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1. Einfiihrung in die Thematik

1.1 Bedeutung des Vitamin C fiir den menschlichen Organismus

Das Vitamin C, die L-Ascorbinsaure, ist ein wasserloslicher Mikronahrstoff, der vom
menschlichen Korper nicht synthetisiert werden kann. Wahrend die meisten Tierspezies
mit Hilfe des Enzyms Gulonolacton-Oxidase in der Lage sind, L-Ascorbinsdure aus
Glucose zu erzeugen, ist der Mensch aufgrund eines Gendefektes auf die Zufuhr durch
geeignete Nahrungsmittel angewiesen (Nishikimi und Yagi 1991).

Auler dem Menschen entbehren nur Primaten, Meerschweine und einige Fische und
Vogel der Fahigkeit zur endogenen Ascorbinsaureversorgung. Nimmt der Mensch
chronisch zu niedrige Vitamin C- Dosen zu sich, kommt es zum klinischen Bild des
Skorbut (Baker et al. 1969, Baker et al. 1971, Hodges et al. 1969, Hodges et al 1971).

Sir Jack Drummond benannte 1919 den fur den Menschen lebenswichtigen
Antiskorbutfaktor mit dem Buchstaben C, weshalb er seitdem als Vitamin C bezeichnet
wird (Drummond 1919); 1928 isolierte Szent-Gyoérgyi erstmals die gegen Skorbut
wirksame Verbindung aus Ochsen-Nebennierenrinde und Pflanzen (Szent-Gyorgyi
1928), die schlieldlich auf Grund ihrer antiskorbutischen Eigenschaft den Trivialnamen

Ascorbinsaure erhielt (Szent-Gyorgi 1933).

oﬁ/c—CHZOH
— JJH
HO  OH

L-Ascorbinsaure
Abb. 1: Strukturformel der L-Ascorbinsaure

Neben frischen Frichten sind auch Gemiusesorten wie Kohl (Vanderslice und Higgs
1991) und Paprika reich an Vitamin C (Naidu 2003). Erhitzen, Lichtexposition oder lange
Lagerung vermindern den Ascorbinsduregehalt jedoch erheblich (Loffler und Petrides
1998).

Die intestinale Absorption des Vitamin C erfolgt beim Menschen durch aktiven,
Natrium-abhangigen Transport (Stevenson 1974). Ascorbinsaure stellt das wichtigste
wasserldsliche Antioxidans im Blut dar (Frei et al 1989) und ist nicht an Proteine
gebunden (Dhariwal et al 1991, Levine et al 1991). lhre Aufnahme erfolgt bei einigen
Zellen wie Granulozyten und Fibroblasten durch aktiven Natrium-abhangigen Transport

(Welch et al 1993 und 1995). Zusatzlich wird Dehydroascorbinsaure mit Hilfe eines
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Transporters flr Glucose (GLUT 1) in die Zellen geschleust, in denen sie dann durch
noch unbekannte Mechanismen zu Ascorbinsaure reduziert wird (Rumsey et al 1997,
Welch et al 1995). Obgleich der Anteil der oxidierten Form des Vitamin C im Blut
verschwindend gering ist, besitzen alle Zellen des menschlichen Organismus GLUT 1,
mit dessen Hilfe Ascorbinsaure intrazellular angereichert wird. Da Dehydroascorbinsaure
bei oxidativem Stress, z. B. in Form des ,respiratory burst® von Entzindungszellen
entsteht, postulierten Nualart et al das sofortige Recycling in Ascorbinsaure durch Zellen
in der Umgebung der Oxidation als ,Bystander Effect, der das Fehlen von
Dehydroascorbinsaure im Blut erklaren kénnte (Laggner und Goldenberg 2000, Nualart
et al 2003).

