 +13,10 + 60,82
C 98,70 19,73 19,39 54,44
CeTeBe + 213,81 +10,45 +11,55 + 50,91
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3.4 8-Isoprostan im Blutserum

In Tabelle 7 sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der 8-Isoprostan-
Konzentration im Blutserum aufgefihrt. Es wird der Ruhewert (0), die
Entwicklung der Werte wahrend der Fahrradergometrie bis zur 60. Minute und
nach der Erholungsphase (120. min) dargestellt. Die Tabelle ist unterteilt in die
drei Testtage A, B und C.

Abbildung 5 zeigt den Verlauf der mittleren 8-lsoprostan-Konzentration mit
Standardfehler aller drei Testtage (A, B, C) im Vergleich. Die Varianzanalyse
zeigte keine Unterschiede zwischen den drei Testtagen. In der 60. Minute
zeigten sich durchgehend signifikante Unterschiede zu den Ruhewerten
(p<0,01).
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bb. 5 Verlauf der mittleren 8-lsoprostan-Konzentration mit Standardfehler in Ruhe (0), wéhrend
kérperlicher Arbeit (30-60) und nach Erholung (120) der drei Testtage (A, B, C) unter Gabe
verschiedener Vitamin-C-Praparate (A, C) und Placebo (B), hochsignifikante (p<0,01)
Unterschiede zum Ruhewert 0 (**).
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Tab. 7 Mittelwert und Standardabweichung des 8-Isoprostan (pg/ml) der drei Testtage A, B und C
zu den jeweiligen Messpunkten.

Test 0 30° 60" 120°
A 1077,41 1217,26 1348,95 1220,39
Cebion + 520,97 + 561,96 +571,80 + 577,99
B 1193,97 1213,97 1295,93 1262,70
Placebo + 490,69 + 620,69 +415 31 + 443,01
C 1109,82 1166,59 1406,48 1257,47
CeTeBe + 626,76 + 401,24 +517,89 + 434,03

3.5 Vitamin C im Blutserum

In Tabelle 8 sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der Vitamin-C-
Es wird der Ruhewert (0), die
Entwicklung der Werte unter Kdérperarbeit bis zur 60. Minute und nach der

Konzentration im Blutserum aufgefihrt.

Erholungsphase (120. min) dargestellt. Die Tabelle ist unterteilt in die drei
Testtage A, B und C.

Abbildung 6 zeigt die Entwicklungen der mittleren Vitamin-C-Konzentration mit
Standardfehler aller drei Testtage (A, B, C) im Vergleich. Zwischen den Tests A,
B und C zeigte sich ein hochsignifikanter Unterschied (p<0,001). Weitere
Details sind der Abbildung 6 zu entnehmen.

Tab. 8 Mittelwert und Standardabweichung der Vitamin-C-Konzentration im Serum (mg/l) an den
drei Testtagen A, B und C zu unterschiedlichen Zeitenpunkten.

Test 0 30° 60’ 120°
A 1,67 5,35 7,81 9,54
Cebion +1,26 +272 + 3,98 + 4,40
B 1,39 1,67 2,24 1,97
Placebo +1,07 +1,00 +1,45 +1,23
C 2,39 3,62 3,92 4,64
CeTeBe +1,19 +1,99 +2.19 + 2,69
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Abb. 6 Mittlere Vitamin-C-Konzentration im Blutserum mit Standardfehler in Ruhe (0), im Laufe
der Ergometrie (30-60) und nach Erholung (120) der drei Testtage (A, B, C) unter Gabe
verschiedener Vitamin-C-Praparate (A, C) und Placebo (B). Signifikante (p<0,05) (*), bzw.
hochsignifikante (p<0,01) (**) Unterschiede zwischen den Testarten und Testtagen.

3.6 Maximaltests

In Tabelle 9 sind die maximal erreichten Werte der zur Bewertung der
Ausbelastung im Maximaltest relevanten Parameter aufgefthrt.
Tab. 9 Mittelwert und Standardabweichung der Maximalwerte der Sauerstoffaufnahme (VO,

absolut, relativ), des Respiratorischen Quotienten (RQ), des Atemaquivalents (VE/VO,), der
Herzfrequenz (HF), des Laktats und der Leistung in Watt absolut und relativim Maximaltest.

v02 V02 oremine HR Laktat

(mimin) | (miminkg)| B2 | VENO:z | (g/min) | mmoiry | Watt | Wattkkg
4221 56,3 1,24 | 351 192 8,8 425 5,7
+ 648 +74 | +005 | +33 +6 | +1,9 +58 | +0,8
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3.7 Leistungsdiagnostische Parameter der Dauertests

In Tabelle 10 sind die Mittelwerte und Standardabweichungen ausgewéahlter
leistungsdiagnostischer Parameter aufgefthrt. Es werden der Ruhewert (0), die
Entwicklung der Werte wahrend des Dauertests bis zur 60. Minute und nach der
Erholungsphase (120. min) dargestellt. Die Tabelle ist unterteilt in die drei
Testtage A, B und C. Alle Tests wurden bei ca. 61% der VOamax gefahren.

Abbildung 7 zeigt den Verlauf der mittleren Sauerstoffaufnahme (VO.) und der
vorgegebenen Wattleistung und Abbildung 8 den Verlauf der mittleren
Herzfrequenz (HF) und Blutlaktatkonzentration bis zum Abbruch der
Ergometrie. Die HF ist zudem flr die Minute 120 dargestellt. Beide Abbildungen
stellen alle drei Testtage (A, B, C) im Vergleich dar. In gleicher Weise sind die
Mittelwerte und Standardfehler der Parameter Ateméquivalent (VE/VO,) und
Respiratorischer Quotient (RQ) in der Abbildung 9 dargestellt. Die
Varianzanalyse zeigte keine Unterschiede im Verlauf der Parameter
Herzfrequenz, Blutlaktat, Sauerstoffaufnahme, Borg-Skala und Watt zwischen

den drei Testtagen (p>0,05).
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Tab. 10 Mittelwerte und Standardabweichungen leistungsdiagnostischer Parameter
Herzfrequenz, Laktat, Sauerstoffaufnahme, Atemaquivalent, Borg-Skala und Wattleistung an den

drei Testtagen A, B und C (61% VOonay).

|Parameter| 0 | 15" | 30" | 45 | 60 | 120°
HF 62,77 | 149,69 | 158,15 | 162,54 | 166,00 -
(S/min) +564 | +1215 | +949 | £1033 | +11,34
" | Laktat 1,28 3,32 2,82 2,68 2,55 1,42
= (mmol/) +028 | 149 | =+118| +102| +098 | +0,33
=1 vo, 430,99 | 2353,15 | 2637,85 | 2674,05 | 2657,20 -
51 (ml/min) +991 | +5409 | +60,63 | +61,47 | +61,08
=< VENO, 27,62 22,53 23,48 24,65 25,56 -
> +410 | +215| +207 | +176| +317
 Borg - 13,92 14,69 15,23 15,23 -
112 | 1,11 +1,01 +0,93
Watt - 186,54 | 183,46 | 180,00 | 178,85 -
+30,37 | £30,10 | £2930 | +2945
HF 67,08 | 148,77 | 156,38 | 161,00 | 163,69 -
(S/min) +732 | +1156 | +1202 | +£1146 | 11,86
| Laktat 1,58 3,22 3,10 276 2,58 1,56
=4 (mmol/) +045 |  +1,31 +1,01 +0,86 | +073| +035
§ VO, 477,18 | 2368,44 | 2595,66 | 2681,47 | 2650,82 -
2| (ml/min) +138,67 | +330,39 | £374,18 | £361,86 | 376,91
3 | VENO, 26,63 23,81 25,03 25,86 26,09 -
@ +342 | +261 +285 | +265| +197
4| Borg - 13,85 14,92 15,46 15,54 -
= +0,99 | +064| +1,13| +156
Watt - 183,08 | 181,92 | 182,08 | 179,77 -
+2969 | +30,93 | +3221 | +32.41
HF 67,69 | 14923 | 15831 | 162,31 | 165,85 -
(S/min) +749 | £1027 | +926 | +894| +966
| Laktat 1,52 270 2,75 2,90 2,68 1,52
1] (mmol/) +030 | +120| +092| +094| +083| 045
Vo, 465,36 | 2438,96 | 2619,54 | 2618,84 | 2637,14 -
54 (m/min) +87,68 | £+343,73 | £+351,06 | +359,04 | +391,88
3| VENo, 28,29 23,68 24,85 25,70 27,06 -
- +350 | +193| 212 | £195| 2450
4 Borg - 13,92 14,46 14,77 15,15 -
= +095| +133| +124| +1,07
Watt - 185,15 | 184,77 | 184,00 | 183,62 -
+31,04 | +3451 | +3388 | +34,87
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Abb. 7 Verlauf der mittleren Sauerstoffaufnahme und Leistung in Watt mit Standardfehler in Ruhe
(nur VO,) und im Lauf der Fahrradergometrie der drei Testtage (A, B, C) unter Gabe
verschiedener Vitamin-C-Praparate (A, C) und Placebo (B).
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Abb. 8 Verlauf der mittleren Blutlaktatkonzentration und Herzfrequenz mit Standardfehler in Ruhe,
im Lauf der Ergometrie und nach Erholung (120 nur HF) der drei Testtage (A, B, C) unter Gabe
verschiedener Vitamin-C-Praparate (A, C) und Placebo (B).
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bb. 9 Verlauf des mittleren Atemaquivalents (VE/VO,) und Respiratorischen Quotienten mit
Standardfehler in Ruhe, im Lauf der Dauertests der drei Testtage (A, B, C) unter Gabe

verschiedener Vitamin-C-Préparate (A, C) und Placebo (B).
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4 Diskussion

Es wird davon ausgegangen, dass bei allen aeroben Stoffwechselprozessen
aus zwei bis zehn Prozent des im Mitochondrium umgesetzten Sauerstoffs
Freie Radikale entstehen [1;5;29;82]. Die mitochondriale Atmungskette gilt als
bedeutender Bildungsprozess von Sauerstoffradikalen [17]. In der vorliegenden
Studie stieg die Sauerstoffaufnahme der Probanden durch die vorgegebene
Belastung im Mittel um das flnf- bis sechsfache an (Abb 10). Daher kann auch
eine starkere absolute Radikalbelastung des Organismus angenommen werden
[30;84].

3000

VO2 (ml/min)

A B C
Tests

O Ruhe
W Arbeit

Abb. 10 Absolute Sauerstoffaufnahme vor (Ruhe) und wahrend 60-mindtiger Arbeit bei 61% der
VOZmax-

Ziel dieser Untersuchung war es zu ermitteln, ob bei einer einstindigen
konstanten korperlichen Arbeit von 61% der VOonax auf dem Fahrradergometer
eine erhéhte Radikalbelastung bzw. oxidativer Stress zu beobachten ist. Es
sollte vor diesem Hintergrund vor allem die Wirkung des antioxidativ wirkenden
Vitamin C mit unterschiedlichen Einflutungseigenschaften auf die Entstehung

von Freien Radikalen ermittelt werden.
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Daflir wurden zum einen die Vitamin-C-Konzentration im Blutserum und zum
anderen die Parameter des oxidativen Status, Glutathion und 8-Isoprostan,
gemessen, die im Folgenden diskutiert werden. Die Abbildung 20 zeigt, dass
diese gewahlten Parameter nur einzelne Bausteine des komplexen
antioxidativen Systems sind. Dabei z&hlt Glutathion zu den endogenen und
Vitamin C zu den exogenen Antioxidanzien. 8-Isoprostan ist ein Marker der
Lipidperoxidation [29;64;77;80].

4.1 Das Glutathionsystem

Das Glutathionsystem besteht aus dem reduzierten (GSH, Glutathionsulfhydryl)
und dem oxidierten (GSSG, Glutathiondisulfid) Tripeptid namens Gilutathion
sowie spezifischen Enzymen. Es wird in der Literatur als ein besonders
effektiver Gegenmechanismus zu oxidativem Stress dargestellt [70;77].

