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Zusammenfassung

Korperliche  Arbeit  fuhrt zu  kardiovaskularen und  metabolischen
Anpassungsvorgangen. Der Sauerstoffverbrauch in der Skelettmuskulatur nimmt
zu. Eine erhdhte pulmonale Ventilation, eine Zunahme des Herzzeitvolumens und
ein erhohter Blutfluss in der Skelettmuskulatur verbessern das Sauerstoffangebot.
Welche Faktoren die korperliche Leistungsfahigkeit limitieren und ob diese
moduliert werden koénnen, ist nicht vollstdndig bekannt. Der Botenstoff
Stickstoffmonoxid (NO’) nimmt in der Regulation dieser Anpassungsvorgange eine
wesentliche Rolle ein. Neuere Untersuchungen zeigen diesbezuglich, dass
erhohte NO-Spiegel mit einer verbesserten korperlichen Leistungsfahigkeit
einhergehen. Darlber hinaus gibt es Hinweise darauf, dass die diatetische Zufuhr
von anorganischem Nitrat Uber eine stufenweise ablaufende Bioaktivierung zu
Nitrit und weiter zu NO' zu einer Steigerung der Leistungsfahigkeit fuhren kann.
Ob allerdings basale endogene Nitritspiegel eine Rolle fur die Leistungsfahigkeit
spielen bzw. ob hohere basale endogene Nitritspiegel mit einer gesteigerten
Leistungsfahigkeit assoziiert sind, ist nicht bekannt.

Flavanole erhéhen die NO-Bioverfugbarkeit Gber bisher unklare Mechanismen. Sie
wurden daruber hinaus mit einer Verbesserung kardiovaskularer Funktionen
assoziiert. Die Ziele der vorliegenden Arbeit waren es, 1.) die Bedeutung
endogener basaler Nitritlevel fur die Leistungsfahigkeit zu charakterisieren, 2.) die
Wirkung einer erhdhten chronischen Einnahme von flavanolreichen bzw.
flavanolarmen Getranken auf den plasmatischen Nitritgehalt und die
Gefaflfunktion zu untersuchen und 3.) zu ermitteln, ob ein erhdhter plasmatischer
Nitritspiegel und eine verbesserte Gefalfunktion mit einer gesteigerten
Leistungsfahigkeit verbunden sind.

Dabei lassen sich die Ergebnisse folgendermalien zusammenfassen:

1. Hohere endogene  Nitritspiegel sind mit einer verbesserten
Leistungsfahigkeit gemessen anhand der laktatanaeroben Schwelle
assoziiert.

2. Die chronische Einnahme eines an Flavanolen niedrig dosierten Getranks
erhoht den plasmatischen Nitritgehalt und verbessert die vaskulare
Funktion gemessen mittels flussvermittelte Dilatation (FMD) bei
Ausdauertrainierten.

3. Erhodhte plasmatische Nitritspiegel sowie eine verbesserte FMD sind dabei
mit einer gesteigerten Leistungsfahigkeit verbunden.

Diese Ergebnisse erweitern das bestehende Wissen uber die Bedeutung
endogenen Nitrits fur die Leistungsfahigkeit. Eine diatetische Steigerung der
plasmatischen Nitritlevel kann durch flavanolhaltige Getranke erreicht werden.
Dieses ist mit einer verbesserten vaskularen Funktion vergesellschaftet und
steigert die Leistungsfahigkeit. Weitere Untersuchungen mussen zeigen, welchen
Dosis-Wirkungs-Beziehungen Flavanole folgen und wie sich die Sattigungskinetik
bei der chronischen Einnahme von flavanolhaltigen Getranken verhalt.
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1 Einleitung

Korperliche Arbeit erfordert zahlreiche kardiovaskulare und metabolische
Anpassungsvorgange. Metabolisch aktives Gewebe wie z. B. die Skelett-
muskulatur verbraucht unter Belastung signifikant mehr Sauerstoff (O,). Dies kann
bis zu einem gewissen Ausmal® durch einen erhdhten Blutfluss zur
Arbeitsmuskulatur kompensiert werden. Eine intakte Gefalfunktion ist hierbei
essentiell, um eine optimale kardiopulmonale Leistungsfahigkeit zu
gewihrleisten.! Das GefaRendothel bildet (iber die endotheliale Stickstoffmonoxid
(NO)-Synthase (eNOS) NO'.% 3 Als Botenstoff tragt NO" wesentlich zur Regulation
des GefaRtonus in Ruhe und unter korperlicher Arbeit bei.* Bei korperlicher
Anstrengung steigt der Bedarf an Blut in der Arbeitsmuskulatur. Eine
kontinuierliche Produktion und Freisetzung von NO' ist dann essentiell, um die
vaskulare Homoostase aufrechtzuhalten und eine Dilatation der GefalRe zu
bewirken.> © Neben der korpereigenen enzymatischen NO-Generierung mittels
eNOS stellt auch die Reduktion endogenen Nitrits zu NO eine signifikante
Ressource dar.”  Dieser Mechanismus ist vor allem unter solchen hypoxischen
Zustanden aktiv, wie sie im aktiven Muskel vorkommen konnen. Zudem belegen
aktuelle Studien, dass die NO-Bioverfugbarkeit sowohl Uber die enzymatische
Produktion als auch {ber die Erndhrung beeinflusst werden kann.®
Nahrungsmittel, welche die Nitrat- bzw. Nitritlevel erhéhen, stellen exogene NO-
Quellen dar.'®'® Welche Bedeutung endogene Nitritlevel und exogene NO-
Quellen auf die Leistungsfahigkeit haben, ist bisher nicht ausreichend geklart.

Allgemein wird unter einer gesunden Ernahrung vor allem ein hoher Anteil an
Gemise und Frichten verstanden.™ Im Rahmen epidemiologischer Erhebungen
konnte ein Zusammenhang zwischen einer pflanzenreichen Ernahrung und der
Senkung kardiovaskularer Morbiditit und Mortalitat aufgezeigt werden.'®
Anorganischem Nitrat, welches vor allem in grinem Blattgemuse vorkommt, wird
dabei eine wichtige Rolle zugeschrieben.19 Neben diesem zahlen die Polyphenole
zu den besonders in der kardiovaskularen Forschung intensiv untersuchten
pflanzlichen Substanzen.?® ' Eine wichtige Rolle spielen hierbei die Flavonoide,
von denen sich die sogenannten Flavanole in hohen Konzentrationen in Wein,
griinem Tee und insbesondere Kakao nachweisen lassen.?? Dabei schreibt man
Inhaltsstoffen der Flavanole, beispielsweise (-)-Epicatechin, eine protektive

Wirkung zu. Interventionsstudien und experimentelle Daten implizieren, dass der
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Wirkmechanismus auf einer Beeinflussung des zirkulierenden NO-Pools beruht.?*
24 2. 2% FEjne flavanolreiche Diat verbessert sowohl bei Patienten mit
kardiovaskularen Risikofaktoren, wie z. B. Rauchen, als auch bei gesunden
Probanden die GefaRfunktion.”> 22° Uber einen signifikanten Anstieg
plasmatischen Nitrits nach Flavanoleinnahme kdnnen erhohte Nitritspiegel als
exogene NO-Quelle dienen und den NO-Pool beeinflussen.?? %°

Inwiefern die diatetische Einnahme eines flavanolreichen oder flavanolarmen
Getranks Uber eine verbesserte Gefalifunktion zu einer gesteigerten korperlichen

Leistungsfahigkeit flhrt, ist nicht bekannt.

1.1 Kardiopulmonale Leistungsfahigkeit

Unter steigender Belastung bewirkt eine erhdohte Durchblutung aktiver
Muskelgruppen eine Anpassung des menschlichen Organismus an einen erhohten
O,- und Energiebedarf.>* 3! Insgesamt ist das koordinierte Zusammenspiel vom
kardiovaskularen, respiratorischen, nervalen und muskularen System eine
wichtige Determinante fiir die korperliche Leistungsfahigkeit.*> Die mit
spirometrischen Methoden (cardiopulmonary exercise testing, CPX) kombinierte
Ergometrie ist die wichtigste klinische Methode, um die Anpassungsvorgange von
Herz, Kreislauf, Lunge und Stoffwechsel auf zunehmende Belastung zu ermitteln
und die kardiopulmonale Belastbarkeit an Gesunden und Patienten quantitativ zu

beurteilen.®

1.1.1 Umstellungsreaktionen des Organismus bei korperlicher Arbeit

Steigende Belastungen erfordern verschiedene Anpassungsvorgange des

Organismus. Das Herz-Kreislauf-System stellt sich auf einen erhdhten O,-Bedarf
ein und steigert den Blutfluss. Gesteigerter Sauerstoffverbrauch (VO,) und erhdhte

Kohlendioxidproduktion (VCO,) férdern zudem eine stirkere Lungenarbeit. Im
vegetativen Nervensystem Uberwiegt die symphatikotone Innervation, was sich
beispielsweise in einer erhdohten Schweillsekretion auflern kann. Hormonelle
Reaktionen steigern unter Belastung katabole Prozesse im Korper, durch welche
Nahrstoffe zu Energielieferanten verstoffwechselt werden.?* Dabei limitiert das
Herz-Kreislauf-System, genauer gesagt das Herzzeitvolumen (HZV), die

35-37

korperliche Belastung. Durch zahlreiche Anpassungsmechanismen im
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pulmonalen und kardiovaskularen System sowie im Skelettmuskel bewirkt

£33 Im

korperliches Training eine Steigerung der koérperlichen Belastbarkei
Folgenden soll daher auf die notwendigen Umstellungsreaktionen im Herz-,

Kreislauf- und Lungensystem eingegangen werden.

Herz-Kreislauf-System

Steigende Belastung erfordert ein erhdhtes HZV. Einerseits wird vermehrt O, zum
arbeitenden Muskel transportiert; andererseits werden verschiedene Metabolite
sowie vom Muskel produzierte Warme in die Peripherie geleitet.** * Dies wird
durch eine Steigerung der Herzfrequenz (HF) und des Schlagvolumens (SV) des

t.39

Herzens bewirkt.*® Normwerte des HZV liegen in Ruhe bei ca. 5 I/min.*® Unter

korperlicher Belastung lasst sich eine Steigerung auf bis zu 20 I/min, bei
Ausdauersportlern sogar kurzweilig auf bis zu 30 I/min erzielen.® *
Ausdauersportlern gelingt dies durch eine trainingsbedingte Hypertrophie des
Herzmuskels, vor allem des linken Ventrikels, mit einem erhéhten SV.*° Bis zu ca.
70% der maximalen Leistungsfahigkeit steigt unter Belastung zunachst das SV zur
Steigerung des HZVs. Im Bereich Uber 70% ist keine Steigerung des SVs mehr
mdglich, sodass das HZV nur noch (iber eine HF-Steigerung gelingt.*° Normwerte
fir die HF liegen ungefahr bei 60-85 Schlagen pro Minute.*® Ausdauersportler
konnen aufgrund eines hoheren Parasympathikotonus und gesteigerten SVs einen
niedrigeren Ruhepuls von bis zu 40 Schldgen pro Minute aufweisen.*® Bei leichter
bis mittelschwerer Arbeit entsteht ein FlieRgleichgewicht (steady state) der HF.>®
Vom Ruhewert ausgehend kommt es dabei zu einer Steigerung der HF. Wahrend
der Belastung bleibt diese konstant erhoht, bevor sie in der Erholungsphase
wieder abfallt. Bei schwerer Arbeit zeigt sich dagegen ein Ermidungsanstieg ohne
Erreichen eines Steady States, was schlieldlich eine maximale Erschépfung

bedingt.*

Aulerdem andert sich auch der Blutdruck (RR) durch eine gesteigerte
korperliche Aktivitat.?® Dabei steigt vor allem der systolische Blutdruck (RRsys)
proportional zur Leistung. Der diastolische Blutdruck (RRgia) hingegen bleibt gleich
oder verringert sich minimal.>"

Der Skelettmuskel bendtigt unter Arbeit mehr O,, sodass eine hdhere
Durchblutung erforderlich ist.>” Dies wird u. a. von einer verringerten Kontaktzeit
des Blutes in den Kapillaren begiinstigt.>*® Auch lokal-metabolische Mechanismen
tragen jedoch zur Vasodilatation der Muskelarteriolen bei. Wahrend einer

Ausdauerleistung fallt der Oj-Partialdruck (pO2) im Gewebe. Die Kohlendioxid-
3



Bildung steigt, wahrend der pH-Wert des Gewebes sinkt und eine Gewebsazidose
bewirkt. Zusammen mit der anfallenden Laktatazidose im Rahmen der
Energiegewinnung und der lokalen Freisetzung von Adenosin, ATP, NO und

Kalium fiihrt dies zu einer Weitstellung der GefaRe.*

Lungensystem

Der initiale Atemantrieb unter Belastung erfolgt durch eine Mitinnervation des
Motorkortex im Gehirn auf das Inspirationszentrum.®® Propio(re)zeptoren
(Bewegungssensoren) aus der beanspruchten Muskulatur und den Gelenken
spielen dabei als Signalgeber eine wesentliche Rolle.*® Zudem kénnen auch
chemische Reize eine Ventilationssteigerung bedingen. Ebenso férdern eine
erhdhte Kérpertemperatur sowie eine Mehrbildung von Kohlendioxid (CO;) und die
damit verbundene Abatmung die Ventilation.*®* Eine zunehmend aerobe

Energiegewinnung bei langer andauernder Belastung zieht einen gesteigerten Oo-

Verbrauch (Ruhe 250-300 ml O./min) mit sich.*® Die VO, hat beziiglich der
Beurteilung der maximalen Leistungsfahigkeit eine zentrale Bedeutung fur die

Spiroergometrie.41 Physiologisch wird mithilfe von zwei Mechanismen eine VO,-
Steigerung unter Belastung erreicht: zum einen durch den Anstieg des HZV (siehe
oben), zum anderen durch eine erhohte Differenz des 0O,-Gehalts zwischen
arteriellem und zentralvendésem Blut (a-v-DO;) durch vermehrte Extraktion von

0,.%" Folgt dieser Anstieg zu Beginn noch einer linearen Beziehung zwischen

Leistung und VO, von ca. 10 ml/min je Watt, so ist ab einer gewissen

Belastungsintensitat ein Plateau erreicht, an dem die Sauerstoffaufnahme nicht

weiter ansteigt. An dieser Stelle ist somit die maximale Sauerstoffaufnahme (V
Ozmax in I/min bzw. ml/min/kg Korpergewicht) definiert. Sportler erreichen dabei

Werte von bis zu 6 I/min. Die Werte Untrainierter liegen dagegen bei 3-3,5 |/min.

Wird bei der Belastung kein Plateau erreicht, wird der Ausdruck Vngeak
verwendet: Er bezeichnet dann die maximal erreichte O-Aufnahme. 3% 3°

Wahrend zunehmender Belastung entsteht vermehrt CO,, das Endprodukt der

zelluldaren Atmung. Die VCO, bezeichnet die Menge CO, in Litern, die pro
Zeiteinheit abgeatmet wird.*" ' Unter Belastung entsteht CO, metabolisch ber
den oxidativen Metabolismus, bei dem ca. 75% des aufgenommenen Sauerstoffs
energieliefernd zu CO, abgebaut werden, und nichtmetabolisch tber die Pufferung

t.41

von Laktat.”" Bei hoherer Belastung dient die anaerobe Glykolyse (Kohlenhydrat-
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Stoffwechsel) der Energiegewinnung, wobei zusatzliches Laktat entsteht. Dieses

wird durch physiologisches Bicarbonat (HCO3) abgepuffert, sodass eine Azidose
des Organismus verhindert wird. Es kommt zur Steigerung der Ventilation (Ve) und

der VCO,.*" Anfangs verhélt sich die VCO, noch linear und proportional zum
Sauerstoffverbrauch, bis es schliellich ab der sogennannten anaeroben Schwelle

zu einer Uberproduktion von CO, kommt und die VCO, zunimmt.*® Die anaerobe
Schwelle wiederum ist ein bedeutender Marker flr die Beurteilung der
Ausdauerleistungsfahigkeit: Sie bietet Sportlern unter anderem eine Mdglichkeit
zur Steuerung ihres Trainigsprogramms.35 Mit Erreichen der anaeroben Schwelle
und der anaeroben Energiegewinnung fallt vermehrt Laktat als
Stoffwechselendprodukt an. Dieses muss mittels HCOg3™ eliminiert werden. Sobald
dieser physiologische Puffer aufgebraucht ist, kann das Gleichgewicht zwischen
Laktatproduktion und -elimination nicht langer aufrecht erhalten werden — die
Ausdauerleistungsgrenze wird erreicht.®> ¢ |hre genaue Bestimmung lasst sich
sowohl spirometrisch aus ventilatorischen Parametern (,ventilatorische Schwelle®)
35, 42

als auch aus der Blutlaktatkonzentration ermitteln.
Ein spirometrisch ermittelter Parameter ist die Respiratory Exchange Ratio (RER).