Bei einer Aufnahme von 77,5 mg L-Ascorbinsaure pro Tag Uber einen Zeitraum von
13 Tagen etabliert sich ein Kdrperpool von etwa 1500 mg (ca. 20 mg/kgKG). Diese
Reserve kann bei nachfolgend Vitamin C-freier Ernahrung klinische Zeichen des Skorbut
fur 1- 1 % Monate verhindern (Baker et al 1971). Ab einem Pool von 1500 mg wird
zusatzlich aufgenommene L-Ascorbinsaure Uber die Nieren ausgeschieden (Hodges et al
1969, Kallner et al 1979). Dieses Phanomen wurde als Gewebesattigung gedeutet und
bildet die Grundlage fur die frihere US-amerikanische Empfehlung der taglichen Vitamin
C-Zufuhr (recommended dietary allowance, RDA) von 60 mg/d. Bei entsprechender
Substitution kann der Korperpool jedoch sogar auf 2300-2800 mg gesteigert werden
(Baker et al 1966). Literaturangaben zu Referenzwerten fur die Plasmakonzentration des
Vitamin C liegen bei etwa 30-50 umol/l (Lutsenko et al 2002, Hampel et al 2004, Wrieden
et al 2000, Johnston et al 1998).
Die renale Elimination erfolgt durch glomerulare Filtration und tubuldre Reabsorption. Die
Ruckresorption ist sattigbar und wird durch stereospezifische Natrium-abhangige Carrier
fur L-Ascorbinsaure vermittelt (Toggenburger et al 1981).
Auch die Leber scheint bei der Regelung des Vitamin C-Plasmaspiegels eine wichtige
Rolle zu spielen: Hepatozyten sind nicht nur in der Lage, Dehydroascorbinsdure aus dem
Blut aufzunehmen und intrazellular zu Ascorbinsdure zu reduzieren; Upston et al konnten
zeigen, dass Leberzellen die reduzierte Form des Vitamin C Uber erleichterte Diffusion
wieder nach extrazellular abgeben kdénnen (Upston et al 1999). Somit sind sie ebenso
wie enzymatische und chemische Redoxsysteme, Ernahrungsbedingungen und

Nierenfunktion an der Vitamin C-Homdostase beteiligt.

1.2 Chemie und Biochemie des Vitamin C



Die L-Ascorbinsaure, chemisch 2-Oxogulonolacton, ist gut wasserloslich (330g/1),
hat ein Molekulargewicht von 176.1, einen sauren Charakter und ist an ihren OH-
Gruppen des C,- und Cs;- Atoms sehr oxidationsempfindlich. Indem sie ihre beiden
Protonen und zwei Elektronen abgibt und so zu Dehydroascorbinsaure oxidiert, ist sie in

der Lage, andere Substanzen zu reduzieren.

T T
0 _ +ZH+ a
DU‘: CH,0OH +3p- DHC_CHZDH
= | T
H -2H + rL
HO OH e- of My OH
L-A=zcorbinzdure L-Dehydm ascorinzdure

Abb. 2: Redoxsystem L-Ascorbinsadure/L-Dehydroascorbinsaure

Das Oxidationsprodukt, die L-Dehydroascorbinsdure kann durch andere Antioxidantien
wie Glutathion (May et al 2003) wieder zu L-Ascorbinsaure reduziert werden; alternativ
wird L-Dehydroascorbinsaure irreversibel zu 2,3-Diketogulonsaure hydrolysiert und

schlief3lich als Oxalsaure uUber die Nieren ausgeschieden (Baker 1969).

1 |

0.0 —CH,0H =—— 0._O._C—CH,0H freon
7 \ Ho—c—H OH
OH OH
HO OH e L— oy $=0
Ascorbinsaure Dehydroascorbinsaure ‘

\c—c
|
C/:O: / o} LL

2,3-Ketogulonsaure

C\:O
OH Oxalsaure

Abb. 3: irreversibler Metabolismus des Vitamin C. L-Ascorbinsdure wird zu Oxalsdure abgebaut.

Der Anteil der Dehydroascorbinsdure am Gesamt-Vitamin C im Blut wurde in friheren
Arbeiten mit bis zu 40 % angegeben; neuere Studien deuten jedoch daraufhin, dass es
sich dabei um ein Artefakt handelt, das bei der Probenbehandlung mit bestimmten
Sauren auftritt (Koshiishi et al 1998, Sinha et al 1992).

Durch ihr starkes Reduktionsvermdogen schitzt die L-Ascorbinsaure das
zweiwertige Eisen im aktiven Zentrum vieler Hydroxylasen sowie das zweiwertige Kupfer
einiger Oxygenasen vor Oxidation und verhindert den Funktionsverlust dieser Enzyme.

Vitamin C ist somit ein wichtiger Co-Faktor in Hydroxylierungsreaktionen der Kollagen-
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(Peterkofsky et al 1991), Carnitin- (Rebouche 1991) und Cathecholaminsynthese (Levine
et al 1991, Diliberto et al 1991) sowie im Tyrosinabbau. Ebenso ist es an der
Hydroxylierung aromatischer Verbindungen und Karzinogenen beteiligt, die Uber
Cytochrom Pgs in der Leber abgebaut werden (Loffler und Petrides 1998).