4.1.1 GSH

Bei unseren Untersuchungen zeigten die Betrachtungen der GSH-Werte keine
statistisch relevanten Unterschiede zwischen den Tests A, B und C. In
Abbildung 2 ist allerdings eine ca. 7 — 23% hbhere GSH-Konzentration nach
Gabe der Brausetablette (A) verglichen mit Test B und C erkennbar. Das
Ausbleiben von Signifikanzen erschwert die Deutung dieser Tatsache. Doch es
finden sich Hinweise in der Literatur, die von einer Schonung des Blut-GSH-
Pools durch die zusatzliche Einnahme von Vitamin C ausgehen [75]. Dabei ist
es theoretisch denkbar, dass die Aufgabe von GSH, oxidiertes Vitamin C und E
zu regenerieren, durch die groBe Menge an zusatzlichem Vitamin C
tbernommen und dadurch weniger GSH oxidiert wird [87] (Abb. 11).
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Abb. 11 Wechselwirkungen zwischen ausgewdahlten Parametern des antioxidativen Systems.

Dagegen sprechen Aussagen von Savini et al. (2005), die keine Einfluss von
Vitamin C auf das GSH feststellen konnten [76]. Dabei mag es aber eine Rolle
gespielt haben, dass das Vitamin Uber zwei Wochen eingenommen wurde und
somit akute Reaktionen ausblieben.

Auch signifikante Veranderungen des GSH-Niveaus innerhalb der Testverlaufe
wurden nicht ermittelt (Abb. 2; Tab. 4). Im Placebotest (B) stieg GSH wéahrend
der Arbeit durchschnittlich um maximal 4,2% auf 1093325 bzw. 1075+344pl/ml
an, um nach der Ergometrie um 3,4% (1014£255ul/ml) unter den Wert vor
Arbeitsbeginn von 1049+320ul/ml zu sinken. Ein deutlicher Einfluss auf den
GSH-Status durch kérperliche Arbeit konnte hier somit nicht beobachtet
werden.

Im Gegensatz zu Test B sanken bei den Tests A und C unter Vitamin-C-Gabe
die Werte wahrend der Ergometrie zwischen 1 und 8% unter den Ruhewert.
Nach der Erholungsphase hatte sich der GSH-Spiegel bei Test C
Uberkompensatorisch regeneriert (1134+344pul/ml, 107% des Ausgangswertes
1059+332ul/ml). Im Test A blieb der letzte Wert 5% unter dem Ruhewert
(1285x335pl/ml).
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Grundsatzlich wird davon ausgegangen, dass GSH unter dem Einfluss von
Freien Radikalen zu GSSG oxidiert, um dann wieder umgehend regeneriert zu
werden. Letzteres gilt nur bei Abwesenheit von oxidativem Stress [12]. Daraus
kénnte der Schluss gezogen werden, dass bei oxidativem Stress der Blut-GSH-

Spiegel sinkt.

% Ausgangswert

0 30 60 120

Zeit (min)

Abb. 12 Prozentuale GSH-Veranderung wahrend der Arbeit (30, 60) und nach einer Stunde
Erholung (120) bezogen auf die Basalwerte bei 0 (vor Belastung).

Sastre et al. (1992) beobachteten nach erschépfender Arbeit ebenfalls keine
GSH-Veranderungen, obwohl der gleichzeitig um 72% gestiegene GSSG-
Gehalt direkt nach Arbeitsende auf eine deutliche Radikalbelastung hinweist
[75]. Auch Marin et al. (1990) fanden keine Veranderungen im
Glutathionhaushalt nach einer 30-minttigen Laufbelastung [57]. Bloomer et al.
(2005) beschreiben nach einer 30-minttigen Korperarbeit bei 70% der VOaomax
nur eine geringfligige und kurzzeitige Reduktion des GSH-Spiegels [9]. Zudem
konnte gezeigt werden, dass z.B. eine Kohlenhydratzufuhr die Plasma-GSH-
Konzentration stabil bleiben lasst [43], wodurch die multifaktoriellen
Einflussmdéglichkeiten auf diese GrdBe angedeutet werden (Abb.20).

Glutathion wird primar in der Leber generiert und durch das Kreislaufsystem zu
den verschiedenen Geweben transportiert. Dieser Radikalfanger liegt je nach
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Bedarf in den Organen in unterschiedlichen Konzentrationen vor. Durch
Versuche an Ratten konnte festgestellt werden, dass sich in der
Skelettmuskulatur die groBere Menge an GSH in Typ-I- im Vergleich zu Typ-II-
Fasern befindet [68]. Dies trifft auf alle Elemente des antioxidativen Systems zu
[37]. Hierdurch kann der erhdhte Bedarf an Antioxidanzien in der Umgebung
von aeroben Prozessen verdeutlicht werden.

Anhand der Tabelle 10 ist an den unterschiedlichen Parametern zu erkennen,
dass die vorgegebene Belastung von 61% der maximalen Sauerstoffaufnahme
den aeroben Stoffwechsel angesprochen hat, aber dennoch einem
Belastungsbereich  zuzuordnen ist, der (Uber der rein aeroben
Energiebereitstellung lag. Es kann somit eine maximale als auch eine
regenerativ-extensive  Muskelarbeit ausgeschlossen werden. Folgende
Parameter sollen dies belegen (s. Tab. 10):

Die Blutlaktatkonzentration von 2,2 und 3,6mmol/l weist auf eine
Arbeitsintensitdt unter dem aerob-anaeroben Ubergangsbereich hin. Die
Dauerbelastung ist daher als moderat einzustufen [4]. Diese Intensitaten
entsprechen  einer  Wettkampfbeanspruchung  eines  ambitionierten
Freizeitsportlers beim Marathon bzw. Halbmarathon und sprechen somit
deutlich den aeroben Stoffwechsel an.

Das Ateméaquivalent lag unter kérperlicher Arbeit bei 22 bis 27. Laut Hollmann
u. Hettinger (2000) liegt der Punkt des optimalen Wirkungsgrades der
Atemarbeit bei einem Atemaquivalent von 25. Bei maximalen Belastungen
werden Werte von 30-35 erreicht. Geringere Werte belegen weitere
Leistungsreserven [35].

Neben den objektiven Parametern registrierten wir zudem das subjektive
Belastungsempfinden anhand der Borg-Skala, das im Mittel zwischen 14 und
16 lag, was deutlich auf eine submaximale Arbeit hinweist.

Mit dem vorgegebenen Widerstand in der vorliegenden Studie wurden somit vor
allem die aeroben Energielieferprozesse stimuliert, was wiederum das
Glutathionsystem anregen sollte. Dieser theoretische Regelmechanismus wird
von unseren Ergebnissen, bezogen auf im Blut gemessene GSH, jedoch nicht
bestatigt.

Kretzschmar u. Muller (1993) sehen den Grund fiir eine GSH-Abnahme im Blut
nach kérperlicher Arbeit in dem erhdéhten GSH-Bedarf der Muskulatur, welcher
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die Einflutung aus der Muskulatur in das Blutplasma reduziert [50]. Diese
Perspektive wird durch die Ergebnisse von Ji u. Fu (1992) unterstitzt. Sie
fanden signifikant gesteigerte GSH-Werte im Mm. vastus lateralis nach
erschépfender Arbeit bei Ratten [42].

Auf diese Weise kénnten Ergebnisse verschiedener Studien erklart werden, die
eine Abnahme des Blut-GSH nach kérperlicher Arbeit nachweisen konnten.
Laaksonen et al. (1999) ermittelten nach einer 40-minltigen Fahrradergometrie
bei 60% der VOaonmax €ine Abnahme um 13% [52]. Nur wenige Untersuchungen
wie die vorliegende Studie oder die Untersuchungen von Gohil et al. (1988)
liefern Daten Uber den GSH-Status wahrend kérperlicher Arbeit. Letztere
fanden wahrend einer Ergometrie auf dem Fahrrad bei 65% der VOzmax €ine
GSH-Abnahme von 60%. Die Autoren schlieBen aus den Resultaten, dass
submaximale Dauerarbeit zu deutlichem oxidativen Stress fuhrt, welcher bereits
nach 15 Minuten Arbeit anhand des Glutathionhaushalts zu erkennen sei [27].
Gleiches berichten Viguie et al. (1993) [84]. Die Ergebnisse der vorliegenden
Studie, welche den Studien von Gohil et al. bzw. Viguie et al. methodisch sehr
ahnlich ist, widersprechen dieser Aussage.

Aber auch Heine (1996) [30] konnte deutliche Konzentrationsabnahmen des
Blut-GSH nach einem 2'2-Stunden-Lauf messen. Im Durchschnitt lagen die
Werte nach der Betatigung um 67%, in Einzelfallen sogar um 95% niedriger als
der Ausgangswert. Auch nach erschépfender Arbeit wurden signifikante GSH-
Abnahmen gemessen [22].

Ji et al. (1993) wiederum berichten von einem steigenden Blut-GSH-Spiegel
nach einer Belastung bei 70% der VOomax Uber zwei Stunden [43]. Eine
Erklarung fir dieses Verhalten kénnte die Studie von Lew et al. (1985) liefern.
Sie fanden an Ratten, dass der GSH-Plasmaspiegel nach erschépfender Arbeit
stieg, wobei gleichzeitig der GSH-Gehalt der Muskulatur und der Leber sank.
Sie schlieBen daraus, dass die Leber GSH in das Plasma ausschuttet, um es
der arbeitenden Muskulatur zur Verflgung zu stellen [54].

Somit kann kein einheitliches Bild des Verhaltens des GSH-Spiegels im Plasma
bei korperlicher Aktivitat gezeichnet werden. Die unterschiedlichen Ergebnisse
legen den Schluss nahe, dass GSH im Blut, isoliert betrachtet, keinen
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geeigneten Parameter zur Beurteilung von oxidativem Stress bei kérperlicher
Arbeit darstellt. Kénig et al. (2001) sehen den Grund fir die differierenden
Resultate in den verschiedenen Test- und Messmethoden [51]. Es kann
festgehalten werden, dass keine allgemeinglltige Aussage zu diesem
multifaktoriell beeinflussbaren Parameter unter koérperlicher Arbeit getroffen
werden kann. Daher sind die konstanten Werte der vorliegenden Studie weder

ein Indiz fir das Ausbleiben noch fir das Entstehen einer Radikalbelastung.

4.1.2 GSSG

Die Varianzanalyse zeigt keine statistisch relevanten Unterschiede beim
Vergleich der verschiedenen Tests unter Bolus-, Placebo- bzw. Retard-
Verabreichung (A, B bzw. C) bei der Entstehung von Glutathiondisulfid (GSSG).
Auch innerhalb der einzelnen Tests sind keine signifikanten Veranderungen zu
beobachten. Es zeigt sich ein weitgehend einheitlicher Verlauf der GSSG-
Konzentration Uber die vier Messpunkte, der sich durch einen deutlichen
Anstieg nach Arbeitsbeginn, eine Plateaubildung wéhrend der Ergometrie und
einen deutlichen Abfall nach der Erholungsphase auszeichnet (Tab. 5; Abb. 3).
Wie auch bei den GSH-Kurven fallt ein durchgehend hdheres Werteniveau
nach Einnahme der Brausetablette im Vergleich zu Test B und C auf. Allerdings
erscheint der durchschnittliche GSSG-Wert (75,0umol/l) vor Arbeitsbeginn mit
einer Standardabweichung von +123,3umol/l im Test A als problematisch.
Diese hohe Streuung kommt durch den Ruhewert von 476umol/l des
Probanden Nr. 3 zustande und sollte daher kritisch betrachtet werden (Tab. 21).
Die Parameterverlaufe von Test B und C unterschieden sich kaum (Abb.3).
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Abb. 13 Prozentuale GSSG-Veranderung ausgehend vom Ruhewert bei 0 wahrend der Arbeit
(30, 60) und nach einer Stunde Erholung (120). Die Basalwerte bei 0 entsprechen 0%.