Sie bezeichnet das Verhaltnis von VCO, zu VO, wahrend eines gesamten

respiratorischen Zyklus.*® Daneben existiert der Begriff des respiratorischen

Quotienten (RQ): Er spiegelt das Verhaltnis von VCO, zu VO, unter dem Aspekt,
welche Art von Nahrungsstoffen zur Energiegewinnung verbraucht wird, wieder.
Die RER steht daher fur die aul3ere Lungenatmung, wahrend der RQ die innere
Atmung in der Zelle (Mitochondrium) beschreibt. Unter Ruhebedingungen
befinden sich die Werte fur RER und RQ in einem Gleichgewicht. Zu Beginn einer
Belastungsuntersuchung kdénnen Werte <1 des RQs auf eine Energiegewinnung
durch B-Oxidation hinweisen. Dieser Stoffwechselprozess bendtigt zur
Energielieferung im Verhaltnis mehr O, als CO,, sodass der RQ <1 bleibt. Unter
steigender korperlicher Betatigung sowie bei Hyper- und Hypoventilation kommt
es jedoch zur Entkopplung von RER und RQ: Beide Parameter sind dann einzeln
zu betrachten. In der Leistungsdiagnostik ist dafir das Erreichen der anaeroben
Schwelle ein Grund. Im Rahmen einer langeren kdrperlichen Belastung reicht eine
rein aerobe Energiegewinnung nicht aus. Dadurch mussen anaerobe
Stoffwechselprozesse  wie die anaerobe  Glykolyse wesentlich  zur

Energiegewinnung beitragen. Hierbei kommt es zu einer gesteigerten Produktion
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von Laktat, welches wiederum einer Elimination durch den korpereigenen HCO3'™-
Puffer bedarf. Dies hat eine gesteigerte CO»-Produktion zur Folge (siehe oben).
Fur den RQ ergibt sich daher, dass dieser ab dem Einsetzen der anaeroben
Energiegewinnung nicht mehr aussagekraftig interpretiert werden kann. Die RER
wiederum kann weiterhin zur Beurteilung der in der Spirometrie relevanten

Lungenatmung verwendet werden.*

1.1.2 Rolle von Stickstoffmonoxid in der Regulation korperlicher
Leistungsfahigkeit

Bei NO" handelt es sich um ein kurzlebiges Radikal, welches endogen Uber die im
Endothel nachgewiesene eNOS enzymatisch gebildet wird.>*® Die eNOS zahlt zu
den NO-Synthasen (NOS) und bendtigt zur Bildung von NO die Aminosaure L-
Arginin als Edukt, welche sowohl endogen dem Harnstoffzyklus als auch der
Nahrung entnommen wird. Zusatzlich bendtigt die eNOS molekularen O, um NO
zu generieren.** % Physiologische Funktionen von NO' im kardiovaskuldren
System sind u. a. die Regulation des GefaRtonus* und die Beeinflussung der
GefaRwandarchitektur, der GefaRpermeabilitat und der Thrombozytenfunktionen.*®
Insgesamt ist fur die Aufrechthaltung der vaskularen Funktionen eine intakte
eNOS-Aktivitat essentiell.> ® Besonders hervorzuheben ist die Funktion von NO'
auf die Vasodilatation.” Mittels Wandschubspannung an der Oberflaiche vom
Endothel beeinflusst der Blutfluss die Freisetzung von NO aus den
Endothelzellen. Dieses diffundiert dann in die umliegende glatte Muskulatur der
GefaRe.”® Dort aktiviert es die Guanylylzyklase, die wiederum aus
Guanosintriphosphat (GTP) zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) generiert.
cGMP ist in der Lage, die Proteinkinase G zu aktivieren. Diese fuhrt unter
anderem Uber eine Senkung der intrazellularen Kalziumspiegel zu einer
Relaxation der glatten GefaRmuskulatur.® 4°

NO selbst kann im Gefaldsystem unterschiedliche Reaktionen eingehen, welche
Faktoren wie dem pO,, pH, der Blutzusammensetzung und reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) unterliegen.’® ' Zusatzlich dazu, dass es eine direkte
Verbindung mit Hamoglobin eingeht, oxidiert unter Normoxie enzymatisch
gebildetes NO" weiter zu Nitrit oder Nitrat.>?

Somit stellt Nitrit ein Oxidationsprodukt von NO dar und kann als Marker fur

eNOS-abhangige  NO-Produktion im  Plasma  verwendet  werden.”



Untersuchungen an Patienten mit einer endothelialen Dysfunktion haben ergeben,
dass ein geschadigtes Endothel in einer eingeschrankten eNOS-Funktion in einer
signifikant erniedrigten NO-Bioverfugbarkeit resultiert. Dadurch konnte gezeigt
werden, dass eine eingeschrankte vaskulare Funktion die Leistungsfahigkeit
ebenfalls negativ beeinflussen kann.***® Da molekularer O; fiir die NO-Generation
mittels eNOS essentiell ist, bewirkt eine Hypoxie des Gewebes, wie sie
physiologisch beim arbeitenden Muskel vorkommt, eine Einschrankung der eNOS-
Funktion und der enzymatischen NO-Bildung.*’

Als alternative Quelle fir bioaktives NO gelten Nitrit und Nitrat. Entgegen der
friheren Annahme, derzufolge sie chemisch inert seien, stellen sie im Rahmen
des ,Nitrat-Nitrit-NO-Weges” eine Alternative zum zuvor beschriebenen klassichen
enzymatischen L-Arginin-NOS-NO-Pfad dar. Fur die NO-Generierung aus Nitrat
bzw. Nitrit wird kein molekulares O, als Kofaktor bendtigt. Die NO-Bildung
hingegen ist unter Sauerstoffmangel und erniedrigtem pH-Wert augmentiert.” 8 %
Insbesondere Nitrit wird unter physiologischen hypoxischen Umstanden durch
verschiedene Mechanismen entlang des Sauerstoffgradienten endogen zu NO
reduziert.”” °" %" AuBer durch die endogene enzymatische Produktion als
Oxidationsprodukt von NO' kann der Nitritspiegel auch durch die Ernahrung
beeinflusst werden.®? Die Einnahme anorganischen Nitrats, wie es gehauft in
grunem Salat vorkommt, fuhrt Gber eine Reduktion des Nitrats durch die Bakterien
der physiologischen Mundflora zu einer Erhdhung des Nitritspiegels im Plasma."®
Sinken der pO,; und der pH-Wert im Gewebe, kommt es durch endogene
Mechanismen zu einer Reduktion von Nitrit zu bioaktivem NO'. Korpereigene
Enzyme — wie die Xanthinoxidoreduktase®, der Cytochrom-c-Oxidase® der
mitochondrialen Elektronentransportkette und Nitritreduktasen in Form der
Hamproteine desoxygenierten Hamoglobins®® und Myoglobins® — sind dazu in der
Lage, Nitrit zu NO' zu reduzieren (Nitrat-Nitrit-NO-Weg).

Ausdauersportler, die Uber die Nahrung zusatzlich Nitrat erhielten, wiesen in
Leistungstests einen reduzierten Sauerstoffverbrauch und eine gesteigerte
Ausdauerleistung auf.®* Dabei konnte gezeigt werden, dass die Nitrateinnahme
entsprechend dem Nitrat-Nitrit-NO-Weg zu erhdhten zirkulierenden Nitritspiegeln
im Plasma fuhrte und flr gleiche Arbeitsleistungen weniger O, verbraucht werden
musste. Zusatzlich zu einer unter Hypoxie erhdhten NO-Generierung aus Nitrit zur
verbesserten Blutversorgung im Sinne einer NO-induzierten Vasodilatation nimmt

man hier eine Verbesserung der mitochondrialen Atmung an. Im Verhaltnis zum
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vergleichsweise konstant gebliebenen Sauerstoffverbrauch (P/O Gradient) wird
hierbei mehr ATP gebildet.65 Die abschliellende Rolle von Nitrat und Nitrit far die

Leistungsfahigkeit ist bisher jedoch nicht vollstandig geklart.64*°

1.2 Biochemische Eigenschaften von Flavanolen

Der zirkulierende NO-Pool wird neben der diatetischen Aufnahme von Nitrat auch
iber Nahrungsflavanole beeinflusst.?*?® Flavanole zahlen zu den Polyphenolen.”
Polyphenole wiederum sind Substanzen, die von Pflanzen produziert werden, um
sich gegen natiirlich vorkommende Parasiten zu schiitzen.”" Sie setzen sich aus
den Monomeren Flavanoide, Phenolcarbonsauren, Stilbene und Ligane
zusammen. Vor allem die Subklasse der Flavanoide ist dabei in der Pflanzenwelt
verbreitet, um diese gegen Mikroben, Pilze und Insekten zu schitzen und als
Farbpigment zu dienen.”" Hauptvertreter in unserer pflanzlichen Nahrung sind
ebenfalls die Flavanoide.”" Flavanoide lassen sich weiter in sechs Untergruppen
aufteilen: Flavanole, Flavone, Flavonole, Isoflavone, Anthocyanidine und
Flavanone. Sie kdnnen aufgrund des Oxidationszustands ihrer Sauerstoffatome
am heterozyklischen Ringsystem unterschieden werden.”” Nahrungsmittel mit
hohem Flavanoidgehalt sind griner Tee, roter Wein und Produkte, die aus

2

Kakaobohnen hergestellt werden.?> Die Polyphenole, die man im Kakao

nachweisen kann, sind groéfltenteils Flavan-3-olen, auch Flavanole genannt.70
Flavanole, vor allem die Monomere (-)-Epicatechin oder (+)-Catechin und ihre
daraus zusammengesetzten Polymere, die Proanthocyanidine, sind die im
Rahmen kardiovaskularer Untersuchungen bisher am besten untersuchten

Polyphenole % 2

1.2.1 Einfluss diatetischer Flavanole auf kardiovaskulare Funktionen

Epidemiologische Untersuchungen zeigen, dass ein reduziertes kardiovaskulares
Risiko mit einer flavanolreichen Nahrung assoziiert ist.”® Interventionsstudien und
experimentelle Daten legen nahe, dass der Wirkmechanismus u. a. auf einer

2 Unter

Beeinflussung des zirkulierenden NO-Pools beruhen kénnte.?
Flavanoleinnahme kommt es Uber einen signifikanten Anstieg des plasmatischen
Nitrits zu einer Modulation des zirkulierenden NO-Pools, in dem ein erhohter

Nitritgehalt als exogene NO-Quelle dienen kann.” Nahrungsmittelstudien haben
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ergeben, dass die diatetische Gabe eines flavanolhaltigen Getranks zu einer
Verbesserung der Gefalfunktion beitragt, und zwar sowohl bei Patienten mit
kardiovaskularen Risikofaktoren, wie z. B. Rauchen, Diabetes und Ubergewicht,
als auch bei gesunden Probanden.?® 2 Die Messung der FMD ist dabei eine
nichtinvasive Methode zur Bestimmung der endothelialen Funktion.”* Sie erfasst
mittels hochauflésenden Ultraschalls der peripheren Leitungsbahnen die
endothelabhangige Vasodilatation nach einer Ischamie. Im klinischen Gebrauch
gilt sie als gut etablierter Surrogatmarker und wurde in zahlreichen

Interventionsstudien mit flavanolhaltigen Getranken eingesetzt.?> 2% %°

1.2.2 Experimentelle Daten zur Modulation des zirkulierenden und
gewebsstandigen Stickstoffmonoxidpools durch Flavanole

Die Aufnahme flavanolreicher Nahrung erhdht im Plasma die monomeren
Metabolite  von  Flavanolen wie (-)-Epicatechin, (+)-Catechin  oder
Procyanidindimere.”® Ein bis zwei Stunden nach der Aufnahme werden dabei
maximale Werte gemessen.”" (-)-Epicatechin wird in der Leber (ber
Glucuronidierung, Methylierung und Sulfatierung metabolisiert.”” Ramirez-
Sanchez et al. wiesen kurzlich in vitro nach, dass das vor allem in Kakao
vorkommende Flavan-3-ol (-)-Epicatechin die eNOS gemeinsam mit der
abhangigen Phosphatidylinositol-3-Kinase (PIP3) aktiviert und die Produktion von
NO' und Nitrit erhdht.**

Des Weiteren beobachteten Leikert et al. erhohte Level der eNOS-Expression und
NO-Freisetzung, nachdem sie Endothelzellen mit Polyphenolen behandelten.”®
Insgesamt konnten drei Mechanismen existieren, Uber die Flavanole die
Homodostase von NO beeinflussen: (i) eine erhdhte NO-Produktion durch
Aktivierung der eNOS, (ii) eine gesteigerte Bereitstellung von aus NO oxidiertem
Nitrit als alternative Ressource fur NO und (iii) ein erhohter zirkulierender NO-Pool
aufgrund eines modulierten NO-Abbaus.?® Ob es bei Sportlern unter chronischer
Einnahme von flavanolreichen oder flavanolarmen Getranken zu einer Erhéhung
des zirkulierenden NO-Pools kommt und ob dies die korperliche Leistungsfahigkeit

beeinflusst, ist nicht bekannt.



1.3 Fragestellungen

Durch die erhdhte Einnahme diatetischen Nitrats kann die Leistungsfahigkeit

gesteigert werden. Uber die Konversion durch Bakterien der Mundflora kommt es

zur Erhéhung der plasmatischen Nitritspiegel. Dieses Nitrit kann vom Koérper als

Quelle fur NO verwertet werden. Die exogene Steigerung der Nitritspiegel durch

Nitrataufnahme wurde bereits in mehreren Interventionsstudien untersucht und

belegt. Dagegen ist die Rolle von koérpereigenem, endogenem Nitrit flr die

Leistungsfahigkeit bislang nicht abschlieRend geklart. Daruber hinaus ist unklar,

ob durch eine diatetische Zufuhr von flavanolreichen oder flavonolarmen

Getranken der plasmatische Nitritgehalt, die FMD und die Leistungsfahigkeit

beeinflusst werden. Es ergeben sich daher folgende Fragestellungen:

1.

Korrelieren basale endogene Nitritwerte positiv mit der Leistungsfahigkeit
von Ausdauertrainierten und konnen sie als Vorhersagewert fur Leistung
dienen?

Modifiziert eine chronische Einnahme eines flavanolreichen bzw.
flavanolarmen Getranks den plasmatischen Nitritgehalt und die FMD als
Zeichen einer erhdhten NO-Bioverflugbarkeit?

Sind ein erhohter plasmatischer Nitritspiegel und eine gesteigerte FMD
nach Flavanoleinnahme mit einer verbesserten Leistungsfahigkeit

assoziiert?
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2 Material und Methoden

Die nachfolgend beschriebenen Studien (Teilstudie A und Teilstudie B) wurden
durch die Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf genehmigt
(Studiennummer 3276). Qualifizierte Studienteilnehmer waren dabei freiwillige
mannliche Probanden im Alter von 20 bis 35 Jahren, die regelmaldig und
mehrmals wochentlich ein Ausdauertraining in Form von Radfahren absolvieren.

In Studie A wird untersucht, welche Bedeutung basale endogene Nitritspiegel flr
die Leistungsfahigkeit haben. In der Teilstudie B wird der Einfluss von Flavanolen
auf die Leistungsfahigkeit untersucht. Die leistungsdiagnostischen Tests beider
Studien wurden am Institut flr Kreislaufforschung und Sportmedizin der
Deutschen Sporthochschule Koln (Direktor Univ.-Prof. Dr. med. H.-G. Predel)
durchgefuhrt. In den Einrichtungen der Klinik fur Kardiologie, Pneumologie und
Angiologie der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf erfolgten die Analysen der
biochemischen Parameter. Die in der Teilstudie B eingesetzten Getranke wurden
durch das Koordinierungszentrum flr Klinische Studien der Medizinischen Fakultat

der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf (KKS) maskiert.