Im Gegensatz zu anderen Enzymen verlieren die Hydroxylasen der Kollagensynthese in
Abwesenheit von Vitamin C ihre physiologische Funktionstichtigkeit. Ohne den Co-
Faktor Ascorbinsaure entfallt die Hydroxylierung der Lysin- und Prolinreste, die zur
Stabilisierung der Kollagen-Tripelhelix notwendig ist, und es kommt zur Synthese eines
minderwertigen und brichigeren Kollagens. Blutungsneigung sowie Knochen- und
Gelenkveranderungen sind die Folge und kennzeichnen das klinische Bild des L-
Ascorbinsduremangels, den Skorbut (Stryer 1995).

Eine weitere wichtige Funktion der L-Ascorbinsdure ist die Reduktion dreiwertigen
Nahrungseisens zu zweiwertigem, dies erleichtert seine Resorption dber die
Darmschleimhaut (Mackenzie und Garrick 2005). Vitamin C fordert so die
Eisenaufnahme und wird daher vielen therapeutischen Eisenpraparaten zugesetzt.

Die L-Ascorbinsaure schitzt den Organismus indes auch vor reaktiven
Sauerstoffmolekilen (reactive oxygen species, ROS) (Frei et al 1989 und 1988, Johnston
et al 2001, Huang et al 2002, Lutsenko et al 2002). Diese kénnen als Nebenprodukte der
Atmungskette, der Cytochrom Paso-vermittelten Biotransformation und der p-Oxidation
entstehen. Sie sind &ulerst reaktionsfreudige Molekiile, die als oxidativer Stress
Proteine, Lipide und Erbgut schadigen. Zu ihnen gehdren Superoxidanion (Oy),
Wasserstoffperoxid (H.O,) und Hydroxylradikal (OH-).

Die Fahigkeit der L-Ascorbinsaure, sich durch Protonen- und Elektronenabgabe zum
Ascorbatradikal zu wandeln und in dieser aggressiven Form mit anderen Radikalen zu
reagieren, erklart ihre vielbeschriebene Wirkung als Radikalfanger. Zudem ist sie in der
Lage, andere Antioxidantien wie das Vitamin E in Membranen zu regenerieren, wenn

diese zu Radikalen verbraucht wurden (Bisby et al 1995).

—I

e —CH.OH H+__ 0. _© l—CHZOH
o - H , OH L-Ascorbat Anion

e| | +e
H H
| A
0.0 C —CH,0OH o C—CH.OH
| — —/ | ’
— OH OH
HO O.

o OH freies Ascorbatradikal
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Abb. 4: Wandlung der L-Ascorbinsdure zum L-Ascorbatradikal

Obwohl ein mdglicher pro-oxidativer Effekt der L-Ascorbinsdure diskutiert wird (Carr
und Frei 1999, Berger et al 1997, Poulsen et al 1998, Levine et al 1998, Podmore et al
1998, Sowell et al 2004), gibt es darauf bisher nur wenige Hinweise (Podmore et al 1998,
Hu et al 1997, Singh et al 1997, Lee und Blair 2001). In vitro kann Vitamin C in
Gegenwart von freien Eisenionen oxidierend wirken (Koshiishi et al 1998); in vivo jedoch
liegt Eisen unter physiologischen Bedingungen kaum frei vor, sondern ist an Proteine
(Transferrin, Ferritin, Coeruloplasmin) gebunden. Zudem wird ein antioxidativer Effekt der

Plasma-Harnsaure auf das Vitamin C angenommen (Sevanian et al 1991).