Die Einflutung von Vitamin C in den Organismus nach Einnahme der
Brausetablette (A) scheint in der vorliegenden Versuchsreihe eine Anhebung
der GSSG-Konzentration im Blut zu bewirken, die starker ausfallt als bei den
Tests B und C. Dieser Unterschied ist nicht signifikant (p=0,078). Eine
verstarkte Oxidation von GSH zu GSSG durch die Dauerbelastung ist in allen
drei Fallen festzuhalten, auch wenn dies durch den Verlauf der GSH-Kurven
nicht angedeutet und bestatigt wird (Abb. 2; Tab. 2).

GSSG, welches durch die Oxidation von GSH durch H>O, und Hydroperoxide
entsteht, wird von einigen Autoren, im Vergleich zu GSH, als ein validerer
Parameter zur Beurteilung von oxidativem Stress betrachtet [12;51]. Einen
direkten Vergleich der vorliegenden Ergebnisse mit anderen Studienresultaten
erlaubt der Blick auf die Studien von Gohil et al. (1988) [27] und von Viguie et
al. (1993) [84]. Diese Studien befassen sich mit dem Glutathionhaushalt
wahrend einer Dauerbelastung von 65% der VOamax. Erstere beobachteten
einen signifikanten Anstieg um 100% nach ca. 20 Minuten Arbeit (p<0,05). Bis
zum Abbruch in der 90. Arbeitsminute blieb das Niveau konstant, um dann
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wieder, nicht aber unter den Ruhewert abzusinken. Viguie et al. (1993)
beschrieben einen Anstieg um 28% schon nach 15 Minuten Arbeit.

Ji et al. (1993) ermittelten ihre Werte wahrend einer Belastung von 70% der
VOomax bis zur Erschépfung, konnten aber keine Veranderungen feststellen [43].
Andere Studien ermittelten GSSG nicht unter Arbeitsbedingungen, fanden aber
einen Anstieg der Konzentration nach Beendigung kérperlicher Arbeit.
Laaksonen et al. (1999) belasteten ihre Probanden 40 Minuten bei 60% der
VOomax und fanden danach 50% hohere GSSG-Blutkonzentrationen [52].
Goldfarb et al. (2005) verzeichneten ebenfalls einen signifikanten Anstieg von
GSSG nach einer Arbeit von 75% der VOamax Uber 30 Minuten [28].

Weitere Studien betrachteten die GSSG-Kinetik nach erschdpfender Arbeit und
fanden eine deutliche Zunahme der Konzentration im Blut [22;54;75]. Diese
Ergebnisse stehen im Widerspruch zu unseren Werten, welche nach Abbruch
der Ergometrie erhoben wurden (Abb. 13).

Ansonsten kann festgehalten werden, dass die Ergebnisse, die in der
vorliegenden Studie unter Arbeitsbedingungen entstanden, prinzipiell den
Resultaten der diskutierten Literatur entsprechen. Es zeigt sich bei der
Ergometrie eine vermehrte, wenn auch nicht signifikante Entstehung von Freien
Radikalen gemessen an GSSG. Uberraschend erscheint die im Durchschnitt
30% hoéhere Konzentration im Test A, die mit einer starken Vitamin-C-
Einflutung, aber auch mit einem erhéhten GSH-Spiegel einhergeht.

Die oben ausgesprochene Vermutung, dass die hohe Konzentration an Vitamin
C im Test A den GSH-Pool schont bzw. die Oxidation von GSH zu GSSG
verhindert und so die vergleichsweise hohe GSH-Konzentration verursacht,
kann aufgrund der hohen GSSG-Konzentration nun nicht mehr aufrecht
erhalten werden. Denn offenbar wurde GSH wahrend der Arbeit vermehrt
oxidiert. Aber es kdnnte interpretiert werden, dass die hohe Vitamin C-Menge
prooxidativ wirkt [32;33;66] oder die intrazellularen antioxidativen Systeme
behindert [48] und der Organismus daher vermehrt GSH als Antioxidanz im Blut
zur Verflgung stellt. Daraus kdnnten sowohl der hohe GSH- als auch GSSG-
Spiegel resultieren.
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4 DISKUSSION

4.1.3 GSH/GSSG

Das Verhaltnis von reduziertem zu oxidiertem Glutathion (GSH/GSSG) wird als
spezifischer Marker fur oxidative Zustande angesehen, wobei ein Absinken auf
erhdhte Radikalbelastungen hinweist [14;82]. In der vorliegenden Studie
konnten keine signifikanten Unterschiede weder im Vergleich zwischen den
Tests A, B und C noch im Verlauf der drei Untersuchungen festgestellt werden.
In allen Fallen sinkt der Quotient durch kdérperliche Arbeit ab, bleibt fir die
Dauer der Ergometrie konstant, um dann bis zur 60. Minute nach Arbeitsende
wieder zu steigen. Es kann somit von einer vermehrten Radikalbildung bei
vorgegebener Kérperarbeit ausgegangen werden.

Bei genauer Betrachtung fallen Unterschiede zwischen den Tests auf, auch
wenn diese nicht statistisch relevant sind. Z.B. zeigt sich, dass unter
Arbeitsbedingungen der Quotient im Placebotest sowohl absolut (Abb. 4) als
auch prozentual bezogen auf den Ausgangswert (Abb. 14) am wenigsten sinkt.
Die hohe Vitamin C-Konzentration im Blutserum in den Tests A und C scheinen

hingegen den Quotienten weiter zu senken.

% Ausganswert

0 30 60 120

Zeit (min) EA OB mC

Abb. 14 Prozentuale GSH/GSSG-Veranderung wahrend (30, 60) der Fahrradergometrie und nach
einer Stunde Erholung (120) bezogen auf das Werteniveau vor Belastung (0).
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Gohil et al. (1988), die im Gegensatz zu den meisten anderen Studien wahrend
der Ergometrie (90 min bei 65% VOama) Blutmessungen durchfiihrten,
beschrieben eine signifikante Reduktion des Quotienten [27]. Auch Watson et
al. (2005) ermittelten signifikante Abnahmen durch submaximale und direkt
anschlieBende maximale Laufbelastungen [86]. Wie bereits erwahnt,
beschrankt sich die Vielzahl der Studien auf die Parametermessung nach
korperlicher Arbeit. So fanden Heine et al. (1995) signifikant gesunkene
GSH/GSSG-Quotienten nach einem 22 Stunden-Lauf [31].

Aus statistischer Sicht bleiben die Werte der vorliegenden Studie im Testverlauf
unverandert. Ein direkter Vergleich mit anderen Studien féllt durch die
unterschiedlichen Versuchsablaufe schwer. Daher kénnen hier nur
Ahnlichkeiten diskutiert werden. So beschreibt die Studie von Camus et al.
(1994), dass durch Laufarbeit Gber 35 Minuten und 60% der VOsmax keine
Glutathionveranderungen provoziert werden konnten [10]. Aber auch Lew et al.
(1985) berichten von gleich bleibenden Werten nach erschépfender Arbeit [54].
Offenbar kann eine Reduzierung des Quotienten durch kdrperliche Arbeit nicht
ohne weiteres erreicht werden.

Steigende GSH/GSSG-Werte fanden Ji et al. (1993) wahrend einer
Fahrradergometrie von 70% der VOamax bis zur Erschépfung [43]. Entgegen der
allgemeinen Erwartungen und den Aussagen der Fachliteratur beobachtete die
Arbeitsgruppe eine Zunahme an GSH und einen unveranderten GSSG-Spiegel.

Die eingangs erwahnte Aussage, dass die Parameter des Glutathionhaushalts
als potenter Marker fiir die Beurteilung von oxidativer Belastung bei kdrperlicher
Arbeit gelten, erscheint bei der Betrachtung der diskutierten Literatur als
fragwardig.

Es liegen auch zu diesem Parameter keine Untersuchungen vor, die die Kinetik

unter kérperlicher Arbeit und zugleich unter Einfluss von Vitamin C beschreiben.

AbschlieBend kann festgehalten werden, dass durch die in dieser Studie
vorgegebene Arbeitsintensitat eine vermehrte Radikalbelastung angenommen
werden kann. Zudem konnte festgestellt werden, dass die Gabe von Vitamin C,
ob in Form einer Brausetablette mit 1000mg oder in Form einer retardierten
500mg—Kapsel, keine schitzende Wirkung vor dieser Radikalbelastung bei
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akuter sportlicher Betatigung habt. Ascorbinsdure in Form einer Brausetabelle
mit der deutlich héheren akuten Bioverfligbarkeit bewirkt im Gegenteil eine
héhere Konzentration an GSSG, was als Indikator fir ein erhdhtes Vorkommen
an reaktiven Sauerstoffderivaten zu verstehen ist. Zwar ist gleichzeitig ein
starkerer GSH-Pool messbar, der mit einer erhéhten antioxidativen Kapazitat
Ubersetzt werden kann, aber auch der Quotient GSH/GSSG weist tendenziell
auf ein héheres Radikalvorkommen hin.

Auch das Retardsystem bietet keinen antioxidativen Schutz bzw. unterscheidet
sich nicht vom Placeboversuch in unserer Versuchsreihe.

Der Vollstandigkeit halber soll an dieser Stelle erwahnt werden, dass Grune
(2002) andeutet, dass Glutathion vermutlich die Regeneration von Ascorbyl-
Radikalen zu Vitamin C ermdglicht (Abb. 11) [29]. Dadurch waren theoretisch
die hohen GSH- und GSSG-Werte nach Gabe der Brausetablette zu erklaren.
Wenn vorausgesetzt wirde, dass ein groBer Anteil der -eingefluteten
Ascorbinsdure im Test A oxidierte und so das Glutathion-System zu dessen
Regeneration mobilisiert wurde, so waren die Messdaten erklarbar und nicht
direkt auf oxidativen Stress zurlckzuflhren. Hier kdnnte eine isolierte
Interaktion zwischen Glutathion und Vitamin C angenommen werden. Dieser
Annahme widersprechen allerdings die zuséatzlich gemessenen 8-
Isoprostanwerte, die ebenfalls auf eine erhdhte Lipidperoxidation und somit auf
erhéhten Radikalstress auf systemischer Ebene hinweisen (s.u.).

Somit kann anhand der besprochenen Parameter des Glutathionsystems keine
Empfehlung fir die Einnahme der Antioxidanz Vitamin C ausgesprochen
werden. Darlber hinaus sollte gegebenenfalls von der zuséatzlichen Einnahme
abgeraten werden, da das koérpereigene antioxidative System bei gesunden
mannlichen Probanden mdéglicherweise destabilisiert wird (Abb. 15).

35



4 DISKUSSION
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Abb. 15 Mdgliche Wirkung von zusétzlich eingenommenen Antioxidanzien (AO) auf die zellulare
antioxidative Reaktion der durch Korperarbeit generierten Freien Sauerstoffradikale (O,-R). Die
schwarzen Zylinder stellen das ausreichend versorgte endogene antioxidative System dar,
welches durch die Einnahme von Nahrungsergénzungsmitteln (z.B. Vitamin C, gelbe Zylinder)
blockiert wird.

4.2 8-Isoprostan

Die Parameter des Glutathionsystems kommen bei vielen Untersuchungen zur
Ermittlung des oxidativen Stresses zum Einsatz und ermdglichen damit einen
Vergleich. Allerdings wurde auch deutlich, dass sich die Wissenschaft Uber die
Kinetik dieses Parameters nicht einig ist, was in den unterschiedlichen
Studiengestaltungen und Messmethoden begriindet liegen kénnte [73]. Aus
diesem Grund haben wir uns in der vorliegenden Studie flr einen weiteren
.otressparameter, dem 8-Isoprostan, entschieden, um den oxidativen Status
sicherer beurteilen zu kdénnen. So empfehlen auch Clarkson und Thompsen
(2000) den Einsatz von zwei oder mehr MessgroBen fur die Ermittlung Freier
Radikale [12].