2.1 Biochemische Analytik
2.1.1 Blutentnahme

Die Blutentnahmen erfolgten bei den hierzu liegenden Probanden Uber die linke
Kubitalvene (BD Vacutainer Safety-Lok™ 21G, Plymouth, GroRbritannien). Fiir die
Bestimmung von Nitrit und Nitrat im Plasma wurde den Probanden an den
jeweiligen Untersuchungstagen zunachst in zwei 5 ml-Einmalspritzen (BD
Discardit™ II, Becton Dickinson, Fraga, Spanien) Blut entnommen. Dieses wurde
in 15 ml-Réhrchen (Greiner Bio One GmbH, Frickenhausen, Deutschland)
Uberfuhrt, welche bereits mit 5 yl Heparin (Heparin-Natrium-25000-ratiopharm®,
ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland) vorgefiillt waren.®" ** In Teilstudie B erfolgte
am ersten Untersuchungstag zusatzlich die Entnahme von Blut flr ein
Routinelabor jeweils in ein Serum- und EDTA-Vakuumrohrchen (beides BD
Vacutainer Systems, Becton Dickinson, Plymouth, GroRbritannien) (siehe Tab.
2.1). An allen drei Untersuchungstagen der Teilstudie B wurden dartber hinaus

zur Quantifizierung der Flavanolspiegel im Blut EDTA-Blutproben gewonnen.
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2.1.2 Probenaufarbeitung

Die Zentrifuge und alle Proben wurden auf 4°C gekuhlt. Unmittelbar nach der
Blutentnahme wurden die Proben zur Nitrit- und Nitratbestimmung bei 800 g fur
zehn Minuten zentrifugiert, sodass die zelluldren Anteile abgetrennt wurden.”” 8
Der dadurch gewonnene Plasmauberstand wurde fur die Nitrit- und
Nitratbestimmung entnommen. Er wurde in 3,6 ml-Cryogefal’e (Nunc Cryo Tube
Vials, Roskilde, Danemark) tberflhrt, in flissigem Stickstoff schockgefroren und
bis zur weiteren Analyse bei -80°C gelagert (siehe Abb. 2.1).3% %577

Die Probenaufarbeitung der Teilstudie B folgte der der Teilstudie A entsprechend:
Gemeinsam mit den Proben zur Nitrit- und Nitratbestimmung wurden EDTA-
Vakuumrohrchen zur Flavanolbestimmung bei 800 g fur zehn Minuten
zentrifugiert. Das aus den EDTA-Vakuumrohrchen gewonnene Plasma wiederum
wurde in 1,5 ml-Eppendorfgefalde (Microcentrifuge Tubes, 1,5 ml, Fisher Scientific,
Schwerte, Deutschland) transferiert. Dabei wurden jeweils 600 pl Plasma mit 3 pl
einer Ascorbinsaurelésung aus 200 mg Ascorbinsaure auf 1 ml dest. Wasser
(Millipore) koinkubiert. Auch dieses wurde in flissigem Stickstoff schockgefroren

und bis zur weiteren Analyse bei -80°C gelagert (Abb. 2.2).

— 800 g 4°C10° e —_— -80°C Lagerung —_— NOx-Analyzer
T&:;

Blutprobe zur Plasma
Nitrit-/
Nitratbestimmung

Abb. 2.1: Ubersicht Probenaufarbeitung Teilstudie A. Blutentnahme zur Nitrit- und
Nitratbestimmung im Plasma an beiden Untersuchungstagen.

12



[ | [e coen

— et
Blutprobe flir das
Routinelabor

NOx-Analyzer I

- |

-80°C Lagerung

fr———— | Flavanolbestimmung I

Blutprobe zur Blutprobe zur
Nitrits/ Flavanolbestimmung
Nitratbestimmung Plasma

Abb. 2.2 Ubersicht Probenaufarbeitung Teilstudie B. Oben: Blutentnahme des Routinelabors
am 1. Untersuchungstag; unten: Blutentnahme zur Nitrit- und Nitratbestimmung im Plasma sowie
zur Flavanolbestimmung an allen drei Untersuchungstagen.

2.1.3 Klinisch-chemische Laborparameter

Die Abnahme entsprechender Laborparameter zur Beurteilung des Blutbilds, der
Elektrolyte und weiterer Stoffwechselparameter des Routinelabors in der
Teilstudie B erfolgte einmalig am ersten Untersuchungstag. Hierzu wurden die in
Tabelle 2.1 aufgefuhrten Laborparameter untersucht. Die Analyse und die
Auswertung der erhobenen Werte des Routinelabors wurden am Institut far
klinische Chemie und Labordiagnostik des Universitatsklinikums der Heinrich-

Heine-Universitat Dusseldorf durchgefihrt.
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Tabelle 2.1 Erhobene Laborparameter

Albumin Harnstoff
Blutbild HbA1c
C-Reaktives Protein HDL
Calcium Kreatinin
Chlorid LDL
Eisen Magnesium
Gesamtcholesterin Natrium
Gesamtprotein Phosphat
Glukose Transferrin
Harnsaure Triglyzeride

2.1.4 Bestimmung der Nitrit- und Nitratkonzentration mittels NOx-Analyzer

Mittels des automatischen NOx-Analyzers ENO-20 (EiCom, Kyoto, Japan) erfolgte
in den Teilstudie A und B die Bestimmung von Nitrit und Nitrat im Plasma der
Probanden.”® ® Die fiir die Messungen bei -80°C asservierten Plasmaproben
wurden dafur auf Eis aufgetaut. Dann wurden sie im Verhaltnis 1:1 mit
eisgekuhltem Methanol vermischt und zur Proteinfallung bei 4°C fur 10 Minuten
bei 10000 g zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde erst in HPLC-
ReaktionsgefalRe (Eppendorf Reaktionsgefald 3810, Eppendorf Vertrieb GmbH,
Wesseling, Deutschland) und in diesen dann in den vorgeschalteten Autosampler
(Varian ProStar 420 Triathlon Cool, Sunchrom, Friedrichsdorf, Deutschland)
Uberfuhrt. Wahrend der gesamten Messung blieb die Kuhleinheit des
Autosamplers bei 4°C gekuhilt.

Bei der Messung von Nitrit und Nitrat mittels NOx-Analyzer handelt es sich um
eine  Kombination aus Farbstoffbildung (Griess-Reaktion) durch eine
Diazokupplung mittels Griess-Reagenz und der Hochleistungs-Flussigkeits-
Chromatographie (High Performance Liquid Chromatography, HPLC).81 Mittels
einer Umkehrphasenchromatographie wird das Nitrit und das Nitrat einer Probe im
System aufgetrennt. Danach reduziert Nitrat mittels Cadmium-Kupfergranulat in
der Reduktionssaule zu Nitrit. Durch Zufiihren von Griess-Reagenz in das
Messsystem kommt es daraufhin zu einer Bildung von Diazo-Verbindungen,
welche spektrophotometrisch gemessen werden konnen.®' Dieses Messverfahren

ermdoglicht es, den Nitrit- und Nitratgehalt von Plasma oder Gewebe getrennt
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voneinander bei der Analyse einer einzelnen Probe gleichzeitig messen und
darstellen zu kénnen.®'

Jeder Probendurchgang dauerte rund elf Minuten, wobei die einzelnen
Kurvenverlaufe fur Nitrit und Nitrat in der dazugehdrigen Computersoftware (eDAQ
PowerChrom, Version 2.5.9) Uber einen Zeitraum von 10 Minuten aufgenommen
wurden. Der Autoinjektor fihrte je 10 ul einer Plasmaprobe mittels 70 ul einer
mobilen Phase aus Chloridpuffer (0,3 M NaCl und 0,1 M NH4CI, pH 8,5) Uber die
Vorsaule und den Anionenaustauscher (beides EiCom, Dublin, Irland) in das
System des NOx-Analyzers ein. Bei der mobilen Phase handelt es sich um 1000
ml einer 10%igen Methanollésung mit 0,15 M NaCL/NH4CL, 0,5 g/l EDTA-4Na
und HPLC-Wasser (Water Chromasolv Plus for HPLC, Sigma-Aldrich
Laborchemikalien GmbH, Seelze, Deutschland) als Grundlage. Diese wird mithilfe
einer Pumpe mit einem konstanten Fluss von 0,33 ml/min durch das System
geleitet. Die Vorsaule (NO-PrePAK, EiCom, Dublin, Irland) dient dem Abfangen
restlicher Proteine, bevor die Probe daraufhin in die nachgeschaltete Trennsaule
weitergeleitet wird. Die Trennsaule (NO-PAK, EiCom, Dublin, Irland) ist mit einem
Polystyrol-Polymer versehen. Dadurch kommt es aufgrund einer hdheren
Polymer-Affinitat des Nitrats zu einer zeitlichen Trennung von Nitrit und Nitrat,
sodass im spateren Kurvenverlauf der Nitritpeak nach ca. 4,5 Minuten und der
Nitratpeak nach 8 Minuten durch die Software detektiert wird. In der nun folgenden
Reduktionssaule (NO-RED, EiCom, Dublin, Irland), bestehend aus Cadmium-
Kupfergranulat, wird im nachsten Schritt Nitrat zu Nitrit reduziert. Nachfolgend
reagiert sowohl das ursprunglich bereits in der Probe vorhandene als auch das
aus Nitrat reduzierte Nitrit in der Reaktionskapillare bei 35°C nacheinander mit
dem Griess-Reagenz (Sulfanilammid und N-(1-naphthyl)ethylendiamin). Die
Griess-Losung besteht aus 1000 ml der 10%igen Methanollésung in HPLC-
Wasser als Grundlage. Sie wurde mit 1,25% HCI, 5 g/l Sulfanilamid und 0,25 g/l -
(1-naphthyl)ethylendiamin versetzt und mit einem konstanten Fluss von 0,1 ml/min
in die Reaktionskapillare gepumpt.

Infolgedessen reagiert das Nitrit mit Sulfanilamid aus der Griess-Losung zu einem
Diazoniumsalz. In einer weiteren Reaktion mit N-(1-
naphthyl)ethylendiamindihydrochlorid lasst dieses wiederum ein chromophores
Azoprodukt in Form eines roétlich-violetten Diazofarbstoffs entstehen, welches bei
einer Wellenldnge von 540 nm stark absorbiert.?? Mittels des folgenden UV/Vis-

Spektrophometer (EiCom, Dublin, Irland) wurde die Absorption der sauren
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Azoverbinung bei 540 nm Wellenlange gemessen. Uber eine PC-Schnittstelle
kann dann die Probenkonzentration von Nitrit und Nitrat als eine Flache unter der
Kurve durch die zugehorige Software (eDAQ PowerChrom, Version 2.5.9)
berechnet bzw. integriert werden. Diese Software arbeitet dabei den Angaben des
Herstellers entsprechend mit Kalibrierungen durch standardisierte Nitrit- und
Nitratldsungen. Das System ist dazu fahig, Nitrit bis zu einem Schwellenwert von
1 nmol/l zu detektieren.””

Wahrend der kompletten Messung sind die Trenn- und die Reduktionssaule als
auch die Reaktionskapillare durch ein Gehause geschuitzt und konstant bei 35°C

warm gehalten. Dieses Vorgehen beschleunigt den Reaktionsablauf.

2.2 Teilstudie A: ,Die Bedeutung basalen endogenen Nitrits fiir die
Leistungsfahigkeit”

Verschiedene Studien zeigen, dass nach diatetischer Aufnahme von
anorganischem Nitrat Uber eine stufenweise in vivo ablaufende Bioaktivierung von
Nitrat zu Nitrit weiter zu NO™ eine Steigerung der sportlichen Leistung eintritt.>*
8 Wahrend diese Studien die exogene Zufuhr von Nitrat/Nitrit untersuchten, soll in
der vorliegenden Teilstudie A untersucht werden, ob basale Nitritspiegel im
Plasma bei gesunden mannlichen Sportlern mit der Leistungsfahigkeit korrelieren.
In der Studie wurden solche Radfahrer oder Triathleten als Testpersonen
eingeschlossen, die mindestens 24x/\Woche trainierten und dabei mindestens 1/5
der Gesamtmuskelmasse Uber mindestens zehn Minuten einsetzen. Aufgrund
ihres Trainingsverhaltens, der Beteiligung an Wettkdmpfen in Sportverbanden und
der erhobenen Spiroergometriedaten erfiullten sie Kriterien, die einen
Leistungssportler  definieren. Leistungsorientierte  Trainings mit stetiger
Verbesserung von Trainingsdaten, wie z. B. einer verkurzten Fahrzeit bei
gleichbleibender Trainingsstrecke, ermdglichen einen internationalen Vergleich.
Daher sind sie fur die in der vorliegenden Studie beschriebenen Versuchsansatze
besonders geeignet, um die Probanden mit einem vergleichenden Testsystem in

ihrer Leistung zu qualifizieren und untereinander zu vergleichen.

2.2.1 Studiendesign

Die Teilstudie A erfolgte als prospektive Kohortenstudie. Im Rahmen dieser Studie

fanden im Abstand von einer Woche zwei Untersuchungstage mit identischem
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Ablauf statt. EIf mannliche Triathleten bzw. Radsportler mit einer wochentlichen
Trainingsfrequenz von 24x/Woche waren aufgefordert, ihr regulares Sporttraining
wahrend der gesamten Studiendauer weiter durchzufihren und ihre tagliche Diat
nicht umzustellen. Lediglich auf nitrathaltige Produkte, wie z. B. Salat, Spinat oder
rote Beete, musste verzichtet werden. Das Protokoll der beiden
Untersuchungstage setzte sich aus mehreren Unterpunkten zusammen: der
Anamnese, der Blutenthahme und der fahrradergometrischen Untersuchung
(siehe Abb. 2.3). Beide Untersuchungstage verliefen identisch, um bei 11
Probanden insgesamt 22 Untersuchungen (n=22) durchflihren zu kénnen und eine
unabhangige  Korrelation von zwei aufeinander folgenden gleichen
Untersuchungen zu erhalten. Alle Probanden erschienen an den
Untersuchungstagen nuchtern. Die Untersuchungen erfolgten morgens zwischen
sieben und elf Uhr. Nach einem Fruhstick, bestehend aus einem Kasebrdtchen
und 0,51 Mineralwasser (Evian, Danone Waters Deutschland GmbH, Frankfurt,
Deutschland), erfolgten die Blutentnahme und die ergometrische Untersuchung

auf dem Fahrradergometer.

Tag 1 7 Tage Tag 2
\ J N J
Y Y
e Anamnese e Blutentnahme
e Blutentnahme e fahrrad-
e fahrrad- ergometrische
ergometrische Untersuchung
Untersuchung

Abb. 2.3 Ubersicht iiber den Verlauf der Teilstudie A. Zwei Untersuchungstage (Tag 1, Tag 2)
mit einer 7-tadgigen Pause zwischen beiden Untersuchungstagen.

2.2.2 Studienkollektiv

Im Rahmen eines Aufklarungsgesprachs wurden alle Studienteilnehmer Uber die

Untersuchungen informiert und gaben ihr schriftliches Einverstandnis.
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2.2.2.1 Bestimmung anthropometrischer GroRRen

Die Studienteilnehmer setzten sich sowohl aus Hochleistungs-Radsportlern als
auch aus Triathleten aus dem Bereich des Leistungssports zusammen.
Einschlusskriterien waren:

- Alter: 20-35 Jahre,

- mannliches Geschlecht,

- Nichtraucher,

- 24 x Training/Woche,

- Radfahrer oder Triathlet.

Kriterien, die zum Ausschluss von der Studie flhrten, waren folgende:

regelmalige Medikamenteneinnahme,

anamnestisch bekannte Erkrankungen des kardiovaskularen

und/oder respiratorischen Systems,

- akute Entzindungen (CRP>0,03 g/dl, erhdhte Leukozytenwerte),

- aktuelle oder vergangene maligne Erkrankungen,

- aktueller Verzehr von Nahrungserganzungsmitteln (Glutamat,
Kreatinin, L-Arginin, etc.),

- Niereninsuffizienz,

- unregelmaliges Trainingsverhalten vor und wahrend der Studie.