1.3 Vitamin C— Mangelsyndrome, ihre Ursachen und adéquate Vitamin C-Versorgung

Der klinisch manifeste L-Ascorbinsauremangel ist der Skorbut. Bei einer Absenkung
des L-Ascorbinsdurekdrperpools auf weniger als 300 mg, die sich in sehr niedrigen L-
Ascorbinsaureplasmakonzentrationen von < 11 pmol/l widerspiegelt (Baker et al 1971,
Kallner et al 1979, Hodges et al 1971), imponiert diese Hypovitaminose durch follikulare
Hyperkeratosen, Gingivitis und Blutungen in Gelenke, Herz- und Skelettmuskulatur, die
zum Tode fiuhren koénnen. Hinzu kommen Appetitmangel, Gewichtsverlust, rasche
Ermudbarkeit und eine verschlechterte Wundheilung (Hodges et al 1969, Hodges et al.
1971, Baker et al. 1969, Baker et al 1971).
Grund fur das eindrucksvolle Vollbild des Skorbuts ist vor allem eine durch das Fehlen
der enzymprotektiven Ascorbinsdure bedingte mangelnde Hydroxylierung des Prolins.
Diese fuhrt zur Synthese eines minderwertigen Kollagens und zu einer daraus
resultierenden Gewebe- und Gefalibruchigkeit (Stryer 1995).
Bis Ende des 18. Jahrhunderts war der Skorbut ein geflirchtetes und weit verbreitetes
Leiden, insbesondere unter Seefahrern, die sich oft wochenlang obst- und gemisearm
ernahrten. Der schottische Marinearzt Dr. James Lind brachte 1753 durch einfache
Experimente erstmals den Verzehr von frischen Frichten mit der Genesung einiger
Skorbutkranker in Zusammenhang. Durch seine systematischen Untersuchungen wurde
40 Jahre spater der Zitronensaft als unerldsslicher Bestandteil in die Rationen der
britischen Seeleute aufgenommen (Bartholomew 2002).
Auch Modller und Barlow beschrieben Skorbutsymptome mit Stérungen des
Knochenwachstums bei Sauglingen und Kleinkindern, die lediglich mit Kuhmilch, die nur

wenig Vitamin C enthalt, ernahrt worden waren (Rajakumar 2001).
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Durch Gabe von 6,5-10 mg L-Ascorbinsaure taglich lassen sich die Symptome des
Skorbuts beheben und verhindern (Hodges et al 1969, Hodges et al 1971, Baker et al.
1969, Baker et al. 1971). Der Skorbut stellt eine ausgepragte Hypovitaminose dar und
tritt in westlichen Landern nur noch selten auf. Nichtsdestotrotz ist es nach wie vor von
groRer Wichtigkeit, den Skorbut zu erkennen, da er unbehandelt zum Tode flhrt.

Haufig jedoch sind subklinische Formen, die mit unspezifischen Symptomen wie
Mudigkeit, Appetitlosigkeit, Leistungs- und Abwehrschwache einhergehen kdnnen und
sich of nur anhand von niedrigen L-Ascorbinsdureplasmaspiegeln (< 28 pmol/l)
nachweisen lassen. Grole Populationsstudien in den USA demonstrierten einen Vitamin
C-Mangel (Plasmaspiegel von < 11 ymol/l) in 6-10 %, eine Vitamin C-Unterversorgung
(Plasmaspiegel < 28 umol/l) in 13-30 % der Bevdlkerung (Johnston et al 1998, Hampl et
al 2004, Wrieden et al 2000).

Die Ursachen fir erniedrigte Vitamin C-Plasmaspiegel sind vielfaltig. In einigen
Bevolkerungsgruppen kénnen sie auf eine ungentgende Zufuhr zurlckgefiuhrt werden,
so bei Anorrhexie oder einseitigen, obst- und gemusearmen Diaten, was insbesondere
bei alteren Menschen der Fall sein kann (Wrieden et al 2000). Erhohte L-
Ascorbinsaureverluste sind bei dialysepflichtigen Menschen haufig (Morena et al 2002,
Chazot et al 2001), wahrend ein Mangel durch nicht gedeckten erhdhten Bedarf bei
Schwangeren, Stillenden und Rauchern (Johnston et al 1998, Bruno et al 2005) auftreten
kann. Vor allem chronisch entziindliche Erkrankungen wie Morbus Crohn (Wendland et al
2001, Geerling et al 1998) und rheumatoide Arthritis (Pattison et al 2003) aber auch
Diabetes mellitus (Johnston et al 1998, Sargeant et al 2000) und GefaRRerkrankungen wie
die periphere arterielle Verschlusskrankeit (Langlois et al 2001) oder die Koronare
Herzkrankheit (Clejan et al 2002, Johnston et al 1998) kénnen mit erniedrigten
Ascorbinsaureplasmaspiegeln assoziiert sein.