8-Isoprostan entsteht bei der Reaktion von Sauerstoffradikalen mit mehrfach
ungesattigten Fettsduren (Lipidperoxidation) von Biomembranen [82]. Dieser
Parameter, der auch unter Normalbedingungen im Urin und im Blut
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nachweisbar ist, steigt bei der vermehrten Entstehung von Freien Radikalen
und gilt als valider Marker flr die Lipidperoxidation [16;18;46;52;64].

% Ausgangswert

0 30 60 120

Zeit (min) EA OB mC

Abb. 16 Prozentuale 8-lsoprostan-Veranderung ausgehend vom Ruhewert (0) wéhrend der
Ergometrie (30, 60) auf dem Fahrrad und nach einer Stunde Erholung (120).

In der vorliegenden Studie ergab die Varianzanalyse der 8-Isoprostandaten
keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Tests und somit konnte kein
signifikanter Einfluss von Vitamin C ermittelt werden. Allerdings zeigt sich
durchgehend ein signifikanter Anstieg nach 60 Minuten Arbeit verglichen mit
dem Ausgangswert (p<0,01). Somit kann grundsatzlich von einer erhéhten
Lipidperoxidation durch die abverlangte Kérperarbeit ausgegangen werden, die
nach 60 Minuten Erholung wieder unvollstandig zurtickgeht.

Im Test B zeigt der Parameterverlauf die geringsten Amplituden, aber auch den
héchsten Ruhewert von 1193,97+490,69pg/ml. Bis zur 60. Minute Ubersteigen
die Werte der Tests A und C die Placebowerte und zeigen starke Amplituden
von ca. 25% Uber den Ruhewerten (Abb. 6; Abb. 16).

Steensberg et al. (2002) fanden ebenfalls einen signifikanten Anstieg an F»-
Isoprostan wahrend kdrperlicher Arbeit Uber 12 bis 22 Stunden bei 75% der
VOomax, verglichen mit dem Vorbelastungswert [85]. Hier regenerierte sich der
Wert nach der Arbeit innerhalb von 60 bis 120 Minuten.
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4 DISKUSSION

Mit Hilfe einer Microdialyse konnten zudem lokale Veranderungen des 8-Iso-
PGF,, im Interstitium des M. vastus lateralis gemessen werden. Die
Konzentration stieg lokal wahrend einer Dauerarbeit (30min) bei 150 Watt auf
dem Fahrradergometer signifikant an [80]. Dieser Parameter wurde auch in der
vorliegenden Studie eingesetzt und gilt als charakteristische GréBe fir die

durch Freie Radikale katalysierte Lipidperoxidation der Arachidonsaure.

Arachidonsaure
Membranphospholipide

Freie Radikale l
F2-Isoprostan

8-lsoprostan

Abb. 17 Entstehung von 8-Isoprostan nach [64] und [81].

Insgesamt zeigt sich hier, dass Vitamin C eine, wenn auch nicht signifikante
Reduktion der Freien Radikale im Blut in Ruhe und nach koérperlicher Arbeit
vermag. Dies gilt jedoch nicht unter Arbeitsbedingungen. Die Amplituden
schlagen unter dem Einfluss von Vitamin C deutlich starker aus und lassen eine
negative Beeinflussung des natirlichen antioxidativen Systems vermuten.

Sacheck et al. (2003) untersuchten placebokontrolliert den Einfluss von Vitamin
E auf die Lipidperoxidation wéahrend korperlicher Arbeit gemessen an Faq-
Isoprostan [74]. Dabei gab es einen bedeutenden methodischen Unterschied zu
der vorliegenden Studie. Das Vitamin wurde Uber einen Zeitraum von 12
Wochen vor korperlicher Arbeit verabreicht, so dass von anderen
Wirkungsweisen ausgegangen werden kann. Das Kollektiv bestand aus einer
Gruppe mit jungen (3. Lebensdekade) und einer mit alten Probanden (7. bis 8.
Dekade). Der vorgegebene exzentrische Dauerlauf (Bergablauf) bei 75% der
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VO.max lieB die 8-Isoprostan-Konzentrationen steigen. Das Vitamin E zeigte
keine antioxidative Wirkung bei den jungen Probanden.

Anders verhielt es sich bei den alteren Probanden. Hier war das Antioxidanz in
der Lage, den 8-Isoprostan-Spiegel vor und einen Tag nach kdrperlicher Arbeit
signifikant zu senken. Es wird davon ausgegangen, dass die Anfélligkeit flr
oxidativen Stress mit dem Alter steigt, was mit einer abnehmenden Anpassung
des antioxidativen Systems und einer verstarkten Produktion Freier Radikale
durch Muskelarbeit erklart wird [8]. Wie die Abbildung 20 zeigt, ist das
antioxidative System vielschichtig und multifaktoriell, was eindeutige Aussagen
Uber die Anpassungsprozesse erschwert. Auch wenn die einzelnen Systeme
unterschiedlich auf eine Radikalbelastung reagieren [40], lassen diese
Zusammenhéange einen vermehrten Bedarf an Antioxidanzien mit steigendem
Alter vermuten. Dem kann enthommen werden, dass eine zusétzliche
Einnahme von Radikalfangern nur bei einem erhdhten Bedarf indiziert ist. Eine
prophylaktische Einnahme bei antioxidativ ,gertisteten“ Organismen, wie sie bei
normal erndhrten und gesunden Personen der 3. Lebensdekade angenommen
werden kénnen, scheint hingegen wirkungslos bis kontraindiziert. Denn in der
beschriebenen Studie von Sasheck et al. (2003) verursachte Vitamin E erhéhte
8-Isoprostan-Konzentrationen vor und nach der kérperlichen Arbeit bei den
jungen Probanden [74]. Vor der Einnahme von antioxidativ wirksamen
Nahrungserganzungsmitteln sollten die pro- und antioxidativen Bedingungen
daher stets berlcksichtigt und abgewogen werden (Abb. 18). Erst wenn ein

tatsachlicher Bedarf vermutet werden kann, ist die Einnahme indiziert.
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Abb. 18 Individuelle pro- und antioxidative Faktoren nach Bloch u. Schmidt (2004) [8].

Bezlglich der vorliegenden Werte und der starkeren Amplituden wéhrend der
Ergometrie kdnnte das bedeuten, dass die Gabe von Vitamin C das endogene
System destabilisiert, da kein Bedarf fir Antioxidanzien vorliegt. Allerdings
spricht gegen diese Annahme die Tatsache, dass das Vitamin C im Gegensatz
zum Vitamin E in der Studie von Sascheck et al. (2003) in der Lage war, sowohl
die Ruhe- als auch die Erholungswerte zu senken [74]. Zudem liefert die Studie
von Sasheck et al. (2003) keine Werte, die wahrend kdrperlicher Arbeit erhoben

wurden.

Mastaloudis et al. (2004) konnten allerdings auch wahrend eines
Ultramarathons eine (nicht signifikante) antioxidative Wirkung eines
Kombinationspraparates (Vitamin C 1000mg, Vitamin E 300mg) auf den F.-
Isoprostanspiegel ermitteln [58]. Neben der geringeren Konzentration fiel auch
der Anstieg des Markers im Vergleich zur Placebogruppe geringer aus.
Signifikante Wirkungen zeigte die Supplementierung aber besonders in der Zeit
bis sechs Tage nach dem Wettkampf. Doch auch in dieser Studie wurden die
Antioxidanzien Uber drei Wochen vor dem Wettkampf eingenommen und

erschweren so den direkten Vergleich.
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Weitere Studien, die die Kinetik des besprochenen Parameters wéahrend
kérperlicher Arbeit untersucht haben, liegen uns nicht vor. Kanter et al. (1993)
beurteilten die Lipidperoxidation anhand von Malondialdehyde im Serum der
Probanden vor, wahrend und nach einer 30-minttigen Laufbelastung bei 60%
der maximalen VO, [45]. Zudem wurde die Wirkung der antioxidativ wirksamen
Vitamine E, C und B-Carotine (Kombinationspraparat) placebokontrolliert
untersucht. Die Autoren fanden, dass eine Radikalbelastung durch die
Muskelarbeit entsteht, diese aber durch die Supplementierung nicht beeinflusst
werden kann. Allerdings bewirkten die Vitamine eine Reduktion der Marker vor
und nach der Ergometrie, wie auch in der vorliegenden Studie vor allem nach

Gabe der Brausetablette (Test A) zu sehen ist.

AbschlieBend kann anhand der vorliegenden Ergebnisse festgehalten werden,
dass das 8-lsoprostan als valider Marker der Lipidperoxidation unter der
abverlangten Kérperarbeit steigt. Ein direkter Vergleich mit der Literatur ist aber
nicht moglich, da es keine Studien gibt, die den Marker wahrend korperlicher
Arbeit ermittelt haben und gleichzeitig die akute Wirkung einer Einmalgabe von
Vitamin C beurteilen. Somit kann nicht eindeutig belegt werden, dass es einen
Unterschied zwischen einer lAngeren und einer akuten Gabe von Vitamin C auf
die Lipidperoxidation unter Arbeitsbedingungen gibt.

Vor und nach der Ergometrie erweist sich die Einnahme von Vitamin C als
maoglicher Schutz vor Zellmembranschadigungen durch Lipidperoxidation. Unter
Arbeitsbedingungen erweist sich die Supplementierung als kontraproduktiv.
Ausgehend von der Studie von Sacheck et al. (2003) liegt die Vermutung nahe,
dass sich die Einnahme von Antioxidanzien als besonders wirkungsvoll bei der
Unterstitzung eines schwachen endogenen antioxidativen Systems erweist
[74]. Zur Beantwortung dieser Frage kénnte eine weiterfihrende Studie dienlich
sein. Allerdings sollte das Probandenkollektiv aus &lteren Probanden und
Diabetikern bestehen. Bei dieser Zielgruppe wird von einer erhbéhten
Radikalbelastung und einer gréBeren antioxidativen Wirkung von Vitaminen
ausgegangen [72].

41



4.3 Vitamin C

Aerob lebende Organismen verfligen Uber antioxidative Schutzmechanismen
(Abb. 20), zu denen auch das in dieser Studie untersuchte essentielle Vitamin C
gehort [77]. Antioxidanzien dienen Freien Radikalen als Donatoren und
bewahren andere Stoffe so vor der Oxidation. Daher werden den
Antioxidanzien Schutzfunktionen unter oxidativem Stress zugeschrieben
[82;87].
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Abb. 19 Prozentuale Veranderung der Vitamin-C-Konzentration im Blutserum wahrend der
Ergometrie (30, 60) und nach einer Stunde Erholung (120) bezogen auf die Ausgangswerte vor
Arbeit (0).

Die Werte der Vitamin-C-Serumkonzentration des Placebotests (B) zeigten im
Verlauf keine statistischen Unterschiede, dennoch stieg der Serumspiegel bis
ca. 60% des Ruhewertes an. Woher diese Schwankungen kommen kénnten, ist
nicht geklart. Zur Diskussion steht, dass Cortisol, welches bei kdrperlicher
Arbeit ausgeschittet wird, den hdéheren Vitamin C-Spiegel verursacht
[12;14;21;26]. Ein ausreichend groBes kdrpereigenes Reservoir von 1,2 bis 69
steht zur Verfligung [87]. Auch Mastaloudis et al. (2004) berichten von einem
signifikanten Anstieg der Ascorbinsdurekonzentration im Plasma wahrend eines
50-km-Ultramarathons, verglichen mit dem Wert vor dem Wettkampf [58]. Es
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scheint einen physiologischen Bedarf an Ascorbinsdure im Blut unter

kérperlicher Arbeit zu geben, der bedient wird.