Die Anamnese umfasste die Fragen nach vergangenen oder aktuellen
Erkrankungen, der Medikamentenanamnese, dem Nichtraucherstatus und dem
aktuellen Trainings- sowie Nahrungsverhalten. In der klinischen Untersuchung
wurden die aktuelle Korpergrofle und das aktuelle Gewicht mittels einer
Personenwaage mit integriertem verstellbarem manuellem GroRenmessstab
(eichfahige Personenwaage PCE-PS 200MM, PCE Deutschland GmbH,
Meschede, Deutschland), der basale Blutdruck mittels eines elektrischen
Handgelenk-Blutdruckmessgerats (Beurer BC 44 Handgelenk-

Blutdruckmessgerat, Beurer GmbH, Ulm, Deutschland) erfasst.
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2.2.3 Charakterisierung der Studienpopulation

Die durchschnittlichen Werte bezuglich Alter, GroRe, Gewicht, Body Mass Index
und Trainingseinheiten pro Woche lassen sich wie in Tabelle 2.2 dargestellt
zusammenfassen. Keiner der Probanden nahm wahrend des
Untersuchungszeitraums Medikamente ein oder war akut oder chronisch erkrankt.
Der systolische Blutdruck betrug bei Studieneinschluss im Mittel 129 £+ 8 mmHg,
der diastolische Blutdruck 81 + 5 mmHg (MW + SD).

Tabelle 2.2 Kollektiv Teilsstudie A

MW2SD (n=11)

Alter (Jahre) 24%2

GroRe (cm) 185 +5

Gewicht (kg) 79%5
- 231£1.2

Trainingseinheiten/Woche S5t1

2.2.4 Leistungstests

Die leistungsdiagnostischen Fahrradtests (Ergometrie, Zeitfahren) fanden auf
einem Fahrradergometer (Excalibur Sport V 2006, Lode, Niederlande) in einem
Raum mit kontrollierten Umgebungsbedingungen (Raumtemperatur 21-22°C, 40%
rel. Luftfeuchtigkeit) statt. Bei jedem Test wurde das Ergometer mit einem Laptop-
Computer (Samsung X20 XVM 1730 V 15 Zoll Notebook, Samsung Electronics
GmbH, Schwalbach, Deutschland) verbunden, um eine Kkontinuierliche
Aufzeichnung fahrradergometrischer Daten zu gewahrleisten (Lode Ergometry
Manager Software, Groningen, Niederlande). Sofern die Probanden eigene
Radpedalsysteme besal3en, wurden diese mittels eines Klicksystems an das
Fahrradergometer montiert. Auch die aus der individuellen Trainingserfahrung der
Probanden herrihrenden ergonomischen Einstellungen am Fahrradergometer,
etwa Sattelhohe und Sattel-Lenkrad-Abstand, wurden notiert und bei allen Tests
reproduziert. Auf Anfrage wurde den Probanden eine Luftzufuhr mittels Ventilator
ermoglicht. Dies wurde ebenfalls vermerkt und an allen weiteren

Untersuchungstagen in identischer Art und Weise wiederholt.
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2.2.5 Leistungstest mittels Fahrradergometrie

An beiden Untersuchungstagen mussten die Probanden einen ergometrischen
Stufentest auf dem Fahrradergometer absolvieren. Die Belastung erfolgte dabei
analog des BAL-Schemas (Bundesausschuss fur den Leistungssport) mit einer
stufenformigen  ergometrischen  Belastung.®* Begonnen wurde mit einer
Aufwarmphase (90 Watt fir 5 Min.) und einer Erholungsphase (0 Watt, 5 Min.).
Danach begann der ergometrische Test mit 100 Watt. Dabei wurde alle 5 Minuten
eine Belastungssteigerung um 50 Watt vorgenommen.®* Damit es innerhalb der
einzelnen Stufen unabhangig von der erbrachten Drehzahl (RPM, round per
minute) bei einer kontinuierlichen Wattzahl blieb, wurde das Ergometer auf einen
hyperbolischen Modus eingestellt. Die jeweils individuelle RPM jedes Probanden
wurde jedoch berucksichtigt, indem jeder Teilnehmer aufgefordert war, wahrend
der ergometrischen Untersuchung kontinuierlich bei seiner optimalen RPM Rad zu
fahren. Mittels eines kabellosen Pulsmessers um den Oberkorper und eines
telemetrischen Sporttesters (beides Polar Systems, Finnland) wurde die
Herzfrequenz kontinuierlich erfasst und registriert. Am Ende jeder einzelnen Stufe
wurden die Probanden dazu aufgefordert, ihre subjektive Belastung anhand einer
Zahl der Borg RPE Skala (siehe Tabelle 2.3) einzuschatzen.® Zur
Laktatbestimmung wurden am Ende jeder Belastungsstufe 20 pl Blut aus dem
hyperamisierten Ohrlappchen in geeichte Glaskapiletten (20 pl Glaskapilleten,
EKF Diagnostic, Barleben, Deutschland) entnommen. Diese wurden jeweils
einzeln in Reaktionsgefalle, welche mit 0,2 ml 0,6-N-Perchlorsaure gefullt waren,
Uberfuhrt und geschuttelt. Am gleichen Tag erfolgte die Laktatanalyse den
Herstellerangaben entsprechend (Eppendorf Ebio Plus, Eppendorf Vertrieb
GmbH, Wesseling, Deutschland). Der Stufentest wurde bis zur korperlichen
Erschopfung durchgefuhrt. Die laktatanaerobe Schwelle (LAT = lactate anaerobic
threshold, 4mM) wurde entsprechend eines non-linearen Regressionsmodells

mithilfe einer Software (Winlactat Software, Mesics, Deutschland) berechnet.
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Tabelle 2.3 Subjektives Belastungsempfinden mittels Borg RPE Skala

Borg RPE Skala Subjektive Belastung
6
7 sehr leicht
8
9
10 leicht
11
12
13 etwas anstrengend
14
15
16 anstrengend
17
18 sehr anstrengend
19
20 maximale Anstrengung

2.3 Teilstudie B: ,,Flavanole und Leistungsfahigkeit*

Die Teilstudie B sollte klaren, ob es mittels diatetischer Aufnahme eines
flavanolreichen bzw. flavanolarmen Getranks zu einer Erhéhung der NO-
Bioverfugbarkeit und damit zu einer Verbesserung der kardiopulmonalen

Leistungsfahigkeit kommit.

2.3.1 Studienkollektiv

Die Ergebnisse der Messungen von leistungsdiagnostischen Tests, welche sich
sequenziell wiederholen, kénnen Trainingseffekten unterliegen. Vor allem bei
ungeubten Probanden, Nichtsportlern oder Patienten kdnnen sich solche Effekte
einstellen.?® Um Trainingseffekte in der Teilstudie B zu minimieren, wurden
Probanden ausgewahlt, die bereits an das Testsystem ,Fahrradergometer’
gewohnt waren. Ist das Testsystem bereits bekannt, sind derartige Effekte namlich
wesentlich reduziert. Dementsprechend wurden zwdlf mannliche Radsportler in

die Teilstudie eingeschlossen. Wahrend der kompletten Studiendauer sollte das
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regulare  Trainingsverhalten  moglichst beibehalten  werden. Bei der
Nahrungsaufnahme war nur auf flavanol- und nitrathaltige Komponenten, wie
Schokolade, grinen Tee, Erdbeeren, Trauben und gepokeltes Fleisch, zu
verzichten. Im Rahmen eines  Aufklarungsgesprachs wurden alle
Studienteilnehmer Uber die Untersuchungen informiert und gaben ihr schriftliches

Einverstandnis.

2.3.1.1 Bestimmung anthropometrischer GroRen

Der Einschluss in die Teilstudie B sowie die Charakterisierung des
Studienkollektivs erfolgten analog zur Studie A (siehe Punkt 2.2.2.1). Lediglich die
Frage nach Allergien gegenuber Inhaltsstoffen der Testgetranke wurde als

Ausschlusskriterium hinzugeftigt.

2.3.2 Charakterisierung der Studienpopulation

Den Einschlusskriterien gemafR handelte es sich um professionelle Radfahrer oder
Triathleten, die bereits an das Testsystem ,Fahrradergometer’ gewohnt waren.
Wie in der Teilstudie A lassen sich auch hier die durchschnittichen Werte
bezlglich Alter, GroRe, Gewicht, Body Mass Index und Trainingseinheiten pro
Woche gemal® Tabelle 2.4 zusammenfassen. Keiner der Probanden nahm
wahrend des Untersuchungszeitraums regelmallig Medikamente ein oder war
chronisch oder akut erkrankt. Der mittels Anamnese erhobene basale Blutdruck
betrug im Mittel systolisch 129 + 7 mmHg, der diastolische Blutdruck betrug 81 + 6
mmHg (MW £ SD).

Tabelle 2.4 Kollektiv Teilstudie B

MW4SD (n=12)

Alter (Jahre) 248+ 2.3
Grole (cm) 184,8 +4,5
Gewicht (kg) 79,0+ 44
BMI 23,1+1,1
Watt max. 326,2+ 54,4
Trainingseinheiten/Woche 5+3
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2.3.3 Zusammensetzung der Testgetranke (niedrig dosiert vs hoch dosiert)

Die beiden Testgetranke (detaillierte Inhaltsstoffe siehe Tabelle 2.5) unterschieden
sich weder im Aussehen noch im Ldslichkeitsverhalten oder im Geschmack. Das
Getrankepulver befand sich in einzelnen Verpackungseinheiten mit einer
identischen Fullmenge und sollte von den Probanden selbststandig in ca. 150 ml
Wasser aufgeldst eingenommen werden. Um zu kontrollieren, ob die Einnahme
erfolgte, wurden die Probanden aufgefordert, samtliche leeren
Getrankverpackungseinheiten mitzubringen. Au3erdem wurde die Einnahme post
hoc durch die Analyse der Flavanolmetabolite im Plasma nachgewiesen. Uber das
Institut flr Biochemie der Deutschen Sporthochschule wurde eine Kontamination
der Chargen durch WADA (World Anti-Doping Agency)-gelistete Substanzen

ausgeschlossen.

Tabelle 2.5 Inhalt der Testgetranke je Einheit

niedrig dosiertes Getrank hoch dosiertes Getrank

Flavanol (mg) 13 596
Monomere (mg) 3 65
Epicatechin (mg) 1 59
Catechin (mg) 2 6
Dimere (mg) 2 53
Trimere-Decamere (mQ) 3 258
Theobromin (mg) 96 93
Koffein (mg) 9 11
Energie (kcal) 25 25
Fett (9) 0,3 0,4
Kohlenhydrate (g) 4,6 4,3
Proteine (g) 0,7 0,7

2.3.4 Ablaufprotokoll der Untersuchungstage

Die Teilstudie B erfolgte als Crossoverstudie. Die Probanden wurden im Verlauf

derselben zu drei Zeitpunkten untersucht: (1) Basaluntersuchung am Tag 0, (2)
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Untersuchung nach Getrank 1 am Tag 7 und (3) Abschlussuntersuchung nach
Getrank 2 am Tag 21. Jeder Proband erhielt nacheinander sowohl das hoch
dosierte flavanolhaltige Getrank (hoch dosiert) als auch das niedrig dosierte
Getrank (niedrig dosiert, Abb. 2.4). Die Reihenfolge der Vergabe der Testgetranke
verlief doppelblind und randomisiert aufgrund der Maskierung durch das KKS.
Weder der Untersucher noch der Proband wussten, ob das hoch dosierte oder das

niedrig dosierte Getrank getrunken wurde.

basal Getrank 1 Getrank 2

Auswaschphase
Tag: 0O 7 14 21
\ J k J
Y '
2 x tagl. Flavanolgetrank 2 x tagl. Flavanolgetrank
hoch dosiert oder niedrig hoch dosiert oder niedrig
dosiert dosiert

Abb. 2.4 Ubersicht iiber den Verlauf der Teilstudie B. Drei Untersuchungstage: basal — Tag 0,
Getrank 1 — Tag 7, Getrank 2 — Tag 21; mind. siebentagige Auswaschphase ohne
Testgetrankeinnahme.

Nach den Untersuchungen vom Tag 0 (basal) folgte eine siebentagige Einnahme
eines der beiden Getranke (hoch oder niedrig dosiert). Dabei nahmen die
Probanden das Testgetrank morgens und abends ein. Nach dieser einwochigen
Testgetrankeinnahme erfolgte die erneute Bestimmung der Leistungsparameter
(Tag 7 nach Getrank 1). Dann folgte nach einer siebentagigen Auswaschphase
die einwdchige Einnahme des alternierenden Getrankes mit dem abschlieRenden
dritten Untersuchungstag (Tag 21 nach Getrank 2).

Die Reihenfolge der Getranke (hoch dosiert — niedrig dosiert oder niedrig dosiert —
hoch dosiert) verlief randomisiert und balanciert. Das Protokoll der
Untersuchungstage setzte sich aus mehreren Teilen zusammen: Anamnese,
Blutentnahmen, Ultraschalluntersuchung der FMD der Arteria brachialis,
fahrradspiroergometrischer Untersuchung und dem Langzeittest im Sinne eines
Zeitfahrens. Alle drei Untersuchungstage verliefen vergleichbar (Abb. 2.5).

Lediglich die zusatzlich fortgefuhrte Einnahme der Testgetranke jeweils 2 Stunden
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vor der Spiroergometrie und nochmals 2 Stunden vor dem abschlieRenden
Zeitfahren stellten einen Unterschied zum Tag 0 (basal) dar. Alle Probanden
erschienen nilchtern und bekamen ein Frihstick bestehend aus einem
Kasebrotchen und 0,5 | Mineralwasser (Evian, Danone Waters Deutschland
GmbH, Frankfurt, Deutschland) gestellt. Darauf folgten die Blutentnahme, die
Bestimmung der vaskularen Funktion mittels FMD und die spiroergometrische
Untersuchung auf dem Fahrradergometer. Nach einer finfstindigen Pause, in der
nach zwei Stunden unter Verzicht auf flavanol- und nitrathaltige Komponenten
eine standardisierte Mittagsmahlzeit eingenommen wurde, folgte das

abschlieRende Zeitfahren.

Biochemie
FMD
Zeitfahren
* #
CPX l
l vy l
Basaltag 20 -1h  Oh 2h  3h 5h
(Tag 0)
Flavanolgetrank Biochemie Flavanolgetrank
FMD
CPX Zeitfahren
* #
l L\ A/ l l
Testtage (Tag '2h '1h Oh 2h 3h 5h

S N N O R

Abb. 2.5 Tagesablauf des Tag 0 (basal, oben) und der Testtage (Tag 7/21, unten) der
Teilstudie B (*/# standardisierte Mahlzeiten). Die Probanden erhielten an allen drei Tagen ein
standardisiertes Frihstlck (*), gefolgt von der Blutentnahme (Biochemie) und der FMD. Danach
folgte die spiroergometrische Untersuchung (CPX). Nach einer standardisierten Mahlzeit (#) am
Mittag erfolgte nach dreistindiger Pause das Zeitfahren. Der Ablauf der beiden Testtage (Tag
7/21) wurde durch die zweimalige Einnahme des Flavanolgetranks erganzt.
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2.3.5 Duplexsonographische Untersuchung der vaskularen Funktionen
durch Bestimmung der endothelabhangigen Dilatation der Arteria
brachialis

In der Teilstudie B wurde die FMD als nichtinvasive Untersuchung zur Beurteilung
der Gefalfunktion verwendet. Bei dieser Methode wird mittels hochauflosenden

74 8 An allen

Dopplerultraschalls die endotheliale Funktion bestimmt.*®
Untersuchungstagen wurde bei jedem Probanden nach einer 15-minitigen
Ruhephase eine Blutdruckmanschette am rechten Unterarm angelegt. Zunachst
wurde dann ein longitudinales Bild der Arteria brachialis maximal 2 cm oberhalb
einer Manschette aufgezeichnet. Daraufhin erfolgte die Inflation der
Blutdruckmanschette auf mindestens 200 mmHg, gefolgt von einer 5-minutigen
Ischamiezeit. Danach wurden innerhalb von einer Minute nach Ablassen des
Manschettendrucks weitere longitudinale Bilder aufgenommen und die Zunahme
des Diameters berechnet sowie die Flussgeschwindigkeit bestimmt. In der
Teilstudie B wurde nach einem standardisierten Ultraschallprotokoll (12-MHz
Schallkopf, GE vivid i) gearbeitet, worauf eine automatische Analyse (Brachial
Analyzer) folgte. Sowohl der Diameter als auch die Flussgeschwindigkeit der
Arteria brachiales wurden somit basal und nach Manschettendeflation bestimmt.