Die tagliche L-Ascorbinsauredosis fir eine optimale Vitaminversorgung ist
unbekannt und wird kontrovers diskutiert. Es verdichten sich die Hinweise, dass die
empfohlene Vitamin C- Aufnahme von 75 mg/d fur Frauen und 90 mg/d fur Manner
(RDA; http://www.iom.edu/Object.File/Master/7/296/webtablevitamins.pdf), bzw. 100
mg/d fur beide Geschlechter (DGE; http://www.dge.de/pdf/ws/ReferenceValues.pdf) zwar
durchaus ausreicht, um Anzeichen von Skorbut zu verhindern, jedoch weit unter der
Dosis liegt, die moglicherweise einen Nutzen in der Pravention und Bekampfung vieler
Erkrankungen bringen kdnnte.

Verfechter einer praventiven und therapeutischen Vitamin C-Hochdosisgabe von
mehreren Gramm pro Tag war Linus Pauling, der zwar in seinem Buch ,Vitamin C und

der Schnupfen“ eine besondere Wirksamkeit in verschiedenen Studien beschrieb
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(Pauling 1971 und 1972), deren Ergebnisse jedoch zum Teil bis heute nicht reproduziert
werden konnten.

Tatsachlich aber haben Experimente an den Affenarten Papio ursinus und Cercopithecus
aethiops, die wie der Mensch nicht fahig sind Vitamin C zu synthetisieren, gezeigt, dass
die Tiere taglich 10-35 mg L-Ascorbinsaure/kgkG bendétigten, um den Vitamin C-
Plasmaspiegel zum Zeitpunkt ihrer Gefangennahme zu halten, bzw. um wahrend der
Gefangenschaft gesund zu bleiben. Diese Experimente an in freier Wildbahn gefangenen
Tieren war fir die Versuchsaffen allerdings mit groBem physischen und psychischen
Stress verbunden, der moéglicherweise zu einem stark erhdéhten Vitamin C-Verbrauch
fuhrte (DeKlerk et al 1973 a, DeKlerk et al 1973 b). Im Gegensatz dazu liegt die
empfohlene Aufnahme beim Menschen bei etwa 0,9-1,5 mg/kgKG pro Tag (60 bzw. 100
mg/d).

Die dieser Empfehlung zugrunde liegenden Untersuchungen beziehen sich dabei auf den
Vitamin C-Stoffwechsel unter oder im Anschluss an skorbutische Bedingungen (Hodges
et al 1969, 1971, Baker et al 1969, 1971, Kallner et al 1979).

Neuere Studien untersuchten die Pharmakokinetik des Vitamin C genauer und
demonstrierten eine Bioverfugbarkeit von 100% bei einmaliger oraler Gabe von 200 mg,
eine Sattigung von Granulo-, Mono- und Lymphozyten bei 100 mg, eine Plasmasattigung
bei 1 g und ein maximales Plasmaplateau bei 200 mg L-Ascorbinsdure pro Tag. Die
Autoren dieser Studien halten daher eine tagliche Vitamin C-Zufuhr von 200 mg fur
angemessen (Levine et al 1996 und 2001).

Nach Auswertung zahlreicher Arbeiten zur Sicherheit und Vertraglichkeit von Vitamin C
konstatierten Hathcock et al eine unbedenkliche, tolerierbare tagliche Hochstdosis von
2000 mg bei gesunden Menschen (Hathcock et al 2005).

Bemerkenswert ist, dass Vitamin C-Plasmakonzentrationen nach oraler Zufuhr auch bei
Grammdosen Werte von etwa 120 umol/l kaum Uberschreiten, wohingegen sich bei
intravendser Gabe derselben Dosis 8- bis 100-fach hdhere Konzentrationen im Plasma
nachweisen lassen (Padayatty et al 2004). Von besonderem Interesse ist diese Tatsache
in der Krebsforschung, da L-Ascorbinsaure in sehr hoher Konzentration in vitro
zytotoxisch auf maligne Zellen wirkt (Chen et al 2005, Zhang et al 2002).

Eine andere Herangehensweise zur Bestimmung einer optimalen Vitamin C-Dosis ist die
Messung von Markern, die oxidativen Stress im Organismus reprasentieren. Ein
maximaler antioxidativer Effekt der L-Ascorbinsaure bei Gesunden wird bei einer oralen
Zufuhr von 150 mg (Frei et al 1989) bis zu 500-1000 mg pro Tag (Johnston et al 2001)

angegeben.
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1.4 Vitamin C in Prdvention und Therapie