ErwartungsgemaB fiel der Anstieg an Ascorbinsdure nach Gabe der
Brausetablette im Test A im Vergleich zu Test B und C deutlich steiler aus
(p<0,01). Dieser Anstieg hielt Gber den gesamten Untersuchungszeitraum an,
wobei sich alle Werte von Messpunkt zu Messpunkt wie auch im Vergleich zum
Ausgangswert hochsignifikant unterschieden (p<0,01). Somit erweist sich die
Brausetablette als potenter Ascorbinsaurelieferant. Wahrend der gesamten
Messzeit flutete der Wirkstoff weiter an (Abb. 6).

Der Ruhewert im Test C fiel vergleichsweise hoch aus, was damit
zusammenhangt, dass die Retardkapsel (C) zwei Stunden friher als die
Brausetablette  eingenommen  wurde, um  den unterschiedlichen
Einflutungszeiten Rechnung zu tragen. Im Laufe der Ergometrie flutete das
Vitamin C weiter an und lag in dieser Phase im Vergleich zum Ruhewert
signifikant héher (p<0,05). Dennoch fiel der Anstieg, verglichen mit Test A, wie
erwartet, deutlich flacher (p<0,01) und verglichen mit Test B stéarker aus (p<0,05
bis p<0,01). Die gewilnschten Eigenschaften des Retardprodukts kénnen wir
somit in unserem Test belegen. Die Voraussetzungen fir den theoretisch
beschriebenen antioxidativen Schutz durch Ascorbinsdure sind nach Gabe
beider Darreichungsformen gegeben, da die oral aufgenommenen Praparate im
Blut gelést wurden und dort zur Verfligung standen.

Somit entsprechen die Ergebnisse der Vitamin-C-Messungen den allgemeinen
Erwartungen. Das hohe Angebot an Ascorbinsaure im Test A verursacht einen
signifikant differierenden Parameterverlauf in der Arbeits- und Erholungszeit im
Vergleich zu Test B und C (p<0,01). Der Anstieg im Test C und dessen
Unterschied zu Test B fallen moderater aus (p<0,01 bis 0,05). Im

Placeboversuch zeigten sich keine statistischen Veranderungen.

Vitamin C, laut Frei et al. (1989) das wichtigste wasserldsliche Antioxidanz im
Plasma [25], dient nicht nur als direkter Radikalfdnger, sondern ist unter
anderem auch bei der Regeneration der Tocopherol-Radikale aktiv und schitzt
somit die Vitamin E-Bestande des Kdorpers [3;44] (Abb. 11). Huang et al. (2002)

weisen den jeweiligen Vitaminen einen deutlichen Schutz vor der
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Lipidperoxidation zu [36], was teilweise im Widerspruch zu den Daten der
vorliegenden Studie steht. Hier kann zwar eine leicht geringere
Radikalbelastung vor und nach kdrperlicher Arbeit angenommen, aber keine
protektiven Wirkungen unter Arbeitsbedingungen festgestellt werden. Der
Verlauf der 8-lsoprostankurve lasst sogar eine prooxidative Tendenz nach 60
Minuten Ergometrie durch Vitamin C vermuten (Abb. 5). Einige Studien haben
prooxidative Eigenschaften der Ascorbinsdure diskutiert, besonders wenn
Megadosen eingenommen wurden [32;33;38;66]. Tagesaufnahmen bis zu
einem Gramm, wie sie auch in dieser Studie verabreicht wurden, gelten aber
als unbedenklich [5;69].

Wahrend gesunden Menschen unter Normalbedingungen eine
Aufnahmemenge Uber die Nahrung von ca. 100mg bzw. 1mg/kg Kérpergewicht
Ascorbinsaure taglich empfohlen wird [11;71;87], empfiehlt Platen (2002)
Sportlern eine Aufnahme von 100 bis 500mg/Tag [65]. Allerdings gelte diese
Empfehlung nur fir den Fall, dass auch ein Vitaminmangel vorliegt. Der
Hersteller des in dieser Studie eingesetzten Retardproduktes empfiehlt Bezug
nehmend auf Kanopka (2006) [49] eine Tagesdosis von 300-500mg flr
Schnellkraftsportler und bis 800mg fiir Ausdauersportler’. Dabei wird keine
Auskunft dartber gegeben, ob das Vitamin Uber einen langeren Zeitraum oder
in einem definierten zeitlichen Abstand zur sportlichen Betéatigung
eingenommen werden soll. Diese Dosisempfehlungen wurden in etwa in der

vorliegenden Studie umgesetzt.

Anhand der Kurvenverlaufe der im Blut gemessenen Parameter 8-lsoprostan
und des GSH/GSG-Quotienten kann eine erhdhte Radikalbelastung unter der
vorgegeben Belastung festgehalten werden. Diese konnte durch die
Vitamineinnahmen nicht verhindert werden.

Von einigen Autoren wird bezweifelt, dass von einer zusatzlichen Belastung
durch Freie Radikale beim Sport ausgegangen werden kann [44;82]. Ebenso
wird bezweifelt, dass zusatzlich aufgenommenes Vitamin C unter oxidativem
Stress als Antioxidanz relevant ist [3;14;56]. Cooper et al. (2002) behaupten,
dass nur hoch intensive oder sehr langandauernde koérperliche Betatigungen

? Abteilung fiir wissenschaftliche Informationen von CeTeBe® 1988
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oxidativen Stress auslésen kénnen [14]. So beschreiben Lovlin et al. (1987),
dass moderate Muskelarbeit bis 70% der VOamax nicht in der Lage ist,
oxidativen Stress zu provozieren [55]. Anhand der verschiedenen
Studienaussagen wird deutlich, dass es offenbar eine Vielzahl von
Einflussfaktoren gibt. Anhand der hohen Standardabweichungen in der
vorliegenden Studie kann angenommen werden, dass es zudem groBe
interindividuelle  Unterschiede bei der physiologischen Reaktion des
antioxidativen Systems auf Muskelarbeit gibt. Dagegen sprechen allerdings die
deutlichen und signifikanten Veranderungen in den Studien von Heine et al.
(1997) und Gohil et al. (1988), die einen klaren Zusammenhang zwischen

submaximalen Dauerbelastungen und oxidativem Stress aufzeigen [27;31].

Belastung durch Freie Radikale
Nahrung

Intoxikation /
Stoffwechsel
Pathologien

AO-
Netzwerk

Zellulare
Struktur- u.
Funktionsein-
heiten

\ Wieder-

Neusynthese, herstellung
Stabilisierung

Katalase Harnsaure

Superoxid- Ubichinon

dismutase

Flavonoide

Liponséaure

Vitamin C

@/

Antioxidanzien
durch Nahrung

Intrazelluléare
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Reparatur-

Systeme

Glutathion-
System

bb. 20 Schematische Darstellung des kdrpereigenen Schutzsystems zur Vermeidung von
oxidativen Schadigungen modifiziert nach Grune T. (2002) [29]: Antioxidanzien (AO) fangen Freie
Radikale bzw. daraus entstandene Oxidanzien ab und verhindern weitere Reaktionen. Bereits
oxidierte Zellstrukturen werden durch intrazellulare Abbau- und Reparatursysteme regeneriert
oder abgebaut und ersetzt.

Da deutliche leistungssteigernde Wirkungen beim Menschen durch

Ascorbinsdure ausgeschlossen werden kénnen [88], formulieren einige Autoren
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ihre Empfehlung fir Sportler dahingehend, dass nur dann substituiert werden
sollte, wenn ein tatsachlicher Vitamin-C-Mangel besteht. Nur in diesem Fall
kénnten Leistungsverluste und auch gesundheitliche EinbuBen durch
mangelnden Schutz vor Freien Radikalen verhindert werden [5;65;82].

Da aber in der vorliegenden Studie (Test B) und auch bei Mastaloudis et al.
(2004) keine Abnahme wund sogar ein tendenzieller Anstieg der
Serumkonzentration wahrend koérperlicher Arbeit festgestellt werden konnte,
kann in diesen Faéllen nicht von einem Mangelzustand, sondern von
bereitstehenden Depots ausgegangen werden [58].

Wir konnten keinen Einfluss auf die Leistungsfahigkeit unter Vitamin-C-Gabe
beobachten. Weder die objektiven Parameter (Watt, Blutlaktat, Atemaquivalent,
Herzfrequenz) noch die subjektive Belastungseinschatzung (Borg-Skala) der
Probanden zeigten einen Unterschied zwischen den Tests (Tab. 10).

Auch wenn es gegenteilige Studienergebnisse gibt und die theoretischen
Kenntnisse eine vermehrte Radikalbildung bei vielfach héherem O.-Umsatz
unter kérperlicher Arbeit vermuten lassen [5], so sehen einige Autoren auf der
Basis vieler Studien an Sportlern keinen validen Anlass daftir, sportlich aktiven
Menschen eine erhfhte Aufnahme an Antioxidanzien zu empfehlen [34;51;82].

Einige unserer Teilergebnisse kénnten dahingehend interpretiert werden, dass
die zusatzliche Gabe von Vitamin C die antioxidative Homdostase stort, da die
Radikalparameter starker ausschlagen. Kanter (1995) und Fatouros et al.
(2004) stellen zur Diskussion, dass das endogene antioxidative Schutzsystem
bei Sportlern gut ausgepragt und auf Belastungen eingestellt ist [23]. Dies ist
auf die Anpassungsprozesse durch aufbauende TrainingsmaBnahmen
zurlckzufihren [77]. Daher besteht bei diesen Personen in der Regel kein
Bedarf an einem zusatzlichen Schutz [2;3]. Dieser ist eher fir
Gelegenheitssportler relevant, die sich untrainiert und unregelmaBig
Spitzenbelastungen aussetzen [44].

Es ist bekannt, dass die Skelettmuskulatur bei kérperlicher Arbeit eine Reihe
von Freien Radikalen bildet. Dies betrifft vor allem die mitochondrienreichen
Typ-I-Fasern [60]. Auch extrazellulare Prozesse wie die NAD(P)H-Oxidase
werden flr die Generierung verantwortlich gemacht [15;62]. Das Muskelgewebe
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verfligt aber gleichzeitig Uber ein potentes antioxidatives System, welches die
Umgebung vor Oxidationsschaden bewahrt. Dieses System, bestehend aus
Superoxiddismutase, Catalase und Glutathionperoxidase, greift sowohl im
Mitochondrium als auch im Cytosol ein. Weitere direkte Radikalfanger wirken
dabei unterstitzend (Glutathion, Vitamin E und C). Durch kontraktile Aktivitaten
der Skelettmuskulatur scheinen die antioxidativen Prozesse im Muskelgewebe
verstarkt zu werden [37;40;47]. Durch die zusatzliche Aufnahme von Vitamin C
kénnen diese physiologischen Schutzreaktionen allerdings unterdriickt und das
Gewebe ungeschitzt der oxidativen Belastung ausgesetzt werden [48]. Khassaf
et al. (2003) konnten zeigen, dass einige Parameter des antioxidativen Systems
durch die Einnahme (ber acht Wochen von 500mg Vitamin C pro Tag eine
deutlich gesteigerte Aktivitat aufweisen. Diese Tendenzen zeigen auch die
Werte der vorliegenden Studie. Doch unter kérperlicher Arbeit und der damit
verbundenen starkeren Radikalbelastung reagierten die Systeme nicht oder
nahmen in ihrer Aktivitat sogar ab. Nicht so bei der Kontrollgruppe ohne
zusatzliche Vitamineinnahme. Hier zeigten sich wirkungsvolle physiologische
Schutzmechanismen gegen arbeitsinduzierten Radikal-Stress.

In einer aktuellen Meta-Analyse postulierten Bjelakovic et al. (2007), dass
zusatzlicher, regelméaBiger und tber den Bedarf hinausgehender Konsum von
Antioxidanzien, darunter auch Vitamin C, das Sterberisiko erhéhen kann. Fir
die untersuchten Wirkstoffe (Vitamin A, E, B-Carotin) ergab sich auBer fir
Vitamin C ein signifikantes Ergebnis. Dennoch berichteten die Autoren von
einem um 6% hdéheren Sterberisiko bezogen auf die Ascorbinséure. Den Grund
fir diese Ergebnisse sehen die Wissenschaftler in der Stérung des hoch
entwickelten endogenen antioxidativen Systems durch die eingenommenen
Wirkstoffe. Nach Aussage der Wissenschaftler ist Vitamin C ein Wirkstoff
sowohl mit anti- als auch mit prooxidativen Eigenschaften [6].