Die relative FMD wurde folgendermal3en berechnet:

(Diameternax (nach Deflation) / Diameterpasa ) * 100

2.3.6 Leistungstests
2.3.6.1 Fahrradspiroergometrie

An allen drei Untersuchungstagen der Teilstudie B wurden spiroergometrische
Daten erhoben. Dabei waren Rahmenbedingungen und Durchfihrung identisch
zur ergometrischen Leistungsdiagnostik der Teilstudie A. Der ergometrische
Stufentest wurde lediglich um die Erfassung spirometrischer Parameter erweitert.
Dafiur wurde eine Atemmaske Uber ein Schlauchsystem mit einem Spirometer
(ZANG0O, Osterreich) verbunden. GemaR der Herstellerangaben erfolgte eine
gerateinterne Anpassung des Atemzugvolumens und der Atemfrequenz an BTPS-
Bedingungen (Body Temperature Pressure Saturated: 37°C, Druck 760mmHg,

Wasserdampfsattigung). Gleichzeitig wurden Uber installierte Gasanalysatoren,
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wie etwa den differential paramagnetischen Sauerstoff- und den Infrarot-
Kohlenstoffdioxid-Analysator, die Gaskonzentrationen ermittelt. Daraus erfolgte
eine  Gasvolumenberechnung  Atemzug-um-Atemzug. Vor Beginn der
Untersuchung wurde die Einheit nach Herstellerangaben geeicht. Das Spirometer
ermittelt in jeder Belastungsstufe Atemzug-um-Atemzug die spirometrischen
Parameter (VE, exspiratorischer O,-Gehalt = FEO,, exspiratorischer CO,-Gehalt =

FECO;). AulRerdem berechnet es aus diesen Rohmesswerten gerateintern die
abgeleiteten Werte fir die VO,, VCO, und RER und die Atemaquivalente fiir
Sauerstoff (AAO, = VE/VO,) und Kohlendioxid (AACO, = VE/ VCO,). Die Werte
fir die VO,, die VCO, und die VE beziehen sich fiir die spatere Auswertung auf

die Mittelwerte der letzten 30 Sekunden einer jeden Stufe. Fiir die VO,peax wird der
hochste mittlere Wert der letzten 30 Sekunden der letzten erreichten
Belastungsstufe festgelegt. Da nicht jeder Proband die letzte Stufe der
ergometrischen Untersuchung komplettierte, wurde die individuelle Watty.x wie

folgt berechnet:

Wattnax = Watt (letzte vollstandige Stufe) + [50Watt * (abgelaufene Zeit in der
finalen Stufe (s)/300s)]

Funf und zehn Minuten nach Testende wurde zur Untersuchung der Erholungszeit

nochmals Blutlaktat abgenommen und die Herzfrequenz wurde notiert.

2.3.6.2 Zeitfahren

Zum Zeitfahren wurde das der Teilstudie A entsprechende Fahrradergometer
(Excalibur Sport V 2006, Lode, Niederlande) verwendet. In der ergometrischen
Untersuchung war das Ergometer in einem hyperbolischen Modus eingestellt. So
konnte der Proband seine optimale, individuelle Trittfrequenz bestimmen, ohne
dass sich der Widerstand anderte. Beim Zeitfahren wurde dagegen ein linearer
Modus verwendet. Dieses Vorgehen hat zur Folge, dass bei einer hdheren RPM
durch den Probanden auch ein erhdéhter Anteil an verrichteter Arbeit (Joule oder
Watt/s) erreicht wird. Um auch bei einem stationar befestigten Fahrrad, das nur
ungefahre Entfernungsdaten anzeigt, ein arbeitsabhangiges Protokoll verwenden

zu konnen, orientiert sich das Protokoll des Zeitfahrens an der etablierten und
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validierten Methode von Jeukendrup et. al.®

Nach dieser Methode entspricht die
geleistete Arbeit von approximativ 60 Minuten bei 75% der maximalen Leistung
einem Zeitfahrtest von ca. 40km. Hauptkriterium einer verbesserten
Leistungsfahigkeit ist demnach eine verbesserte Leistung (kUrzere Zeit), die zur
Vervollstandigung des Tests benotigt wird.

Die jeweils individuell zu verrichtende Arbeitsmenge (Joule oder Watt/s) bezog
sich auf den am Tag 0 erfassten spiroergometrischen Stufentest. Hierzu wurden

75% der Wattnax mit 3600 Sekunden (1 Stunde) multipliziert:
zu leistende Arbeit (kJ) = 0,75 * Wattax * 3600s

Entsprechend der Herstelleranleitung wird ein linearer Faktor berechnet, sodass
jeder Proband individuell dann 75% seiner maximalen Arbeit (Wattmax) erbringt,

wenn er bei seiner bevorzugten RPM fahrt:
Watt (75% von Wattmax) = Linearer Faktor * RPM?

Um die Zeit des Zeitfahrens zu stoppen, wurde das Fahrradergometer mit einem
Laptop-Computer verbunden und die Lode Ergometry Manager-Software (Lode
Ergometry Manager, Lode B. V. Lode Holding Company, Groningen, Niederlande)
benutzt. Diese registriert sowohl die pro Pedalrunde verrichtete Arbeit (Watt) als
auch die kumulative Arbeit Gber die betreffende Zeitspanne hinweg. An jedem der
drei Untersuchungstage wurde den Probanden nur die bereits verrichtete Arbeit
angezeigt. Sie hatten weder visuell noch akustisch die Mdglichkeit, einzuschatzen,
wieviel Zeit seit Beginn des Zeitfahrens vergangen ist. Zu Beginn und an weiteren
Zeitpunkten (20%, 40%, 60%, 80% und 100% der totalen Arbeit) erfolgten eine
Laktatbestimmung, eine Herzfrequenzmessung sowie eine Einschatzung der

subjektiven Belastung (analog Borg RPE Skala, siehe Tabelle 2.3).

2.4 Mathematisch-statistische Verfahren

Deskriptive statistische Daten wurden, sofern nicht anders vermerkt, als Mittelwert
t+ Standardfehler oder Mittelwert + Standardabweichung (MW = SE oder MW =
SD) angegeben.

28



Bei der Studie A wurden die Ergebnisse mittels des Student’s zweiseitigen t-Tests
fur gepaarte Daten auf signifikante Unterschiede zwischen Tag 1 und 2 hin
gepruft. Die Korrelationen zwischen den individuellen Parametern wurden dabei
durch univariate Analysen fur normalverteilte Werte berechnet; die Ergebnisse
wurden mit Pearson’s r und dem dazugehodrigen p-Wert angegeben. Um den
Zusammenhang zwischen Nitrit und der LAT (Tag 1 vs Tag 2) zu vergleichen,
wurden beide Korrelationskoeffizienten r in die Fisher Z-Transformation gebracht
und der z-Wert zur Berechnung des Signifikanzlevels verwendet.

In der Studie B wurden zur statistischen Auswertung Varianzanalysen
durchgefuhrt. Es handelte sich dabei im Detail um 1-Wege- und 2-Wege-ANOVA
(repeated measures ANOVA) mit post hoc-Tests (Bonferroni) zum
Einzelgruppenvergleich. P-Werte <0,05 wurden als signifikant angesehen. Flr
beide Studien wurden zur statistischen Analyse das Computerprogramm SPSS®
20.0 fur Windows (SPSS Inc., Chicago, lll., USA) und das Graph Pad Prism 5.0 fur
Windows (GraphPad Software, Kalifornien, USA) verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Teilstudie A: ,Die Bedeutung basalen endogenen Nitrits fiir die
Leistungsfahigkeit*

Im Mittelpunkt der Teilstudie A stand die Frage, ob basale Nitritspiegel im Plasma
bei gesunden mannlichen Sportlern mit der Leistung Kkorrelieren. Die
Leistungsfahigkeit wurde hierbei Uber das Erreichen der anaeroben Schwelle
definiert.

3.1.1 Quantifizierung zirkulierender Nitrit- und Nitratspiegel

Der durchschnittliche basale Nitritwert im Plasma von Tag 1 betrug 0,087 + 0,049
MM. Am zweiten Tag lag er bei 0,101 £ 0,038 uM (Nitrit: Tag 1 vs Tag 2: p=0,268)
(siehe Abb. 3.1). Der durchschnittliche Nitratwert des ersten Tages lag bei 40 + 18
MM, am zweiten Tag lag er bei 61 £ 37 uM (Nitrat: Tag 1 vs Tag 2: p=0,085) (siehe
Abb. 3.2). Der durchschnittliche totale Wert beider Tage betrug fur Nitrit 0,094 +
0,043 uyM und fur Nitrat 50 + 6 yM (alle Werte MW £ SD).

0.4+
0.3

=

E:

~ 0.2

o

Z
0.1
0.0-

Tag 1 Tag 2

Abb. 3.1 Endogene plasmatische Nitritspiegel (Tag 1 und 2). Dargestellt sind die Einzelwerte
(n=11) pro Proband an Tag 1 und Tag 2.
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Abb. 3.2 Endogene plasmatische Nitratspiegel (Tag 1 und 2). Dargestellt sind die Einzelwerte
(n=11) pro Proband an Tag 1 und Tag 2.

3.1.2 Quantifizierung der Leistung mittels Fahrradergometrie und
laktatanaerober Schwelle

Die Wattnax in der fahrradergometischen Untersuchung betrug am ersten
Untersuchungstag 328 + 44 Watt bzw. 4,2 + 0,6 Watt pro kg Korpergewicht. Am
zweiten Tag lagen die Werte bei 330 + 47 Watt bzw. 4,2 + 0,7 Watt pro kg
Korpergewicht (Wattnax: Tag 1 vs Tag 2: p=0,266). Der durchschnittliche totale
Wert beider Tage (n=22) betrug 330 + 44 Watt bzw. 4,2 £+ 0,6 Watt pro kg
Korpergewicht (alle Werte MW = SD). Um das individuelle Erreichen der LAT zu
veranschaulichen, wurde dem Zeitpunkt, an dem der Schwellenwert fir die
Blutlaktatkonzentration (4 mM) erreicht war, die zum gleichen Zeitpunkt erfasste
Herzfrequenz (beats per minute, bpm) zugeordnet (siehe Abb. 3.3). Am ersten
Untersuchungstag lag die LAT bei 160 £ 17 bpm, am zweiten Tag bei 166 + 15
bpm. Gemessen in Relation zur ermittelten Herzfrequenz lag die LAT somit bei
insgesamt 22 Untersuchungen (Tag 1 und 2) bei durchschnittlich 163 £ 16 bpm
(Tag 1 vs Tag 2: p-Wert=0,316) (alle Werte MW % SD).
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Abb. 3.3 Laktatanaerobe Schwelle (Tag 1 und 2). Dargestellt ist das Erreichen der LAT (LAT =

lactate anaerobic threshold, 4mM) in Relation zur Herzfrequenz (bpm) pro Proband an Tag 1 und
Tag 2 (Einzelwerte n=11).

3.1.3 Abhangigkeit der laktatanaeroben Schwelle von basalen endogenen
Nitritspiegeln im Plasma

Die univariate Analyse zeigte, dass die jeweiligen basalen Nitritwerte der
Probanden mit ihrer individuellen LAT korrelierten (r=0,651, p=0,001) (siehe Abb.
3.4 A). Zur Uberprifung der Korrelation wurde der Korrelationskoeffizient r fiir den
Tag 1 und Tag 2 analysiert. Es zeigte sich hier kein statistischer Unterschied (Tag
1 vs Tag 2: r=0,68 vs r=0,58; p=0,719, n=11, siehe Abb. 3.4). Eine Korrelation
zwischen Nitrat und der LAT konnte nicht ermittelt werden (r=0,29; p=0,19).
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Abb. 3.4 Korrelation des endogenen Nitritplasmagehalts und der laktatanaeroben Schwelle
(4 mM) in Relation zur Herzfrequenz (bpm). (A) Einzelwerte fir n=22 Untersuchungen (r=0,651,
p=0,001). Einzelwerte fur Tag 1 (B) und Tag 2 (C), ohne signifikanten Unterschied im
Korrelationskoeffizienten (Tag 1 vs Tag 2: r=0,68 vs r=0,58; p=0,719, n=11). Die Symbole
reprasentieren jeden einzelnen Teilnehmer (B + C).

33



3.2 Teilstudie B: ,,Flavanole und Leistungsfahigkeit*

Die Teilstudie B verfolgte den Ansatz, ob es mittels diatetischer Zufuhr eines
flavanolreichen oder flavanolarmen Testgetranks Uber sieben Tage zu einer
Erhdhung der NO-Bioverfligbarkeit kommt. Gleichzeitig wurde geprift, ob es zu
einer positiv korrelierenden verbesserten Endothelfunktion und kardiopulmonalen

Leistungsfahigkeit kommt.

3.2.1 Quantifizierung klinischer Laborparameter

Das am ersten Untersuchungstag abgenommene Routinelabor zeigte folgende
durchschnittliche Laborwerte (Tabelle 3.1):

Tabelle 3.1 Laborparameter

Parameter Einheit MW<=SD (n=12)
Blutbild
Erythrozyten (x 10°7ul) 51+0,3
Leukozyten (x 10°/ul) 48+1,8
Hamoglobin [g/dl] 15,3+ 0,8
Hamatokrit (%) 450+2,5

Klinische Chemie

Kreatinin [ mg/dl ] 1,0+ 0,1
HDL [ mg/dl ] 51,0+ 4,7
LDL [ mg/dl ] 129,8 + 31,8

Triglyzeride [ mg/dl] 110,5+ 73,8
CRP [ mg/di] <0,3
HbA1c (%) 53%0,2

3.2.2 Quantifizierung zirkulierender Nitrit- und Nitratspiegel

Unter basalen Bedingungen (Tag 1) sowie unter Einnahme jeweils eines der
beiden Flavanolgetranke (hoch dosiert vs niedrig dosiert, Tag 2 und 3) wurden in
der Teilstudie B zur Quantifizierung der Nitrit- und Nitratkonzentration im Plasma
Blutproben entnommen. Die Abbildung 3.5 zeigt die jeweiligen Einzelwerte fur

Nitrit und Nitrat an den drei Untersuchungstagen: Die durchschnittlichen Werte fr
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Nitrit lagen basal bei 0,0855 + 0,047 yM, unter dem hoch dosierten Getrank bei
0,0889 * 0,027 uM und unter dem niedrig dosierten bei 0,1065 + 0,040 uM (Abb.
3.5 A). Dabei stieg die Nitritkonzentration unter dem niedrig dosierten Getrank
gegenuber dem Tag 0 (basal) und dem Untersuchungstag mit dem hoch dosierten
Getrank signifikant an (*p<0,05, siehe Abb. 3.5 A rechts). Die durchschnittlichen
Werte fur Nitrat lagen basal bei 39 + 17 yM, unter dem hoch dosierten Getrank bei
47 £ 8 yM und unter dem niedrig dosierten bei 59 + 36 uM (Abb. 3.5 B). Fur Nitrat
lied sich dabei unter Einnahme des niedrig dosierten Getranks ein tendenzieller,
aber nicht signifikanter Anstieg ermitteln (Abb. 3.5 B rechts) (alle Werte MW
SD).
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Abb. 3.5 Plasmakonzentration von Nitrit und Nitrat. An allen drei Untersuchungstagen wurde
den Probanden Blut zur Quantifizierung der (A) Nitrit- und (B) Nitratplasmakonzentrationen
abgenommen. Einzelwerte fir Nitrit (NOy) und Nitrat (NOj) links im Bild (n=12). Mittelwert +
Standardfehler rechts im Bild (*p<0,05).
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3.2.3 Abhangigkeit der laktatanaeroben Schwelle von Nitritspiegeln im
Plasma unter Flavanoleinnahme

Die plasmatischen Nitritspiegel der zwolf Probanden wurden an allen drei
Untersuchungstagen hinsichtlich ihrer Korrelation mit der individuellen LAT
untersucht. Es ergaben sich fir beide Parameter 36 Werte (Drei
Untersuchungstage je 12 Probanden: n=36). Aus diesen konnte ermittelt werden,
dass der individuelle Nitritspiegel im Plasma eines Probanden mit der von ihm
erreichten LAT korrelierte (n=36, r=0,37, p<0,05, Abb. 3.6).
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Abb. 3.6 Korrelation des endogenen Nitritplasmagehalts und der laktatanaeroben Schwelle
(4 mM) in Relation zur Herzfrequenz (bpm). Einzelwerte fiir n=36 Untersuchungen. Die Symbole

reprasentieren jeden einzelnen Teilnehmer an allen drei Tagen (basal, niedrig dosiert, hoch
dosiert).