Viele epidemiologische Studien deuten darauf hin, dass eine erhdhte Aufnahme von

Antioxidantien mit einem verminderten Auftreten vieler chronischer Krankheiten
einhergeht. Dies fihrt man auf den Schutz von Biomolekulen wie DNA (Fraga et al 1991),
Lipiden (Retsky et al. 1993) und Proteinen (Jacques et al 1997, Hankinson et al 1992)
vor oxidativen Schaden zurick.
So scheinen die in der Bildung von atherosklerotischen Plaques eine zentrale Rolle
spielenden Makrophagen bevorzugt oxidierte LDL-gebundene Cholesterinester
aufzunehmen. Es kommt zur massenhaften Aufnahme von oxidiertem LDL und so zur
Bildung von Schaumzellen (Fogelmann et al 1980, Henriksen et al 1981). Diese lagern
sich subendothelial ein (Quinn et al 1987) und wirken zytotoxisch auf die Gefalzellen
(Morel et al 1983). Antioxidantien wie das Vitamin C sind in der Lage, die
Lipidperoxidation des LDL zu verhindern (Retsky et al 1993). Dies kénnte erklaren,
weshalb in vielen Studien der Konsum hoher Vitamin C-Dosen bei Probanden zur
Senkung ihrer kardiovaskularen Ereignisse wie Hirn- oder Herzinfarkt fiihrte (Gale et al
1995, Nyyssonen et al 1997, Khaw et al 2001). Auch eine Minderung der
Leukozytenadhasion am Endothel, welche insbesondere bei Rauchern zur Pathogenese
der atherosklerotischen Veradnderungen beitragt, konnte unter L-Ascorbinsdure-
substitution gezeigt werden (Lehr et al 1994, Weber at al 1996). Ebenso stltzen die
negative Korrelation zwischen Gerinnungsfaktoren wie Fibrinogen und Faktor VIl und
dem Ascorbinsaurespiegel im Blut (Khaw und Woodhouse 1995) die Hypothese ihrer
herz- und gefalprotektiven Eigenschaften.

Hohe Vitamin C-Konzentrationen finden sich indes vor allem in Organen, die
vermehrt oxidativem Stress ausgesetzt sind. Dazu gehért insbesondere das Auge,
welches durch chronische UV-Licht- und Sauerstoffexposition gefahrdet ist. Die Oxidation
von Linsenproteinen, die im Alter zunimmt, wahrend die Antioxidantienkonzentration im
Auge abnimmt, wird unter anderem fur Kataraktentstehung verantwortlich gemacht. Die
oxidierten Proteine haufen sich an, lagern sich zusammen, fallen aus und fihren zu einer
zunehmenden Trubung der Linse (Taylor et al 1993). Auch die Oxidationsprodukte der L-
Ascorbinsaure reagieren mit den Linsenproteinen und sind somit an ihrer Trabung
beteiligt (Ortwerth et al 2003). Offenbar Uberwiegt aber der protektive Effekt des Vitamin
C, denn in vielen Studien zeigte sich bei verstarktem Vitamin C-Konsum ein vermindertes
Fortschreiten der altersbedingten Linsenveranderungen (Jacques et al 1997, Hankinson
et al 1992, Taylor et al 2002, Valero et al 2002).

Auch Leukozyten enthalten im Vergleich zum Plasma bis zu 100 mal hdhere L-

Ascorbinsaurekonzentrationen (Washko et al 1991), die im Verlauf vieler Erkrankungen
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absinken koénnen. Neutrophile und andere Entzindungszellen enthalten reaktive
Sauerstoffverbindungen, die der oxidativen Zerstérung von Mikroorganismen dienen und
auch an die unmittelbare Umgebung abgegeben werden kénnen (,respiratory burst®)
(Tauber und Babior 1977). Der Ausstold dieser aggressiven Verbindungen fihrt bei
Infektionen des oberen Respirationstraktes zur Zerstérung der infizierten Epithelien,
wahrend die meisten Erreger, wie z.B. Rhinoviren, selbst keine histologisch erkennbare
Veranderung in den Wirtszellen bewirken. Der Angriff der Entziindungszellen ist
demnach fir die Symptome vieler Erkaltungskrankheiten ausschlaggebend (Turner
1990). Unter forcierter Vitamin C-Aufnahme milderten sich in einigen Studien die
Symptome und flihrten zu einer Abnahme der Krankheitstage (Pauling 1971); in anderen
Untersuchungen konnte dagegen kein Effekt gezeigt werden (Audera et al 2001).
Obgleich viele Studien die Effekte von Vitamin C auf das Immunsystem untersuchten,
gibt es bisher lediglich uneinheitliche und sich widersprechende Ergebnisse.