Es konnte gezeigt werden, dass bei einer Muskelarbeit von 80% der VOomax
dber 30 Minuten die Freien Radikale zwar signifikant anstiegen, dass aber die
kérpereigenen Schutzmechanismen doppelt so stark auf den Stress reagierten,
wenn keine zusatzlichen Antioxidanzien eingenommen wurden [3]. Es scheint
also ein gewisser Reiz notwendig zu sein, um das endogene antioxidative

Schutzsystem im Sinne der Superkompensation zu starken, was durch andere
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Studien bestatigt wird [5;63]. Hierbei mag richtig dosierter, moderat
ausgeflhrter Sport den richtigen Reiz darstellen. Dahingehend mag die
Einnahme von antioxidativen Vitaminen Uber den Bedarf hinaus eine
Anpassung verhindern [77].

Es konnte gezeigt werden, dass bereits einzelne Muskelarbeitsphasen das
intramuskuldre antioxidative System aktivieren kénnen, um die entstandenen
Freien Radikale abzufangen [47;59]. Diese physiologische Antwort wird aber
durch eine zusatzliche Aufnahme von Vitamin C unterdriickt und behindert so
die endogenen antioxidativen Schutzmechanismen [48].

Wie Bloch u. Schmidt (2004) in einer Ubersicht darstellen, konnten einige
Studien zeigen, dass kérperliches Training im Sinne einer Trainingsanpassung
den Organismus vor den destruktiven Eigenschaften Freier Radikale schitzt
[83]. Dies zeigt sich in der Reduktion von Freien Radikalen im Organismus, der
Erhdhung der antioxidativen Kapazitat sowohl in Form von Antioxidanzien als
auch antioxidativer Enzyme [39;41;53;67].

Niess et al. (2002) gehen davon aus, dass, abgesehen von deutlichen
Stresssituationen, das Vorkommen Freier Radikale im Organismus wichtig far
Modulationsvorgange des Organismus und flr die intakte Zellfunktion ist [63].
Die Studie von Domenech et al. (2005) untermauert diese Annahme. Die
Autoren stellen die allgemein Ubliche Empfehlung, dass Sportler vermehrt
Vitamin C einnehmen sollten, in Frage. Sie konnten zeigen, dass extensives
Training die Aktivitdt endogener antioxidativer Systeme erhéht. Zudem wird
dadurch das Mitochondrienwachstum stimuliert und eine Zunahme
mitochondrialer Enzyme erreicht. Durch die Gabe von Antioxidanzien wurden
diese Adaptationsvorgange verhindert. Die Autoren empfehlen daher, dass
wahrend der Trainingsperioden keine Vitamine genommen werden sollten,

durchaus aber vor erschépfenden Wettkdmpfen [19].

Die vorliegende Studie unterscheidet sich von Studien mit vergleichbarer
Methodik darin, dass das Vitamin nicht Uber einen langeren Zeitraum, sondern
nur eine Kapsel bzw. Brausetablette in einem definierten kleinen Zeitfenster (30
bzw. 150 Minuten) vor Arbeitsbeginn eingenommen wurde. Diese bislang nicht
eingesetzte Methodik erschwert den direkten Vergleich mit anderen Studien.
Dennoch kann, basierend auf den Daten der vorliegenden Studie und der
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besprochenen Literatur, keine Empfehlung fir die Aufnahme von Vitamin C in
Form von Nahrungsergdnzungsmitteln ausgesprochen werden. Sowohl die
Brausetablette als auch die Retardkapsel erwiesen sich als potenter
Ascorbinsdurelieferant in erwarteter Art. Dennoch war eine deutliche
antioxidative Wirkung nicht festzustellen. Darlber hinaus geben wir zu
bedenken, dass es Hinweise auf prooxidative und somit pathogene
Stoffwechselvorgéange gibt, und dass Regelmechanismen der
Trainingsanpassung verhindert oder negativ beeinflusst werden kénnen.
Andererseits verdeutlicht bereits die schematische Darstellung des komplexen
antioxidativen Systems (Abb. 20), dass die vorliegende Studie nur einen kleinen
Ausschnitt behandelt. Die Erfassung aller Wechselwirkungen gilt es noch
anzustreben. Zudem beziehen sich die Ergebnisse auf Blutparameter und nicht
auf intrazellulare Vorgénge, also die Ebene, auf der Freie Radikale besonders
wirken.

AbschlieBend ist festzustellen: Die bei korperlicher Arbeit vermehrt
entstehenden Freien Radikale kénnen durch die zusatzliche Gabe von Vitamin
C — weder in Form von Brausetabletten noch in der Form von protrahierten
Abgaben — signifikant unterdriickt werden. Es lie3 sich zudem eine tendenzielle
prooxidative Wirkung von Vitamin C wahrend der 60-mindtigen kdrperlichen
Arbeit feststellen. Diese Aussage gilt selbstverstandlich nur flr die von uns
angewandte Methodik und bezieht sich auf Personen mit einem potenten
antioxidativen System.
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5 Zusammenfassung

Freie Radikale stellen eine Hauptursache von ,physiologischen® Schadigungen
des Organismus dar. Sie zersetzen vor allem Zellmembranen und sind in
Verbindung hiermit eine wesentliche Alterungsursache. Der durch kdérperliche
Arbeit stark erhdhte Sauerstoffumsatz gilt als Ausléser vermehrter Entstehung
Freier Radikale.

Von dementsprechend groBem Interesse ist die Frage, ob es mdglich ist,
artifiziell die Entstehung von Freien Radikalen zu verhiten oder zu vermindern.
Dabei wird vor allem dem Vitamin C eine bedeutende Rolle zugeschrieben. Wir
fihrten deshalb an 13 gesunden mannlichen Probanden im Alter von 22 bis 36
Jahren mit einer durchschnittlichen KoérpergréBe von 179,5 cm und einem
mittleren Korpergewicht von 75,1 kg experimentelle Untersuchungen mit

folgenden Fragestellungen durch:

e Entsteht eine verstarkte Radikalbelastung durch eine 60-mindtige
korperliche Arbeit auf dem Fahrradergometer bei 61% der VOomax ?
e Welche Auswirkung hat dabei die akute Verabreichung von Vitamin C in

unterschiedlicher Darreichungsform?

Dabei differenzierten wir zwischen Vitamin C in Form von Brausetabletten
(1000mg) und solchen in Form von Kapselverabfolgung (500mg) mit
achtstindiger  Retardwirkung. Diesen wurde zudem ein  Placebo

entgegengestellt.

Das Untersuchungsdesign gestaltete sich folgendermafBen:

Die Probanden wurden Uber den Zweck der Untersuchung informiert. Sie waren
klinisch und anamnestisch gesund. Der experimentellen ging eine arztliche
Untersuchung mit Erhebung der Anamnese und einer klinischen Untersuchung
voraus. Ausschlusskriterien waren neben chronischen oder akuten
Erkrankungen das Rauchen und die Einnahme von zusétzlichen Vitaminen. Die
Probanden erhielten die Anweisung, zwei Tage vor der eigentlichen
Testuntersuchung gewohnte Essensformen einzuhalten, keinen Alkohol zu

trinken und sich keiner intensiven kérperlichen Arbeit auszusetzen.
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Nach der Blutabnahme aus der Vena Cubitalis sowie aus dem arterialisierten
Ohrlappchen  erfolgte  die  Belastungsuntersuchung. Sie  erfolgte
spiroergometrisch (ZAN). Hierzu flhrten die Probanden eine Arbeit in sitzender
Position auf dem Fahrradergometer (SRM) durch. Die Arbeitsintensitat betrug
61% von der vorher individuell ermittelten VOonax Uber eine Zeitspanne von
einer Stunde. Vor, wahrend und eine Stunde nach der Ergometrie untersuchten

wir aus den Blutproben folgende Parameter:

- 8-Isoprostan (8-iso PGFy)

- Glutathion-System (GSH, GSSG, GSH/GSSG)
- Vitamin C

- Blutlaktat

Fir die Ermittlung der Glutahion- und Vitamin-C-Werte nutzten wir die
Hochdruckflissigkeits-Chromatographie-Methode  (HPLC).  Durch  einen
Antigennachweis mittels Enzyme Immuno Assay (EIA) wurde das 8-lsoprostan
bestimmt. Die respiratorischen Parameter wurden mit Hilfe des offenen
Spirometrie-Systems der Firma ZAN gemessen. Auf der Basis des
enzymatisch-ampérometrischen Messprinzips wurden die
Blutlaktatkonzentrationen ermittelt. Die Herzfrequenz wurde telemetrisch von

einem Brustgurt Gbertragen und registriert.

Die wesentlichen Befunde lauten:

e Vitamin C: Durch die Einnahme der Vitamin-C-Praparate war ein
erwartungsgeman signifikanter Anstieg der Serumkonzentration zu
beobachten (p<0,05 bis p<0,01). Dabei flutete das Vitamin nach Gabe
der Brausetablette verglichen mit den Einflutungseigenschaften der

Retardkapsel signifikant starker an (p<0,01).

e 8-Isoprostan: In allen drei Tests konnte eine verstarkte Lipidperoxidation
durch die Ergometrie verursacht werden (p<0,01). Das Vitamin C konnte
diesen Prozess nicht verhindern oder mindern. Zudem zeigte sich
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tendenziell eine verstarkte Lipidperoxidation unter dem Einfluss des
Vitamins wahrend kdrperlicher Arbeit.

e Glutathion-System: Weder die Ergometrie noch die Vitamin-Préaparate
konnten hier statistisch relevante Unterschiede verursachen. Allerdings
zeigten sich prooxidative Tendenzen nach Einnahme des Vitamin C
gemessen an GSSG und GSH/GSSG. Diese Tendenzen fallen nach
Einnahme der Brausetablette am starksten aus.

Aus den Befunden wird geschlossen, dass die im Kérper bei muskularer Arbeit
entstehenden Freien Radikale durch die akute Einnahme von Vitamin C in Form
einer Brausetablette oder einer Retard-Kapsel unter den gewaéhlten
Versuchsbedingungen nicht statistisch signifikant beeinflusst werden. Allerdings
bestand eine tendenzielle Wirkung im Sinne der Vermehrung der oxidativen
Belastung, die durch eine Unterdrickung des endogenen antioxidativen
Systems durch das eingenommene Vitamin beglnstigt sein kénnte. Daher kann
unter den hier gewédhlten Bedingungen keine Empfehlung fir eine derartige

Supplementierung ausgesprochen werden.
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7 Anhang

7.1 Einzeldaten

Tab. 11 Einzelwerte, Mittelwerte (X) und Standardabweichungen (SD) der maximal erreichten

Werte der Sauerstoffaufnahme absolut und relativ, Respiratorischer Quotient, Atemaquivalent,
Herzfrequenz, Blutlaktat und der absoluten und relativen Wattleistung im Maximaltest.