3.2.4 Vaskulare Effekte unter Einnahme flavanolhaltiger Getranke

Nach Einnahme des niedrig dosierten Flavanolgetranks zeigte sich gegenuber
dem Tag 0 (basal) und dem hoch dosierten Getrank eine signifikante Zunahme
der FMD (basal: 6 + 1 %, niedrig dosiert: 8 + 2 %, hoch dosiert: 6 £ 2 %, fur n=12,
MW + SD).

Analog zu den Ergebnissen flir den zirkulierenden NO-Pool im Plasma zeigte sich
auch bei der Charakterisierung der vaskularen Effekte eine signifikante
Verbesserung der FMD unter dem niedrig dosierten Getrank gegenuber Tag 0
(basal) und dem hoch dosierten Getrank (basal vs niedrig dosiert: *p<0,05; niedrig

dosiert vs hoch dosiert: *p<0,05, siehe Abb. 3.7) (alle Werte MW £ SD).
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Abb. 3.7 Ergebnisse der ultraschallbasierten Untersuchungen der Endothelfunktion (FMD).
Dargestellt ist der durchschnittliche FMD-Wert in mm an allen drei Untersuchungstagen (Abbildung
Mittelwert £+ Standardfehler). Nach Einnahme des niedrig dosierten Flavanolgetranks zeigte sich
gegenuber ,basal‘ und dem hoch dosierten Getrank eine signifikante Zunahme der FMD (*p<0,05,
basal: 6 £ 1 %, niedrig dosiert: 8 + 2 %, hoch dosiert: 6 + 2 %, fur n=12, MW % SD).

3.2.5 Kardiopulmonale Leistungsfahigkeit unter Einnahme flavanolhaltiger
Getranke

Wahrend der Belastungsdauer der spiroergometrischen Untersuchung wurden an
allen drei Untersuchungstagen ventilatorische und Herz-Kreislauf-Parameter
erfasst (siehe Tabelle 3.2) (alle Werte MW + SD, p-Wert n.s. = nicht signifikant).
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Tabelle 3.2 Ventilatorische Parameter

VO,,...x (ml/min/kg) Ve (I/min) RERmax
Intervention MW % SD p-Wert MW * SD p-Wert MW * SD p-Wert
basal 50,08 + 8,30 n.s. 146,61 + 4,24 n.s. 1,10+ 0,05 n.s.
niedrig
dosiert 51,52 +7,42 n.s. 152,00 + 25,08 n.s. 1,11 £ 0,07 n.s.
hoch
dosiert 53,25+ 6,62 n.s. 157,89 + 20,37 n.s. 1,14 £ 0,04 n.s.
Vo2peak /V O2max

Der am Tag 0 (basal) erreichte mittlere Wert fur \'/Ozpeak betrug 4,30 + 0,61 I/min.
Am Untersuchungstag des niedrig dosierten Getranks konnte eine

durchschnittliche VOypeax von 4,35 % 0,57 I/min ermittelt werden. Unter dem hoch
dosierten Getrank lagen die Werte bei 4,41 £ 0,46 I/min. An allen drei Tagen

konnte kein signifikanter Unterschied ermittelt werden.

Bei der relativen VO,na (ml/min/kg Korpergewicht unter STPD-Bedingungen)
lagen die mittleren Werte basal bei 50,08 £+ 8,30 ml/min/kg, unter dem niedrig
dosierten Getrank bei 51,52 = 7,42 ml/min/kg und unter dem hoch dosierten bei
53,25 + 6,62 ml/min/kg. Bezlglich der maximalen Sauerstoffaufnahme konnten
somit keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Getranken und dem

Tag 0 (basal) nachgewiesen werden (alle Werte MW + SD).

Maximale Ventilation

Auch die Ve (I/min) zeigte an allen drei Untersuchungstagen vergleichbare
Mittelwerte und keinen signifikanten Unterschied. Basal betrug sie durchschnittlich
146,61 £ 24,24 I/min. Am Tag unter dem niedrig dosierten Getrank lag der Wert
bei 152,00 £ 25,08 I/min, am Tag unter dem hoch dosierten Getrank bei 157,89 +
20,37 I/min (alle Werte MW + SD).
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RER im Verlauf

Die ,respiratory exchange ratio“ als Gasaustauschquotient beschreibt das

Verhiltnis von CO,-Abgabe zu Oy-Aufnahme (RER=VCO,/VO,).* % Um die
Ausbelastung der Probanden genauer beurteilen zu kénnen, wurde die RER
ebenfalls im Verlauf beurteilt (Abb. 3.8). Zusatzlich zur submaximalen Arbeit bei
100 Watt und zur aeroben Arbeit bei 150 Watt wurde die RER auch bei 200 Watt
und in ihrem Maximalwert beurteilt. Im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen
Daten konnte hier ein statistisch signifikanter Unterschied ermittelt werden:
Verglichen mit dem Wert von 150 Watt am Tag 0 (basal) unterscheiden sich
sowohl die Werte vom niedrig dosierten als auch die vom hoch dosierten Getrank
(basal vs niedrig dosiert vs hoch dosiert: 0,90 £ 0,05 vs 0,95 + 0,03 vs 0,95 + 0,03,
**p<0,01, siehe Abb. 3.8 B). Unter dem hoch dosierten Getrank konnte aul3erdem
bei 200 Watt ein signifikanter Unterschied der RER gezeigt werden (basal vs hoch
dosiert: 0,93 £ 0,05 vs 0,97 + 0,03, *p<0,05, siehe Abb. 3.8 C).
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Abb. 3.8 Gasaustauschquotient (RER=VO,/VCO,). Die Abb. zeigt den RER bei 100 Watt (A),
150 (B), 200 (C) und der maximal erreichten Wattzahl (D). Verglichen mit den Werten von Tag 0
(basal) kam es unter dem niedrig dosierten Flavanolgetrank bei einer Belastung von 150 Watt zu
einer signifikanten Anderung (**p < 0,01), bei dem hoch dosierten bei 150 und 200 Watt (150 Watt:
**p < 0,01, 200 Watt: *p < 0,05). Der RER bei der maximalen Belastung (Watt.x) zeigte keine
signifikanten Unterschiede (n=12, *p < 0,05, **p < 0,01, repeated measures ANOVA-Messung,

Mittelwerte + Standardfehler)

Wattax

Die durchschnittlich erreichte maximale Wattzahl betrug an allen drei
Untersuchungstagen 4,2 + 0,6 Watt/kg Korpergewicht (siehe Abb. 3.9 A, MW %
SD).
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Abb. 3.9 Spiroergometrieergebnisse. An allen drei Untersuchungstagen absolvierten die
Probanden (n=12) einen spiroergometrischen Test. Der Test begann mit einer Belastung von 100
Watt, die alle fiinf Minuten um 50 Watt gesteigert wurde. Beendet wurde der Test bei Erreichen der
subjektiven Erschépfung. Atemparameter wurden kontinuierlich aufgezeichnet, Laktat wurde zum
Ende jeder Stufe gemessen. Die Graphen zeigen die maximale Arbeit (Wattax) (A), die maximale

Sauerstoffaufnahme (Vozpeak) (B) und die Herzfrequenz zum Zeitpunkt des Erreichens der
laktatanaeroben Schwelle (C). Alle drei Untersuchungstage waren in diesen Werten miteinander
vergleichbar (repeated measures ANOVA Messung; n=12, Mittelwerte + Standardfehler).

Herzfrequenz, Laktat, subjektive Belastung

Jeweils zum Ende einer Belastungsstufe wurden die Herzfrequenz, der
Laktatspiegel und die subjektive Belastung (entsprechend der Borg-RPE-Skala,
siehe Tabelle 2.3) untersucht. Abbildung 3.10 zeigt dabei den Verlauf der
Parameter an allen drei Untersuchungstagen. Zwischen dem Tag 0 (basal) und
den beiden Getranken konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt

werden.
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Abb. 3.10 Verlauf von Herzfrequenz (A), Laktat (B) und subjektiv empfundener Belastung
nach Borg RPE Skala (C) im Rahmen des spiroergometrischen Tests. Fir keines der drei
Parameter konnten signifikante Unterschiede zwischen den Untersuchungen an den drei Tagen
ermittelt werden (n=12, Mittelwerte + Standardfehler).
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3.2.6 Leistungssteigerung unter Einnahme flavanolhaltiger Getranke

Zeitfahren

Der Langzeittest in Form des simulierten Zeitfahrens wurde ebenfalls an allen drei
Untersuchungstagen durchgefihrt. Dabei folgte das Hauptkriterium fur eine
verbesserte Leistungsfahigkeit den oben beschriebenen Methoden nach
Jeukendrup et al. . Diesen entsprechend bestand eine verbesserte Leistung in
klrzerer Zeit, die bendtigt wird, um das simulierte Zeitfahren von 40 km zu
komplettieren.®® In Abbildung 3.11 A+B wird gezeigt, dass es unter dem niedrig
dosierten Getrank zu einer verbesserten Leistung beim Zeitfahren kam. Die
durchschnittlichen Werte am Tag 0 (basal) und unter dem hoch dosierten Getrank
wiesen keine signifikanten Unterschiede auf (basal vs hoch dosiert: 3561 + 47 s vs
3475 = 43 s, p>0,05). Dagegen wurde unter Einnahme des niedrig dosierten
Getranks eine mittlere Zeit von 3358 * 34 s erreicht. Somit zeigte sich ein
signifikanter Unterschied zum Tag 0 (basal) und zum Untersuchungstag unter
hoch dosiertem Getrank (basal vs niedrig dosiert: p<0,001, niedrig vs hoch dosiert:
p<0,05, siehe Abb. 3.11 B). Betrachtet man die Einzelresultate (Abb. 3.11 A),
konnten auch hier vergleichbare Ergebnisse verzeichnet werden (alle Werte MW +

SE). Lediglich die Resultate zweier Probanden stellten dabei eine Ausnahme dar.
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Abb. 3.11 Ergebnis im Zeitfahren unter basalen Bedingungen und unter Einnahme der
Flavanolgetranke. (A) Ergebnisse aller Teilnehmer (n=12). (B) Darstellung der mittleren Zeiten als
Boxplot-Diagramm. (C) Erhéhung der mittleren erbrachten Leistung unter Intervention mit dem
niedrig dosierten Getrank (*p < 0,05; **p < 0,001; n.s.=nicht signifikant; n=12, Mittelwerte *
Standardfehler).

44



Arbeitsleistung

Ebenso zeigte die mittlere Arbeitsleitung wahrend des Zeitfahrens vergleichbare
Unterschiede. Im Gegensatz zum Zeitfahren am Tag 0 (basal) und unter dem
hoch dosierten Getrank kam es unter dem niedrig dosierten Getrank zu einer
signifikant héheren mittleren Arbeitsleistung (basal vs niedrig dosiert vs hoch
dosiert: 249 + 10 Watt vs 264 + 10 Watt vs 255 + 11 Watt; basal vs niedrig dosiert:
**p <0,01, niedrig dosiert vs hoch dosiert: *p<0,05; basal vs hoch dosiert:
n.s.=nicht signifikant, alle Werte MW  SE, siehe Abb. 3.11 C). In Anbetracht der
randomisierten und balancierten Reihenfolge der Intervention konnte ein Einfluss
auf die Leistungssteigerung durch Trainingseffekte ausgeschlossen werden. Um
die ermittelten Ergebnisse auf ihre Power hin zu untersuchen, wurde das Niveau
des B-Fehlers auf 0,2 festgelegt (Power: 1-=0,8). In der Teilstudie B zeigten die
Mittelwerte der Leistungen im Zeitfahren im Vergleich zwischen niedrig und hoch
dosiertem Getrank Werte von >0,9 auf. Damit entsprachen sie den festgelegten

Anforderungen.

Zeitgewinn

Um genauer bestimmen zu kdénnen, an welcher Stelle des Zeitfahrens ein
Leistungszuwachs stattgefunden hat, wurden die Ergebnisse aufgeschlisselt.
Dem beschriebenen Ablauf des Zeitfahrens entsprechend geschah dies an den
gleichen sechs festgelegten Messpunkten (0%, 20%, 40%, 60%, 80% und 100%
der zu erbringenden Leistung). In Abb. 3.12 wird gezeigt, dass unter dem niedrig
dosierten Getrank nach ca. 60 % des Zeitfahrens eine Verbesserung der

Leistungsfahigkeit eintrat.
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Abb. 3.12 Ergebnisse des Zeitfahrens im Verlauf. Mittelwerte + Standardfehler aller Teilnehmer
(n=12) unter Einnahme des niedrig dosierten und des hoch dosierten Flavanolgetranks. Aus
Griinden der Ubersichtlichkeit ist der Tag 0 (basal) nicht dargestellt (*p < 0,05, **p < 0,01; 2-Wege
ANOVA fur Intervention und Zeitpunkt).

Herzfrequenz, Laktat, subjektive Belastung wéhrend des Zeitfahrens

Die Beurteilung der Herz-Kreislauf-Parameter, der metabolischen Marker und des
subjektiven Empfindens geschah auch hier anhand von Absolutwerten (Abb.
3.13). Dabei wurden die Herzfrequenz, der Laktatspiegel und die subjektive
Belastung (entsprechend der Borg RPE Skala, siehe Tabelle 2.3) an sechs
festgelegten Messpunkten (0%, 20%, 40%, 60%, 80% und 100% der zu
erbringenden Leistung) untersucht. An allen drei Untersuchungstagen konnten
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Werten am Tag 0 (basal) und
denen unter dem niedrig oder dem hoch dosierten Getrank ermittelt werden.
Dadurch konnte im Nachhinein von einer insgesamt identischen subjektiven
Belastung an den drei Untersuchungstagen ausgegangen werden, was eine
Objektivierung der Daten madglich machte. Darlber hinaus konnte somit eine
Leistungssteigerung durch eventuell erhdhte Belastung und/oder Motivation unter

dem niedrig dosierten Getrank ausgeschlossen werden.
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Abb. 3.13 Verlauf von (A) Herzfrequenz, (B) Laktat und (C) subjektiv empfundener Belastung
nach Borg RPE Skala im Rahmen des Zeitfahrens. Fir alle drei Parameter konnten keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Untersuchungen an den drei Tagen ermittelt werden (n=12,
Mittelwerte + Standardfehler).
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4 Diskussion

Steigende Belastungen erfordern multiple Anpassungsvorgange des gesamten
Organismus. Dabei spielen vor allem kardiovaskulare und metabolische
Veranderungen sowie deren Interaktion eine entscheidende Rolle. Faktoren, die
die maximale Leistungsfahigkeit, vor allem bei Leistungs- und Ausdauersportlern,
limitieren, sind von wesentlichem Interesse. Sowohl im Leistungssport, doch auch
fir die Rehabilitation von Patienten wird intensiv untersucht, ob endogene
Regulationsmechanismen existieren, die in einem Zusammenhang mit der
korperlichen Leistungsfahigkeit stehen und gegebenenfalls modifizierbar sind.% %
Ziel dieser Arbeit war es einerseits, zu untersuchen, ob basales, zirkulierendes
Nitrit, welches als endogener Speicher flur bioaktives NO angesehen wird, mit der
Leistungsfahigkeit korreliert. Des Weiteren sollte bestimmt werden, ob die
chronische Einnahme von Flavanolen zu einer Erhohung des plasmatischen
Nitritgehalts fuhrt und dabei mit einer verbesserten Leistungsfahigkeit verbunden

ist. Durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden:

1. Basale endogene Nitritspiegel im Plasma korrelieren gemessen anhand der
LAT positiv mit der Leistungsfahigkeit (Teilstudie A).

2. Die chronische Einnahme eines an Flavanolen niedrig dosierten Getranks
fuhrt zu einer Erhdéhung des zirkulierenden NO-Pools und zu einer
verbesserten vaskularen Funktion (Teilstudie B).

3. Die chronische Einnahme eines an Flavanolen niedrig dosierten Getranks
fuhrt bei trainierten Radsportlern zu einer Leistungssteigerung (Teilstudie
B).