Neben der direkten Wirkung von L-Ascorbinsaure auf Entzindungszellen gibt es auch
andere Hinweise auf ihre Einflussnahme auf das Immunsystem.

An  Meerschweinchen konnten Haskell und Johnston zeigen, dass die
Serumkonzentration des Komplementfaktors C1q (ein Hydroxyprolin-reiches Protein, das
dem Kollagen strukturell sehr ahnlich ist) unter gewebesattigender Vitamin C-Fitterung
deutlich héher war als unter skorbutischen Bedingungen (Haskell und Johnston 1991).
Eine auf 5-20 mg Vitamin C/d beschrankte Diat fir 32 Tage fuhrte bei Testpersonen zu
einer signifikanten Senkung der Spattyp-Reaktion, welche ein wichtiges Mal} fur die
allgemeine Immunkompetenz darstellt (Jacob et al 1991).

Da die Aufnahme von recyclebarer Dehydroascorbinsdure in die Zellen durch einen
Glucose-Transporter vermittelt und durch hohe Blutzuckerspiegel gehemmt wird
(Ngeekwong und Ng 1997, Washko et al 1991, Welch et al 1995), sind schlecht
eingestellte Diabetiker besonders gefahrdet, einen sogenannten ,zellularen Skorbut® zu
entwickeln, bei dem die Vitamin C-Plasmakonzentrationen im Referenzbereich fir
Gesunde liegen koénnen, die Zellen jedoch gleichsam erniedrigte Spiegel aufweisen
(Cunningham 1998, Yamada et al 2004). Eine begleitende Vitamin C-Gabe zur
Insulintherapie fiuhrte in verschiedenen Studien zu einer verbesserten Endothelfunktion
(Ting et al 1996) und vermindertem oxidativem Stress bei Typ 2-Diabetikern (Evans et al
2003). Sargeant et al beschreiben in der EPIC—Norfolk-Studie sogar eine inverse
Assoziation zwischen L-Ascorbinsaureplasmaspiegeln und dem HbA1c (Sargeant et al
2000).

Sehr umstritten ist die Wirkung von Vitamin C in der Krebsforschung. In einigen
epidemiologischen  Studien konnte eine inverse Assoziation zwischen L-

Ascorbinsaurekonsum bzw. -Plasmaspiegeln und dem Risiko fir die Entwicklung
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maligner Erkrankungen wie Magenkarzinomen (Mayne et al 2001, You et al 2000, Yuan
et al 2004) oder Harnblasenkarzinomen (Bruemmer et al 1996) gezeigt werden. Auch
scheint die L-Ascorbinsaure in vitro auf bestimmte Krebszellen, nicht jedoch auf gesunde
Zellen toxisch zu wirken (Zhang et al 2002, Chen et al 2005).

Gestitzt wird die Hypothese eines protektiven Effektes durch Studien, bei denen es unter
experimentell induzierter Hypovitaminosis C bei den Probanden unter anderem zu
erhdohten Konzentrationen fakaler Mutagene im Stuhl kam (Jacob et al 1991). Die
Einnahme von Vitamin C bei gleichzeitiger Alkoholgabe oder bei Inhalation von
Zigarettenrauch senkte den Biomarker fur oxidativen Stress F2-Isoprostan im Blut
(Dietrich et al 2002), bzw. im Urin (Meagher et al 1999). Mdglicherweise spielt jedoch
nicht nur die Reduktion von oxidativem Stress eine Rolle; zunehmend gibt es Hinweise,
dass L-Ascorbinsdure auch an der Apoptoseregulation beteiligt sein kénnte (Vissers et al
2001, Taper et al 2001, Catani et al 2002). Kritiker warnen allerdings vor der potentiell
pro-oxidativen Wirkung der L-Ascorbinsdure und verweisen auf die Mdglichkeit, dass
Vitamin C unter bestimmten Umstanden selbst DNA-Schaden hervorrufen kann (Lee et al
2001). Die Behandlung von Malignomen mit hochdosiertem Vitamin C bleibt in hohem
Male kontrovers (Padayatty and Levine 2000).