Nr: (r\ﬁ;? in) (m\I//?n?:/aI:g) RQ | VENO, (srn?in) (r||-1?1'1(::alltl) Watt | Wattkg
1 | 440300 | 5370 | 127 | 3800 | 19700 | 810 | 42500 | 518
2 | 540600 | 6758 | 120 | 31,00 | 191,00 | 1120 | 52500 | 656
3 | 343600 | 5205 | 126 | 37,00 | 191,00 | 1090 | 35000 | 530
4 | 428400 | 6590 | 129 | 3200 | 19200 | 700 | 47500 | 731
5 | 326000 | 5258 | 120 | 3000 | 19300 | 690 | 35000 | 565
6 | 439400 | 6368 | 118 | 3500 | 18800 | 810 | 47500 | 688
7 | 390000 | 4775 | 123 | 3900 | 19600 | 720 | 40000 | 500
8 | 471100 | 5964 | 131 | 4000 | 19000 | 1170 | 42500 | 538
9 | 361100 | 4514 | 126 | 37,00 | 20300 | 840 | 35000 | 438
10 | 385900 | 5675 | 130 | 37,00 | 189,00 | 720 | 37500 | 551
11 | 398200 | 4977 | 120 | 31,00 | 181,00 | 680 | 42500 | 531
12 | 498800 | 6478 | 120 | 3300 | 19900 | 1000 | 47500 | 6,17
13 | 515200 | 5724 | 119 | 3600 | 18400 | 1120 | 47500 | 5028
X | 426046 | 5666 | 1,24 | 3508 | 19185 | 882 | 42500 | 569
SD | 66766 | 728 | 005 | 333 | 597 | 189 57,74 0,82
min | 326000 | 4514 | 1,18 | 30,00 | 181,00 | 680 | 35000 | 438
max | 540600 | 6758 | 1,31 | 4000 | 20300 | 11,70 | 52500 | 7,31
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Tab. 15 Einzelwerte, Mittelwerte (X) und Standardabweichungen (SD) der Herzfrequenzen der
en Tests alle 15 min.

Dauertests A, B und C vor der Arbeit (0) und im Verlauf der 60-min{ti

A "Cebion" B "Placebo" C "CeTeBe"
Nr.] 0 |15 | 30" | 45 | 60" | O | 15 | 30" | 45 |60 [ O | 15" | 30" | 45" | 60°
1 60p 156/ 166 166/ 168 66| 155 168 168 173 64 153 160 161 166
2 62 151 152 165 167 70 154 163 168 170 75 150 161 162 163
3 63 168 1721 177, 180 61 161 1600 169 173 73 154 159 165 169
4 76| 1420 152 153 157 77| 150 152 154 156 72 142 147 156 156
5 60 158 167 171 173 66/ 152 169 168 173] 68 150 161 171 175
6 60 154/ 160 164 160 61 141 145 157] 160 58 148 158 164 172
7 65 140 147 151 159 73 141 145 147) 156 61 141 146) 148 150
8 65 140 147 151 159 56| 137] 144] 154] 149 56/ 141 154 156] 158
9 65 140, 160, 165 164] 80 148 163 161 163 77| 147 163 165 168
10 50, 155 161 1700 185 57| 162 169 1700 174 67| 163 164 169 174
11 65 133 145 151 153 700 137 141 143] 143] 80 150 153 155 157
12 62 1720 173 179 183] 64 168 173 184 184 61 171 182 183 186
13 63 137 154 150, 150 71 128 141 1500 154 68 130, 150, 155 162
X [62,77/149,69158,15|162,54] 166,00|67,08| 148,77 156,38 161,00| 163,69|67,69149,23/158,31|162,31/ 165,85
SD| 564 12,15 9,49 10,33 11,34] 7,32 11,56 12,02 11,46/ 11,86 7,49 1027 9,26 8,94 9,66
Tab. 16 Einzelwerte, Mittelwerte (X) und Standardabweichungen (SD) der Leistungsvorgaben
in Watt wahrend der Ergometrien A, B und C.
A "Cebion" B "Placebo" C "CeTeBe"
Nr.| 15 307 45’ 60’ 15° 30° 45’ 60’ 15 30° 45’ 60’
1 180 175 170 170 185 180 180 175 185 180 180 180
2 [ 235 | 235 | 235 | 235 235 | 235 | 235 | 235 235 235 235 235
3 | 150 150 160 155 150 155 152 152 152 152 152 152
4 [ 180 180 180 180 180 180 180 180 180 180 180 180
5 | 165 160 150 150 160 155 155 150 160 160 155 150
6 [ 205 | 205 | 205 | 205 200 190 195 195 215 215 215 215
7 | 165 160 160 160 160 160 160 160 160 155 155 155
8 [ 190 180 180 180 180 180 180 180 180 185 185 180
9 [ 160 155 155 155 155 155 155 155 155 155 155 155
10 | 150 150 140 140 150 140 140 130 150 135 135 135
11 | 185 185 185 185 185 185 175 175 185 185 185 185
12 | 240 | 230 | 230 | 230 240 | 240 | 240 | 230 240 245 230 230
13 | 220 | 220 190 180 200 | 210 | 220 | 220 210 220 230 235
X | 186,54| 183,46/ 180,00 178,85 183,1] 181,9 182,1| 179,8] 185,15 184,77 184,00 183,62
sD| 30,37, 30,10 29,300 29,45 29,69 30,93 32,21 32,41] 31,04 34,51 33,88 34,87
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Tab. 17 Einzelwerte, Mittelwerte (X) und Standardabweichungen (SD) der
Blutlaktatkonzenztration (mmol/l) wahrend der Dauertests A, B und C. Vor der Belastung (0), im

Verlauf der 60-minltigen Tests alle 15 min und nach 1-stiindiger Erholungsphase (1207).

LA

A "Cebion"

B "Placebo"”

C "CeTeBe"

<
o

R |15

30

45

60’

120°

R [15°|30°

45

60’

120°

R [15°|30°

45

60" [120°

1,014,8

2,8

2,4

2,4

1,2

1,213,9]39

3,2

2,9

1,6

21/3,1]36

4,4

4510

1,120

1,5

1,9

1,7

1,1

1,513,233

3,2

3,5

1,7

1,912,727

2,9

20(20

1,8 16,6

4,8

4,0

3,0

1,5

1,316,2]|5,4

4,9

4,0

0,8

1,715,9]5,0

4,3

3,022

1,324

2,2

2,6

2,2

1,4

1,612,231

1,9

1,7

1,7

1,3/11,8]1,8

1,9

2017

1,226

2,1

2,4

2,0

2,0

1,212,017

1,6

1,6

1,5

1,111,9]20

1,8

1,814

1,411,6

1,8

1,6

1,9

1,2

2213537

2,3

2,1

1,7

1,511,717

1,5

22115

1,327

2,8

2,9

2,8

1,6

20[34 |27

2,7

3,1

1,5

1,4126]25

2,5

2812

00N |O O A~ (WIN (=

1,128

2,0

2,4

2,9

1,4

1,312,421

2,2

2,2

1,4

1,213,831

2,8

341,0

©

1,3]5,3

4,9

4,9

5,0

2,1

1,514,440

3,3

3,2

1,9

1,63,5]33

3,4

3218

-
o

1,845

4,2

4,0

3,8

1,5

1,514,633

3,4

2,5

1,8

1,6/15]19

2,9

2013

-
—h

1,323

2,4

2,3

2,2

1,3

1,412,124

2,1

1,8

1,6

1,811,721

2,1

16|14

-
N

1,325

1,6

1,9

2,0

1,3

2,7 1

9120

2,4

2,4

2,1

1412532

3,9

32|23

-
w

0,8 3,1

3,5

1,6

1,3

0,9

1,212,0]2,7

2,7

2,5

1,0

1,212,4129

3,3

3,1]1,0

Pl

1,28|3,32|2,82

2,68

2,55|1,42

1,58|3,22|3,10

2,76

2,58/1,56

1,52|2,7012,75

2,90

2,68/1,52

(7))
O

0,28/1,49(1,18

1,02

0,98/0,33

0,45/1,31(1,01

0,86

0,73]0,35

0,30]1

,20/0,92

0,94

0,83/0,45

Tab. 18 Einzelwerte, Mittelwerte (X) und Standardabweichungen (SD) der subjektiven
Belastungseinschatzung nach Borg (RPE-Skala) wahrend der Dauertests A, B und C im
Verlauf der 60-mindtigen Arbeitsphase.

A "Cebion" B "Placebo" C "CeTeBe"
Nr.l 15" | 30" | 45 | 60" | 15 | 30" | 45 | 60" | 15" | 30" | 45 | 60°
1 15 16 17 17 13 15 17 19 15 15 15 15
2 | 15 16 16 16 16 16 16 16 14 14 14 14
3| 12 13 14 16 13 15 15 15 12 13 15 15
4 | 15 16 15 15 15 16 16 16 15 15 15 15
5 | 13 14 15 16 13 15 16 16 13 14 15 15
6 | 12 13 15 15 13 15 14 14 13 11 12 15
7 | 14 14 14 14 14 14 14 14 14 15 15 15
8 | 14 15 15 15 13 14 14 14 14 15 15 15
9 | 14 15 16 16 14 15 16 16 14 15 15 15
10 | 13 14 15 14 15 15 17 17 15 15 15 17
11| 15 14 14 14 13 14 14 13 13 14 13 13
12| 15 15 15 15 14 15 16 16 15 16 16 16
13| 14 16 17 15 14 15 16 16 14 16 17 17
X | 13,92 14,69 15,23 1523 13,85 14,92 1546 1554 13,92 14,46 14,77 15,115
SD| 1,12 1,41 1,01 0,93 099 064 1,13 1,56 0,95 1,33 1,24 1,07
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Tab. 19 Einzelwerte, Mittelwerte (X) und Standardabweichungen (SD) der Vitamin C-
Konzentration im Blutserum (mg/l) wéhrend der Dauertests A, B und C vor der Belastung (0),
im Verlauf der 60-mindtigen Tests alle 30 min und nach 60-mindtiger Erholungsphase (120°).

A "Cebion" B "Placebo" C "CeTeBe"

Nr. 0 307 ‘60" | 120° 0 30° ‘60" | 120° 0 30° ‘60" | 120°
1 0,8 10 83 | 93 | 05 - 08 | 06 | 06 | 26 | 26 | 29
2 25 | 85 | 75 | 79 | 08 1 1,3 | 1,2 | 0,8 | 11 14 | 1,9
3 03 | 23 | 4,1 8 0,1 04 | 02 | 05 | 16 1 1 1,7
4 05 | 58 10 77 | 1,1 1,7 | 25 | 25 | 26 | 36 | 38 | 39
5 2 8 11,7 | 149 | 24 | 25 | 26 | 32 | 43 | 43 | 54 | 68
6 27 | 65 | 164 | 134 | 33 | 35 | 42 | 36 - 76 | 83 | 83
7 36 | 59 | 84 | 10,3 2 25 | 26 | 24 | 31 58 | 48 5
8 0 02 | 06 | 08 | 28 | 08 | 09 | 08 | 25 | 26 | 31 4,3
9 3.1 5,1 8,6 10 02 | 19 | 15 | 18 | 19 | 28 | 26 | 36
10 0,1 1,9 | 55 4 0,1 02 | 48 | 05 | 1,1 1,4 | 15 | 1,7
11 1,8 5 76 | 82 1 1,3 | 1,1 15 | 3,5 4 44 | 35
12 3.1 4,7 - 176 | 1,7 | 27 | 42 | 39 | 35 | 58 | 68 | 10,6
13 1,2 | 56 5 11,9 | 2,1 15 | 24 | 3,1 32 | 44 | 53 | 6,1
X 1,67 | 5,35 | 7,81 | 954 | 1,39 | 1,67 | 224 | 197 | 2,39 | 3,62 | 3,92 | 4,64

SD | 126 | 272 | 398 | 440 | 1,07 | 1,00 | 1,45 | 1,23 | 1,19 | 1,99 | 219 | 2,69

Tab. 20 Einzelwerte, Mittelwerte (X) und Standardabweichungen (SD) der Konzentration des
reduzierten Glutathions (GSH) im Vollblut (ul/ml) wahrend der Dauertests A, B und C. Vor der
Kérperarbeit (0), im 60-mindtigen Verlauf alle 30 min und nach 1-stiindiger Erholungsphase
(120").