Im Folgenden soll zunachst auf die Bedeutung endogenen Nitrits eingegangen
werden. Im Kontext mit der gangigen Literatur wird diskutiert, welche moglichen
Wirkmechanismen fur korpereigenes Nitrit wahrend korperlicher Belastung
existieren konnten. Danach wird auf die Effekte der chronischen Einnahme eines
flavanolhaltigen Getranks eingegangen. Hierbei sollen speziell die Effekte von
Flavanolen im Sport hervorgehoben und die Ergebnisse der vorliegenden Studie

diesbezuglich eingeordnet werden.
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4.1 Die Bedeutung basalen endogenen Nitrits

Nitrit kann nicht langer als ein ausschliel3lich inertes Oxidationsprodukt von NO
charakterisiert werden.” ® Es wird als biologischer Marker fur die Aktivitat der
NOS>® angesehen. Als alternative Quelle fiir bioaktives NO' ibernimmt es eine
Vielzahl von Aufgaben in der Regulation von Herz- und Kreislauffunktionen.*® °'
Der Mechanismus der NO-Generierung aus Nitrit wird vor allem mit
physiologischen und pathologischen Hypoxiezustanden, wie sie z. B. beim

arbeitenden Muskel vorkommen, relevant.*> % 92

Grundlage ist eine
eingeschrankte NOS-abhangige NO-Produktion durch den entstandenen Oo-
Mangel.?® Dariiber hinaus spielt Nitrit fiir verschiedene Zellsignalwege und in der
Regulation  verschiedener  Genexpressionsantworten eine  Rolle.® In
experimentellen Ansatzen konnten fur Nitrit auch zytoprotektive Wirkungen, vor
allem in pathologischen Ischamie-Reperfusionsvorgangen, bestimmt werden.?* %

Die Nitritkonzentrationen im Menschen variieren abhangig vom untersuchten
Kompartiment.”® Im Plasma finden sich Konzentrationen von 20 bis 100 nM®" &2,
im Vollblut 0,2 pM®, in Erythrozyten 0,3 bis 0,7 uM*® ¥’; im Gewebe finden sich
Konzentrationen von 450 nM bis zu 22,5 uM.?” Das im Plasma bestimmte Nitrit
entstammt grofdtenteils der Oxidation aus NO'. Dieses wird von der eNOS
enzymatisch gebildet und reagiert dann mit molekularem O, zu Nitrit.® Die
korpereigenen Nitritlevel konnen zusatzlich zur Bildung durch den klassischen
enzymatischen L-Arginin-NOS-NO-Pfad auch diatetisch beeinflusst werden: Uber
die Aufnahme von anorganischem Nitrat, wie es insbesondere in grinem

t10

Blattgemuse vermehrt vorkommt ™, und Uber die konsekutive Reduktion durch die

physiologischen Bakterien der Mundhohle kommt es zu einer Erhohung der
plasmatischen Nitritlevel.! 2

Im Vergleich zum L-Arginin-NOS-NO-Weg benotigt die Reduktion von exogen
zugefuhrtem Nitrat zu Nitrit bzw. NO O, nicht als Kofaktor. Bei diesem alternativen
Mechanismus ist die Bildung von NO aus Nitrit bei niedrigem pH-Wert sowie bei
Sauerstoffmangel sogar augmentiert.” 8 %8 \erschiedene Mechanismen, die
potentiell in der Lage sind, aus Nitrit bioaktives NO zu generieren, sind in
Abhangigkeit von untersuchten Geweben beschrieben worden. Hierzu zahlen die
mitochondriale Elektronentransportkette, die Xanthinoxidoreduktase und die

Hamproteine desoxygenierten Hamoglobins und Myoglobins. 9 63 99100
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Nach Generierung Uber den enzymatischen und nichtenzymatischen Weg
beeinflusst NO die mitochondriale Atmungskette unter anderem Uber zwei
Mechanismen. Brown und Cooper ermittelten, dass NO in der Lage ist, sich in
Konkurrenz zu O, reversibel an den vierten Komplex der Atmungskette, die
Cytochrom-C-Oxidase (COX), zu binden und diesen teilweise zu hemmen.'”’
Arbeiten der eigenen Arbeitsgruppe konnten darlber hinaus eine S-Nitrosierung
vom Komplex | und eine subsequente Hemmung der Bildung von ROS
nachweisen.®® Zudem stimuliet NO' die Mitochondrienbiogenese iiber einen
cGMP-abhangigen Weg.'*

Basierend auf dem beschriebenen Nitrat-Nitrit-NO-Weg untersuchten mehrere
aktuelle Interventionsstudien den diatetischen Einfluss von Nitrat auf
kardiovaskulare Funktionen. Es konnte gezeigt werden, dass es zu einer

Verbesserung der Blutdruckwerte in gesunden Probanden kam' ® und die

Leistungsfahigkeit bei Sportlern positiv beeinflusst werden konnte. ' 6469 103.104 |y
Rahmen letzterer Studien wurden sowohl Kurzzeittrainingsprotokolle65 als auch
Ausdauertests® und Kraftmessungen von Muskelkontraktionen®” durchgefuhrt.
Mechanistisch konnte eine Beeinflussung von mitochondrialer Funktion bestimmt
werden.®® Alle entsprechenden Studien untersuchten die Effekte zwischen basalen
und diatisch bedingt erhohten Nitritspiegeln, die durch die Nitrateinnahme bis zu 2-
bis 4-fach erhdht wurden. Dabei blieb jedoch ungeklart, ob basale Nitritlevel mit

der korperlichen Leistungsfahigkeit korrelieren.

4.1.1 Der Einfluss endogenen Nitrits auf die Leistungsfahigkeit

Mehrere Interventionsstudien konnten bereits zeigen, dass eine diatetische
Modifikation des alternativen Nitrat-Nitrit-NO-Weges eine Rolle fur die kdrperliche
Leistungsfahigkeit spielt. Unter Nitrataufnahme =zeigten Lansley et al. eine
verbesserte Leistung im Rahmen eines Zeitfahrtests auf einem Fahrradergometer
auf. Diese Ergebnisse filhrten sie auf einen zelluldren Mechanismus zuriick.®

Ebenso konnten Larsen et al. bei einem fahrradergometrischen Leistungstest

nachweisen, dass die Vozpeak nach einer dreitagigen Intervention mit Nitrat
reduziert war.®® Dabei trat dieser O,-sparende Effekt ohne Anderungen der

£.%° Dies wurde als Hinweis

Blutlaktatspiegel oder verringerte Maximalleistungen au
auf einen verbesserten aeroben Stoffwechsel und als optimierte Arbeitseffizienz
interpretiert. Die sogenannte P/O-Ratio kann hierfur als Maf fur die mitochondriale
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Effizienz definiert werden: Sie spiegelt das Verhaltnis des ventilatorisch
aufgenommenen O, zur ATP-Produktion bzw. die Menge an ATP, die pro
reduzierten Ox-Atoms in der Atmungskette produziert wird, wieder.'® Auch dabei
sahen Larsen et al. den Mechanismus auf zellularer Ebene begrundet, und zwar
als Interaktion zwischen Nitrit bzw. NO und den Mitochondrien.®® Dagegen
beschrieben Vanhatalo et al. den Nutzen einer Nitratdiat als eine durch Nitrit und

6 Es wird

NO vermittelte verbesserte Verteilung von O, im Gewebe.”
angenommen, dass es ein vom Korper streng reguliertes Gleichgewicht bezuglich
des Nitritgehalts verschiedener Kompartimente (Plasma, Vollblut, Gewebe) gibt.
Vor allem unter Hypoxie muss Nitrit eine Reservoirfunktion fir NO zugewiesen
werden. Gewebe, welches einen erniedrigten pO, und damit ein hohes
hypoxisches Level aufweist, fiihrt zu einem Ubertritt von plasmatischem Nitrit in
das Gewebe und dadurch zu einem Anstieg des Nitritgehalts in demselben.®” 1%
Auch die vorliegenden Ergebnisse bestatigen, dass es uber einen hoheren
endogenen Nitrit-Pool zu einer verbesserten O,-Verteilung und damit zu einem
spateren Erreichen der LAT kommt. Zudem betonen sie die Bedeutung von Nitrit
und NO' fur eine verbesserte Op-Zufuhr in das beanspruchte Gewebe (Muskeln).
Die Ergebnisse der Teilstudie A der vorliegenden Arbeit zeigen hierzu im Detail,
dass endogenes Nitrit eine assoziative Bedeutung flir die Leistungsfahigkeit hat.
Bezuglich der Nitrat-, Nitrit- und NO-Level unter basalen Bedingungen erweitert
diese Arbeit die bestehenden Erkenntnisse. Anders als bei der Mehrzahl fruherer
Studien wurden hier nicht exogen erhdhte NOy-Level interpretiert: Stattdessen
wurde vielmehr das Wissen um endogen vorliegende erhohte Nitrat-, Nitrit- und
NO-Level erweitert. Die univariate Analyse der basalen endogenen
Plasmanitritwerte zeigte eine signifikante Korrelation mit der dazugehdrigen
individuell erreichten LAT als Mal fur die Leistungsfahigkeit (r=0,651, p=0,001,
Studie A Abb.3.4 A). Dartber hinaus konnte Uber multivariate Analysen gefolgert
werden, dass der basale endogene Nitritspiegel im Plasma ein unabhangiger
Pradiktor fur die Leistungsfahigkeit ist und erhdhte Basalwerte eine maogliche
verbesserte Leistung bei trainierten Sportlern vorhersagen kénnen.

Es muss jedoch angemerkt werden, dass es zwischen den zwei
Untersuchungstagen bei jeweils zwei Probanden zu einer Veranderung im Sinne
eines starker abweichenden Wertes kam. Dies betraf sowohl den jeweiligen Wert
fur den endogenen Plasmanitritgehalt als auch den fur die LAT. Gegebenenfalls

sind hierfur aullere Faktoren verantwortlich zu machen, die verhindern, dass flr
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den Korrelationskoeffizienten gegebenenfalls hohere Werte ermittelt werden
konnen. Diesbezlglich existieren viele mdogliche Einflussgroflen, die in dieser
Arbeit nicht bestimmt werden konnten. Beispielsweise muss die in dieser Studie
verwendete Sportart kritisch hinterfragt werden. Das in der Studie verwendete Rad
konnte zwar fur den einzelnen Sportler optimal auf seine individuellen
ergonomischen Einstellungen wie Sattelhdhe, Sattel-Lenkrad-Abstand und
Radpedalart adaptiert werden. Es kann allerdings nicht ausgeschlossen werden,
dass manche Probanden durch ihr Training und aus ihrer Erfahrung heraus bereits
eine fur sie personlich besonders geeignete Radfahrposition etabliert hatten,
andere Versuchspersonen jedoch noch nicht. Den oben genannten Publikationen
und den dort verwendeten Sportarten entsprechend sollte in weiteren Studien
auch der Versuch einer Validierung der Ergebnisse mittels Lauftests und Tests mit
Kraftmessungen der Knie-Extensoren (e.g. Musculus vastus lateralis)
unternommen werden.

Bezuglich der Nitritwirkung mussen im Wesentlichen zwei Mechanismen diskutiert
werden: (i) die Regulation der Mitochondrien und (ii) die Regulation der Gefale.
Unter verminderter O»-Verflugbarkeit im Mitochondrium kommt es zu einer
Konkurrenz zwischen NO und O, um die Bindung an die Ham-a3-Bindungsstelle
der reduzierten COX.'"" Als Folge der NO-Bindung wird das freie O, in das
umliegende Gewebe umverteilt."®® Ist die COX reduziert, spricht dies fiir eine
erhdhte metabolische Rate, zum Beispiel bei kdrperlicher Belastung.’® "° Larsen
et al. nehmen an, dass es Uber die NO-Generierung und Uber die Konkurrenz
zwischen O, und NOan der COX in der Zelle zu einem milden Hypoxie-Signal
kommt. Daraufhin wird die Expression der Adenin-Nukleotid-Translokase (ANT)
herunterreguliert und die Protonenleitfahigkeit Uber die Mitochondrienmembran
wird verringert. Als Folge kommt es gemessen an der P/O-Ratio zur Optimierung
der ATP-Produktion.®® In der vorliegenden Studie konnte erhdhten endogenen
Nitritplasmaspiegeln nach Larsen et al. ein Einfluss bezuglich einer verbesserten
Mitochondrieneffizienz zugeschrieben werden.®® Durch regelmaRiges Training
setzen hochtrainierte Leistungssportler ihre Muskeln wiederholte Male
hypoxischen Zustanden aus. Dieses chronische Hypoxiesignal kdnnte den oben
genannten Mechanismus also regelmaRig aktivieren. Ein verspatetes Erreichen
der LAT (=verbesserte Leistungsfahigkeit) in positiver Korrelation mit basalen
endogenen plasmatischen Nitritspiegeln kdnnte diesen Zusammenhang bewirken.

Vor allem der verminderte O2-Verbrauch der Sportler bei gleichbleibendem Laktat
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und verbesserter Leistungsfahigkeit scheint den Hinweis auf einen verbesserten
aeroben Stoffwechsel zu geben. Darauf weist vor allem die Korrelation der
basalen Nitritplasmawerte mit der LAT der Studie A im Kontext mit der Studie von
Larsen et al. hin.

Einerseits zeigen die vorliegenden Ergebnisse, dass der basale endogene

Nitritspiegel mit der LAT korreliert. Andererseits wiesen Larsen et al. in ihrer

Studie gleichbleibende Blutlaktatspiegel bei verringerter VO, und verbesserter
Leistung unter Nitratdiat nach. Berucksichtigt man beide Tatsachen, liegt es nahe,
dass auch endogenes Nitrit die mitochondriale Effizienz auf langere Sicht
beeinflussen kénnte. Da es wahrend Kkorperlicher Aktivitat zu einem
physiologischen Abfall von O, kommt und dies zu einer Reduktion von Nitrit zu NO
bzw. zu anderen reaktiven Nitrospezies fuhrt, regulieren diese Produkte
maoglicherweise die Mitochondrieneffizienz.

Die lokal eintretende Hypoxie, wie sie bei vermehrter Muskelarbeit durch
Kontraktionen  hervorgerufen  wird, ist ebenfalls als Stimulus der
kompensatorischen Vasodilatation fur eine verbesserte O2-Versorgung der aktiven

t'%  Neben einer Vielzahl vasodilatatorischer

Muskelgruppen  bekann
Mechanismen gelten Nitrit und daraus entstehendes NO selbst als represente
Schliisselsubstanzen in dieser Signalkaskade.? ' 1% """ Maher et al. untersuchten
den Einfluss von intravends zugefuhrtem exogenem Nitrit getrennt auf Venen und
Arterien. Sie zeigten, dass Nitrit vends unter Normoxie und Hypoxie dilatatorisch
wirkte und arteriell weniger unter Normoxie, aber sehr potent unter Hypoxie eine

.2 Zudem wollten sie nachweisen,

nitritvermittelte Vasodilatation in vivo bewirk
dass Nitrit autark und nicht nur ausschliel3lich Uber die Reduktion zu NO  Uber
zirkulierende Nitritreduktasen, wie zum Beispiel Hamoglobin, eine Wirkung auf die
Gefallwand besitzt. Zu diesem Zweck untersuchten sie an isolierten Aorten- und
Vena-cava-Ringen von Kaninchen den Hb-unabhangigen Einfluss von Nitrit unter
Normoxie und Hypoxie.91 Sie zeigten dabei, dass unter Abwesenheit von Hb eine
nitritinduzierte Vasodilatation eintrat. Dies war vor allem unter Hypoxie der Fall.
Lange Zeit war jedoch nicht vollstandig geklart, ob und tber welche Mechanismen
die in vitro laufenden nichtenzymatischen chemischen Reaktionen’ und die
enzymatischen Nitritreduktasen''? (wie Hb®® ''*, Xanthinoxidase® oder eNOS'™)
sowie die mitochondrialen Enzyme (wie die COX®®) auch in vivo unter Hypoxie
vasodilatatorisch ablaufen wiirden.”"" "'° Arbeiten der eigenen Arbeitsgruppe

zeigten diesbezuglich erstmalig, dass endogenem Nitrit und den mit Myoglobin
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assoziierten Signalmechanismen eine physiologische Rolle in vivo zugesprochen
werden kann.*® Kritisch sei hier angemerkt, dass (iber die beschriebene
Assoziation von basalen Nitritspiegeln und koérperlicher Leistungsfahigkeit in der
vorliegenden Arbeit keine Muskelbiospien zur Untersuchung der oben
beschriebenen moglichen Wirkmechanismen durchgefuhrt wurden. Dies sollte

Grundlage zukunftiger Arbeiten sein.