A "Cebion" B "Placebo" C "CeTeBe"

Nr. o0 30° ‘60’ 1207 0 30° 60’ 120° 0 30° ‘60’ 1207
11013 | 1191 | 1116 | 974 | 1088 | 1060 | 1159 | 1028 | 1138 | 1410 | 1379 | 1304
2| 902 930 924 | 840 | 944 | 944 | 1028 | 999 | 1016 | 678 673 851
3| 1731 | 1130 | 1082 | 1176 | 732 | 733 | 572 | 745 | 904 | 1047 | 628 | 1338
4 | 1227 - 1162 | 1115 | 874 | 841 | 1076 | 1011 | 877 | 610 690 | 1348
5| 1581 | 1565 | 1615 - 1102 | 1079 | 1102 | 1139 | 1145 | 1218 | 1122 | 1079
6 | 1774 | 1573 | 1451 | 1675 | 1724 | 1545 | 1761 - 1920 | 1600 | 1631 | 1931
7 | 1272 | 1344 | 1243 | 1389 | 719 | 667 | 717 | 810 | 848 745 702 781
8 822 829 856 886 | 1255 | 1221 | 1203 | 1383 | 783 676 677 | 674
9| 1380 | 1179 | 1080 | 1247 | 1410 | 1296 | 1369 | 1420 | 1316 | 1306 | 1333 | 1361

10| 1096 | 1187 | 1146 | 1150 | 1180 | 1153 | 1115 | 1090 | 600 752 726 976

11| 1016 | 1016 | 953 | 1116 | 583 | 797 | 605 | 663 | 1087 | 1000 | 928 917

12| 1771 | 1545 | 1686 | 1909 - 1891 | 1474 - - 1786 | 1816 -

13| 1119 | 1161 | 1071 | 1137 | 975 | 982 | 803 | 857 | 1072 | 806 734 | 1053

X |1284,92/1220,83/1183,46/1217,831048,83|1093,00[1075,69/1013,18/1058,83/1048,77/1003,00/1134,42

SD| 334,80 244,65 255,22 310,87 319,59 341,60 344,03 241,79 331,98 385,49 410,17 343,91

67



Tab. 21 Einzelwerte, Mittelwerte (X) und Standardabweichungen (SD) der Konzentration des
oxidierten Glutathions (GSSG) im Vollblut (ul/m) wahrend der Dauertests A, B und C vor der
Ergometrie (0), im Verlauf der 60-minutigen Tests alle 30 min und nach 60-mindtiger
Erholungsphase (120°).

A "Cebion" B "Placebo" C "CeTeBe"
Nr. 0 30" | '60° | 120° 0 30° ‘60" | 120° 0 30° 60" | 120°
1 75 109 79 94 76 94 98 48 60 87 52 24
2 65 69 86 86 42 64 50 21 58 54 59 51
3 476 91 83 52 76 78 137 142 15 27, 63 10
4 81 119 102] 111 108 28 9 146/ 194/ 115 10|
5 18 80 85 26 46 49 32 22 47 24 32
6 15 86 89 31 4 65 55| - 3 88 1095 15
7 23 70 94 47 53 99 95 52 36 88 96 48
8 720 113 83 45 5 47 55 7| 29 65 54 40
9 6 81 78 37 41 33 28 28 25 62 74 24
10 52 80 93 54 22 47 60 63 48 37 26 51
11 60 82 83 31 74 13 42 38 8 30 49 125
12 12 81 76 16 64 126| - - 57 59 -
13 22 53 65 35 26 32 80 27| 132 53 39 43
X 75,00, 82,71 85,46 52,21| 46,13 60,50 69,27| 42,27| 48,21] 68,00 62,46/ 39,17
SD 123,33 16,29 12,63 27,30, 32,50, 28,39 35,15 37,32 45,95 42,88 28,13 31,03

Tab. 22 Einzelwerte, Mittelwerte (X) und Standardabweichungen (SD) des Quotienten
GSH/GSSG wahrend der Tests A, B und C in Ruhe (0), im Verlauf der 60-mindtigen Tests alle
30 min und nach 60-mindtiger Erholungsphase (120°).

A "Cebion" B "Placebo" C "CeTeBe"
Nr. 0 30° ‘60" | 120° 0 30° ‘60" | 120° 0 30° ‘60" | 120°
1 14 11 14 10 14 11 12 22 19 16 27 55
2 14 14 11 10 22 15 21 48 18 13 11 17
3 4 12 13 23 10 9 4 5 60 39 10 134
4 15 10 11 8 8 38 | 112 6 3 6 142
5 88 20 19 - 42 24 23 36 52 26 48 34
6 122 18 16 55 431 24 32 - 768 18 16 129
7 55 19 13 30 14 7 8 16 24 9 7 16
8 11 7 10 20 251 26 22 213 27 10 13 17
9 230 15 14 34 35 40 50 52 54 21 18 58
10 21 15 12 21 54 25 19 17 13 20 28 19
11 17 12 11 36 8 64 14 17 136 34 19 7
12 148 19 22 119 - 30 12 - - 31 31 -
13 52 22 16 33 38 31 10 32 8 15 19 24
X 60,83 15,36 14,09 33,53 77,25 24,05 20,31| 51,77] 98,70, 19,73 19,39 54,44
SD 68,620 4,29 3,63 30,000 129,90, 15,65 13,10 60,82 213,81 10,45 11,55 50,91
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Tab. 23 Einzelwerte, Mittelwerte (X) und Standardabweichungen (SD) der 8-

Isoprostankonzentration (pg/ml) im Blutserum vor den (0) und wéhrend der Dauertests A, B und

C, im Verlauf der 60-minttigen Arbeit alle 30 min und nach 60-mindtiger Erholungsphase

(120°

).

A "Cebion"

B "Placebo"

C "CeTeBe"

<
o

0

30°

‘60"

120°

0

30

60"

120°

0

30°

‘60"
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1277,22

1342,42

1144,38

1248,70

1046,58

1307,33

1355,14

1248,70

1600,59

1085,40

1347,46

1168,87|

1031,00

1775,89

1285,84

1414,92

872,11

1897,66

1001,83

1512,18

1130,23

1289,37]

1943,63

933,95

329,21

357,50

1380,46

915,99

1009,84

1745,39

1645,55

76,35

186,42

266,11

1243,38

1047,02

1460,04

793,39

942,08

732,17

601,52

164,76

674,02

1407,85

1598,82

1506,21

1061,27|

1197,18

971,23

1134,50

1413,58

1230,50

1369,31

1581,80

1541,07|

1272,98

1775,89

1819,62

1615,54

1370,75

1295,05

1355,22

1469,75

1413,45

1819,16

1778,39

1308,64

1723,41

1713,20

1918,74

1641,78

1795,10

2046,19

2039,12

2046,19

1885,16

734,06

1968,63

1201,87|

287,35

340,48

28,82

208,96

272,62

1181,51

804,87

479,99

813,80

1581,80

1551,40

1162,12

1020,46

1911,17]

1974,92

846,64

97,36

656,41

487,55

1615,54

1564,65

866,74

1800,67

292,67

660,99

1172,65

238,23

668,52

911,71

685,18

818,43

1063,07|

829,84

1565,98

1348,06

1333,12

920,04

1770,63

1889,04

1619,22

1448,40

1661,92

105,53

1633,15

1374,62

1425,97|

1351,44

1511,35

940,02

1256,50

1648,34

1514,40

1650,28

1378,52

1607,57|

1411,52

1724,04

1531,87|

1746,73

1692,80

2125,74

1736,53

1602,42

2045,56

1651,98

1195,72

847,31

979,93

279,70

X ol SeeNlojo|s|w|n|=

1077,41

1217,26)

1348,95

1220,39

1193,97|

1213,97|

1295,93

1262,70

1109,82

1166,59

1406,48

1257,47|

(7))
o

520,97

561,96

571,80

577,99

490,69

620,69

415,31

443,01

626,76

401,24

517,89

434,03
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Abstract

Vitamin C (VC) qilt als effektiver Radikalenfanger, welcher das endogene
antioxidative System beim Sport unterstitzen konnte. Aufgrund der kurzen
Verweildauer von VC im Korper wurden Retard-Produkte hergestellt, die
langeren Schutz bieten sollen. Die Effektivitat dieser Produkte im Hinblick auf
den belastungsinduzierten Anstieg des oxidativen Stresses ist jedoch
unbekannt.

Wir verglichen an 13 gesunden mannliche Probanden (Alter 28+3,7 Jahre,
VOomax 56,374 ml/kg'min™') die Wirkung von je einem Placebo- und zwei VC
Praparaten (1000 mg Brausetablette (Brause), 500 mg Retardkapsel
(Retard)) vor, wahrend und nach einer 60 minutigen Belastung auf dem
Fahrradergometer bei 61 % VOzmax. Zur Beurteilung des oxidativen Stresses
wurde im vendsen Bluts oxidiertes Glutathion (GSSG), reduziertes Glutathion
(GSH), das Verhaltnis von reduziertem zu oxidiertem Glutathion (GSH/GSSG)
sowie die Konzentrationen an 8-Isoprostan (8-Iso) untersucht. Unter
korperlicher Belastung kam es bei Placebo zu einem deutlichen Anstieg von
GSSG und 8-Isoprostan (p < 0,05), auf den die zusatzliche Einnahme von VC
(Brause und Retard) keinen Einfluss hatte. Die VC-Plasmakonzentration
(mg/l) war direkt vor Arbeit in den drei Gruppen gleich. Bei Placebo blieb VC
im Vergleich zum Basalwert unter Arbeitsbedingungen unverandert. In der
Versuchsreihe mit der Brausetablette stieg die VC-Konzentration
kontinuierlich unter Belastung an (Ruhewert 1,7+1,3; nach 30min Belastung
5,4+2,7 nach 60min 7,8+4,0, nach 60min Erholung 9,5t4,4, p < 0,01),
wahrend bei Retard VC nach 30min. Belastung signifikant, jedoch niedriger
als bei Brause erhoht war und im weiteren Verlauf unverandert blieb
(Ruhewert 2,39+1,19, nach 30min Belastung 3,62+1,99, nach 60min
3,92+2,19, nach 60min Erholung 4,64+2,69, p < 0,05).

Schlussfolgerung: Die Ergebnisse zeigen, dass das VC dem Metabolismus
jeweils in erwarteter Form zu Verfugung stand. Einen vermehrte Entstehung
Freier Radikale wahrend kdrperlicher Arbeit konnten die VC-Praparate nicht

verhindern.
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Abstract

Vitamin C (VC) is known as one of the most effective antioxidants; witch is
assumed to support the endogenous antioxidative system during exercise.
Because of the short duration availability of VC in human organism slow-
release tablets were developed to provide prolonged protection. It is unknown
if the slow-release products can protect against exercise-induced oxidative
stress.

13 male participants (age 28.2+3.7 years; VOzmax 56.4+7.5 mi/kg-min™")
exercised three prolonged exercise tests at 61% of VOonax for 60 min on a
cycling-ergometer. The purpose of the study was to compare the effects of
the supplementation of two VC-tablets (1000mg effervescent tablet [A],
500mg slow-release tablets [B]) and one placebo-tablet before, while and
after performance. Venous blood sample was withdrawn before and two times
during physical exercise (30. and 60. minute) and at 60 min post-exercise.
Venous blood was analyzed for oxidized (GSSG), reduced (GSH) glutathione
and 8-Isoprostane (8-Iso).

Before exercise VC-concentration (mg/l) in blood plasma was equal in all 3
groups. Placebo ingestion had no effect on VC-differences compared with the
initial value. For test A VC increased continuous (Rest 1.67+1.26, after 30min
exercise 5.35+2.72, after 60min 7.81+£3.98, after 60min recovery 9.54+4 .4,
p<0.01). In the course of the test B VC increased significant after 30min
exercise, but not as much as in test A and remained unchanged after that
(Rest 2.39+1.19, after 30min exercise 3.62+1.99, after 60min 3.92+2.19, after
60min recovery 4.64+2.69, p<0.05). During the workload of the placebo-test
GSSG and 8-1so (p<0.05) increased significantly. Additional VC-intake had no
influence on this developing.

Conclusion: For the metabolism VC is available in an anticipated manner.
Furthermore these data suggested, that VC both slow-release and

effervescent tablet, does not prevent the increased generation of free radicals.
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