4.2 Flavanole und ihre Rolle in der Beeinflussung von Herz-Kreislauf-
Funktionen

Dass Flavanole eine modulierende Wirkung auf den zirkulierenden NO-Pool
haben, wurde in verschiedenen Interventionsstudien und experimentellen
Forschungsansatzen untersucht.?® 2 Demnach kommt es nach Flavanoleinnahme
unter anderem zu einem signifikanten Anstieg des Plasmanitritgehalts.?> Uber
welche Mechanismen dies genau geschieht, ist noch nicht hinreichend geklart.
Flavanole konnten die NO-Homoostase uber drei Mechanismen beeinflussen:
(i) eine erhohte NO-Produktion via eNOS, (ii) einen modulierten NO-Abbau und
(iii) eine erhdhte Bereitstellung von Nitrit als alternative Ressource fiir NO".2°

In den eigenen Untersuchungen der Teilstudie B kam es unter dem niedrig
dosierten Flavanolgetrank erstens zu einer signifikanten Verbesserung des
Zeitfahrens und damit zu einer gesteigerten Leistungsfahigkeit. AuRerdem kam es
zweitens zu einer verbesserten vaskularen Funktion in Form eines Anstiegs der
FMD als Marker fur die Gefal¥funktion. Unter dem hoch dosierten Getrank konnte
im Vergleich zum Tag 0 (basal) keine signifikante Anderung in den untersuchten
Parametern festgestellt werden. DarlUber hinaus war die Nitritplasmamenge bei
Einnahme des niedrig dosierten Flavanolgetranks gegenuber dem Tag 0 (basal)
und der Einnahme des hoch dosierten Flavanolgetranks signifikant erhoht.
Schroeter et al. zeigten, dass (-)-Epicatechin der wesentliche Wirkmetabolit von

Kakaoflavanolen ist.?

(-)-Epicatechin kann Einfluss auf die vaskulare Funktion
(FMD) nehmen und zu einer Modulation des zirkulierenden NO-Pools fihren, was
dann iber einen Anstieg des plasmatischen Nitritgehalts ermittelt werden kann.?
Entsprechend der aktuellen Studienlage wurde allgemein angenommen, dass es
unter Flavanoleinnahme zu einer verbesserten FMD, einer erhdohten NO-
Bioverfugbarkeit und einer Stimulation der eNOS kommt. Dies solle zu einem

verbesserten Blutfluss im Skelettmuskel unter korperlicher Belastung fuhren.
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Verschiedene Arbeiten unserer Arbeitsgruppe zeigten einen signifikanten Einfluss
auf die FMD nach Flavanoleinnahme. Ebenso stellten auch Taubert et al. und
Grassi et al. verringerte Blutdruckwerte aufgrund verbesserter endothelabhangiger
Vasodilatation nach Flavanoleinnahme fest.?® 2% 1% 117 Berry et al. untersuchten
diesbezuglich  die  Blutdruckantwort auf korperliches  Training nach
Kakaoflavanoleinnahme. Dabei zeigten sie, dass eine akute Einnahme von hoch
dosiertem Flavanolkakao (701 mg) im Gegensatz zur einmaligen Einnahme von
niedrig dosiertem (22 mg) die Blutdruckantwort auf sportliche Betatigung bei
ubergewichtigen, alteren Probanden abschwachte und die FMD gesteigert war.
Darin sahen sie einen moglichen kardiovaskularen Benefit bei der Ausiubung von
moderatem Ausdauertraining fiir Personen mit kardiovaskuléren Risikofaktoren.''®
Zwar stellten all diese Arbeiten im Vergleich zwischen flavanolreichen und
flavanolarmen Testgetranken oben genannte Effekte vor allem unter den hoch
dosierten flavanolhaltigen Testsubstanzen fest. Die in dieser Arbeit ermittelten und
vorliegenden Ergebnisse wiesen jedoch nach, dass die Steigerung der
Leistungsfahigkeit in Form eines verbesserten Zeitfahrtests durch das niedrig
dosierte flavanolhaltige Getrank hervorgerufen wurde. Gleiches aulderte sich auch
in der Erhéhung des zirkulierenden NO-Pools und in der verbesserten vaskularen
Funktion. Unklar ist, warum die chronische Einnahme einer hohen Flavanoldosis

keine Steigerung der Leistungsfahigkeit und der Gefalfunktion bewirkte.

4.2.1 Mogliche Wirkmechanismen

In den vorliegenden Ergebnissen konnten die bekannten Eigenschaften fir
flavanolhaltige Getranke zwar fir das flavanolarme Getrank nachgewiesen
werden, nicht jedoch fir das flavanolreiche Getrank. Im Folgenden sollen
mogliche Erklarungsansatze hierfur diskutiert werden.

Aus Metaanalysen der Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen Kakaoflavanolen und
der endothelialen Funktion (FMD) aus friheren Interventionsstudien des
kardiologischen Forschungslabors der Universitat Dusseldorf lassen sich fur die
chronische Einnahme von Flavanolen umgekehrt-U-férmige Dosis-Wirkungs-
Beziehungen postulieren. Die Frage, ob vor allem die chronische Einnahme von
Kakaoflavanol-Testsubstanzen mit steigenden Konzentrationen nicht linearen bzw.
Sattigungskinetiken folgt, sondern moglicherweise eine ,glocken-* bzw. umgekehrt-

U-férmige Dosis-Antwortkurve zeigt, ist ein zentraler Gegenstand in der Forschung
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diskutierter Erklarungsansatze. Dies soll in aktuellen Studien der eigenen
Arbeitsgruppe weiter untersucht werden. Nichtlineare Regressionsmodelle zeigen
fur die akute Kakaoflavanoleinnahme eine Sattigung der FMD-Antwort bei
Dosierungen >300 mg/d. Die chronische Einnahme hingegen zeigt hierbei oben
beschriebenen Dosis-Wirkungs-Verlauf mit umgekehrt-U-formiger Kurve. DarUber
hinaus zeigten Regressionsanalysen, dass 73% der Variation der FMD auf
letztgenannte Beziehung rtickfuhrbar sind (Heiss et al. unveréffentlichte Daten).

Des Weiteren muss geklart werden, aufgrund welcher Mechanismen der hdhere
Flavanolgehalt der hoch dosierten Getranke keinen der erwarteten Effekte
hervorrief. Eine mogliche Erklarung hierfur liegt in vermehrtem oxidativem Stress
unter dem hoch dosierten Getrank. Oxidativer Stress entsteht durch ein
Ungleichgewicht von pro- und antioxidativen Substanzen hin zu mehr
Prooxidantien.®® Prooxidantien sind reaktive Sauerstoffspezies (ROS), wie
Wasserstoffperoxid (H20;), O2-" und Hydroxylradikal (OH-). Als Nebenprodukte
entstammen sie der mitochondrialen Atmungskette oder verschiedenen Oxidasen,
wie der NADPH-Oxidase oder der NO-Synthase selbst.'’® Die reaktiven
Sauerstoffspezies fihren dann u. a. zu einem schnelleren Abbau von NO im
Gefallsystem. Mehrere Studien beschrieben, dass Flavanole als Untergruppe der
Polyphenole die Fahigkeit besitzen, freie Radikale abzufangen und mit O, zu
reagieren. Dadurch wird eine direkte Reaktion von O,-" mit NO verhindert und so
eine Abnahme der NO-Bioverfiigbarkeit verringert.’?> 2" Gleichzeitig zeigten
Schubert et al., dass die Polyphenole des Granatapfelsaftes proinflammatorische
und prooxidative Enzyme, wie die Lipooxygenasen und Zyklooxygenasen,
hemmen konnen.'?* ' Dass Polyphenole nicht nur antioxidative, sondern auch
prooxidative Eigenschaften haben, beschrieben Lambert et al.”®* Neben der
antioxidativen Wirkung und damit einem verbesserten Zelluberleben scheint der
prooxidative Effekt mdglicherweise in einer induzierten Apoptose und verringertem
Tumorwachstum zu liegen. Fukumato und Mazza untersuchten weiter
verschiedene Untergruppen der Polyphenole: Sie konnten auch fir (+)-Catechin
und (-)-Epicatechin, dem Hauptwirkmetabolit der Kakaoflavanole, neben
antioxidativen auch prooxidative Eigenschaften in vitro nachweisen.'®® Fiir die
Ergebnisse der Teilstudie B bezlglich des hoch dosierten Getranks muss daher
die Mdglichkeit eines Ungleichgewichts anti- und prooxidativer Effekte und damit
gesteigerten oxidativen Stresses in Betracht gezogen werden. Extremsportler sind

per se schon einem erhdhten oxidativen Stress ausgesetzt.'® Vor allem
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O2-deaktiviert hierbei NO unter Bildung von Peroxynitrit, welches dann die NOS
inhibieren und so zu einer verringerten NO-Bildung fuhren kann."® In den
vorliegenden Ergebnissen kam es unter dem hoch dosierten Getrank im Vergleich
zum Tag O (basal) zu einem Anstieg des plasmatischen Nitritgehalts. Dieser war
jedoch nicht signifikant und geringer als unter dem niedrig dosierten Getrank.
Maglicherweise zeigt sich hier, dass eine gesteigerte NO-Bioverfugbarkeit Uber
oben genannte Mechanismen unter Flavanolgabe auftrat, dass diese jedoch durch
einen erhohten oxidativen Stress durch die moglicherweise erhdhte prooxidative
Aktivitat des hoch dosierten Flavanolgetranks gedampft wurde. Dartber hinaus
muss die Methodik kritisch hinterfragt werden. In einer Metaanalyse zahlreicher
Studien Uber den Einfluss von Flavanolen auf den Blutdruck kamen Ried et al.
aktuell zu folgendem Ergebnis: Nur in den Studien, in denen als Zweitgetrank ein
vollstandig flavanolfreies Testgetrank verwendet wurde, kam es zu einer
signifikanten Reduktion des Blutdrucks.'?® In weiteren Studien ist der Einsatz
eines Placebos, also die Verwendung eines flavanolfreien Testgetranks, zu
evaluieren.

Abschliel3end liegen die in der aktuellen Studie ermittelten Werte bezlglich eines
verbesserten Zeitfahrens unter dem niedrig dosierten Getrank mit einer
Zeitfahrverbesserung von 3358 + 34 s im Gegensatz zu 3561 + 47 s am Tag 0
(basal) und 3475 + 43 s unter dem hoch dosierten Getrank zwar in einem Bereich,
der eine Signifikanz aufzeigte (basal vs niedrig dosiert: p<0,001, niedrig vs hoch
dosiert: p<0,05). Dieser belief sich jedoch auf eine Verbesserung im
Sekundenbereich. Die Verbesserung der durchschnittlichen Arbeitsleistung zeigte
diesbezlglich ein besseres Outcome bei einer Steigerung um durchschnittlich 15
Watt (basal vs niedrig dosiert vs hoch dosiert: 249 + 10 Watt vs 264 + 10 Watt vs
255 £ 11 Watt; basal vs niedrig dosiert: **p <0,01, niedrig dosiert vs hoch dosiert:
*p<0,05; basal vs hoch dosiert: n.s. = nicht signifikant).

Insgesamt hatte das niedrig dosierte Flavanolgetrank also einen signifikanten
Einfluss auf die plasmatischen Nitritlevel und die FMD sowie auf das Zeitfahren
und die erbrachte Arbeitsleistung. Die Grunde fir einen fehlenden positiven Effekt

unter dem hoch dosierten Getrank missen in weiteren Studien erforscht werden.
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4.3 Ausblick und klinische Bedeutung

NO als Signalmolekul, endogen durch die NO-Synthasen oder exogen aus der
Reduktion von Nitrat und Nitrit gebildet, spielt seit vielen Jahren eine zentrale
Rolle in experimenteller sowie Kklinischer Forschung. Vor allem die
gefallregulierenden Eigenschaften von NO scheinen dabei von besonderer
Bedeutung zu sein. Die aktuelle Forschung konnte =zeigen, dass die
Bioverfugbarkeit von NO" auch diatetisch tUber die Nahrung durch Nitrat und Nitrit
als NO-Donoren beeinflusst werden kann. Gerade infolge dieser Erkenntnis ist die
Charakterisierung des sogenannten Nitrat-Nitrit-NO-Weges als moglicher
Angriffspunkt flr die Modulation kardiovaskularer Funktion von immer groRerem
Interesse.’®'? Mehrere Interventionsstudien zeigten, dass die NO-Bioverfiigbarkeit
durch die diatetische Aufnahme von anorganischem Nitrat mittels Reduktion uber
Nitrit zu NO gesteigert werden konnte. Bei Gesunden kam es dabei zu einer
Blutdruckreduktion, Sportler zeigten eine verbesserte Leistung auf.'® 6469 103
Wahrend sich die aktuelle Forschung vor allem mit den Wirkungen diatetisch
zugefuhrten  anorganischen  Nitrats  beschaftigt, ist die Rolle des
,Zwischenprodukts® Nitrit nicht vollends geklart. Mittels der vorliegenden
Untersuchungen (Teilstudie A) konnte gezeigt werden, dass korpereigene
plasmatische Nitritlevel positiv mit der Leistungsfahigkeit korrelieren. Dadurch
erweitert sich das bisherige Wissen zu basalen Nitritleveln. GemafR der
gesteigerten NO-Generierung durch Reduktion von Nitrit, vor allem unter
hypoxisch-aziden Zustanden, sollte zukunftig Uberpruft werden, welche Rolle
korpereigenes Nitrit in Bezug auf die Mikrozirkulation einnimmt.

Bei mikrozirkulatorischen Zustanden, beispielsweise im Gewebe, kommt es zu
noch starkeren pH- und O,-Abféllen als beim beanspruchten Muskel und der
Einfluss dessen auf die korperliche Leistungsfahigkeit ist bisher nicht ausreichend
geklart.

Zusatzlich zur Annahme, dass NO und seine Derivate Uber eine Niederregulation
der ANT die Mitochondrieneffizienz steigern®, sollte in folgenden Studien weiter
untersucht  werden, inwiefern Muskelzellen von  Ausdauertrainierten
moglicherweise durch sich wiederholende hypoxische Zustande wahrend der
Trainingsphasen auf molekularer Ebene die mitochondriale Effizienz im Vergleich
zu Untrainierten besser steigern konnen. Gerade die Frage, welche Rolle Nitrit

dabei spielt, ware von besonderem Interesse. Zusammengefasst konnte die
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Teilstudie A mit dem Ergebnis, dass erhohte basale Nitritlevel mit einer
verbesserten  Leistung Kkorrelieren, einen weiteren Marker fur die
Leistungsfahigkeit bei Ausdauertrainierten aufzeigen.

Mit der Teilstudie B wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob flavanolreiche
bzw. flavanolarme Getranke ebenfalls Uber zugrunde liegende Wirkungen von NO
Einfluss auf die Leistungsfahigkeit nehmen. Flavanole stellen unter anderem uber
eine erhdhte Bereitstellung von Nitrit eine alternative NO-Quelle dar. Die Teilstudie
B ging von der Annahme aus, dass Flavanole eine modulierende Wirkung auf den
NO-Pool haben. Dieser entsprechend wurde hier untersucht, ob eine diatetische
Zufuhr von flavanolreichen bzw. flavanolarmen Getranken den plasmatischen
Nitritgehalt, die FMD und die Leistungsfahigkeit beeinflusst.?> 2* % Dabei konnte
gezeigt werden, dass es unter dem niedrig dosierten Flavanolgetrank zu mehreren
Effekten kam: Erstens konnte eine signifikante Verbesserung des Zeitfahrens und
damit eine gesteigerte Leistungsfahigkeit und zweitens eine verbesserte vaskulare
Funktion in Form eines Anstiegs der FMD nachgewiesen werden. Auch die
plasmatischen Nitritspiegel waren unter dem niedrig dosierten Getrank signifikant
erhoht. Allerdings kam es im Gegensatz zur Ausgangshypothese zu keiner
signifikanten Steigerung der gemessenen Parameter unter dem hoch dosierten
Getrank. Weitere Studien mussen klaren, welchen Dosis-Wirkungs-Beziehungen
flavanolhaltige Getranke folgen und welche Sattigungskinetik die chronische

Einnahme von Flavanolen aufweist.
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