Die L-Ascorbinsaure sorgt des Weiteren nicht nur flir eine gesteigerte Resorption
des Nahrungseisens, tatsachlich erhoht sie auch die Eisenbioverfigbarkeit in den Zellen
durch direkte Mobilisation aus Ferritin (Hoffmann et al 1991, Bienfait und van den Briel
1980). Eine besondere Rolle spielt daher die Vitamin C-Substitution bei Dialysepatienten
mit pathologischem Eisenstoffwechsel. Zum einen werden bei der Hdmodialyse grol3e
Anteile des Plasma-Vitamin C herausgefiltert und missen anschlieBend substituiert
werden (Morena et al 2002); zum anderen tritt bei fortgeschrittener Niereninsuffizienz
haufig eine Anamie infolge ungenugender Erythropoese bei Mangel an gebildetem
Erythropoeitin auf, die mit Injektion von rekombinantem humanem Erythropoeitin
(rHuEpo) behandelt wird. Fir die optimale Wirkung dieser Therapie muss im Organismus
der Patienten geniigend Eisen verfigbar sein, weshalb sie haufig mit Eisenpraparaten
substituiert werden. Ein Problem entsteht allerdings bei bereits bestehender
EisenlUberladung (> 500 ug/l Ferritin) der Patienten, bei denen das Uberschussige Eisen
jedoch nicht fur die Erythropoese mobilisiert werden kann, so dass ein funktioneller
Eisenmangel entsteht. Diese rHuEpo-Hyporesponder kdnnen zwar mit Eisenpraparaten
behandelt werden, dies kann jedoch ihre Eisentberladung verstarken. In einer Studie von
Tarng und Huang konnte demonstriert werden, dass die intravenése Applikation von 300
mg L-Ascorbinsaure dreimal wodchentlich Uber acht Wochen zu einem signifikanten
Anstieg des Hamatokrit und zu einer Reduktion der benétigten rHuEpo-Dosis um 20 %

bei diesen Patienten flhrte. Dahingegen resultierten in einer zwolf Wochen dauernden
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konventionellen Eisentherapie keine signifikanten Anderungen dieser Parameter (Tarng
und Huang 1998). Auch Keven et al konnten einen positiven Effekt des Vitamin C auf die
Erythropoese solcher rHUuEpo-Hyporesponder feststellen (Keven et al 2005).

Von Nachteil ist dieser Effekt der gesteigerten Eisenbioverfiigbarkeit durch Vitamin C
jedoch bei Hdmochromatosepatienten mit normaler Funktion der Erythropoese. Es sind
Falle beschrieben, bei denen durch Gabe von L-Ascorbinsaure ein oxidativer Schaden in
den Geweben, vor allem am Herzen, beglnstigt wurde, dies fuhrte zu Arrhythmien und
sogar Herzversagen (Nienhuis 1981). Dieser pro-oxidative Effekt des Vitamin C in
Gesellschaft freier Metall-lonen wird jedoch sehr kontrovers diskutiert und konnte in
anderen Studien nicht gezeigt werden (Berger et al 1997, Chen et al 2000).
Nichtsdestotrotz wird bei bestehender Hdmochromatose eine Einschrankung des oralen
Vitamin C-Konsums empfohlen, um die Eisenresorption im Darm gering zu halten. Aus
diesem Grund und durch den vermehrten oxidativen Stress bei Eisenuberladung sind

diese Patienten zur Entwicklung einer Hypovitaminosis C pradestiniert.

1.5 Unerwiinschte Nebenwirkungen und Kontraindikationen

Die L-Ascorbinsaure ist bemerkenswert atoxisch und verursacht auch in exzessiven
oralen oder intravendsen Dosen nur selten Nebenwirkungen, da Uberschisse des
wasserldslichen Vitamins nach Erreichen der Plasmasattigung unverandert Uber die
Nieren ausgeschieden werden koénnen. Eine gelegentlich beobachtete unerwinschte
Wirkung nach hohen oralen Dosen ist eine (osmotisch bedingte) Diarrhoe, die durch
gleichzeitige Nahrungsaufnahme verhindert werden kann. Immer wieder werden in der
Literatur auch Falle von Oxalatsteinbildung mit GbermaRiger Vitamin C-Zufuhr in
Verbindung gebracht (Mashour et al 2000, Massey et al 2005), da L-Ascorbinsaure zu
Oxalsaure abgebaut werden kann.

Da es sich bei der L-Ascorbinsgure um ein Vitamin, also um einen essentiellen
Nahrstoff, handelt, ist eine absolute Kontraindikation flir die Aufnahme von Vitamin C per
definitionem nicht mdglich. Es gibt jedoch relative Kontraindikationen, die einen
zurickhaltenden oder stark eingeschrankten Verzehr gebieten. Zu diesen gehéren
insbesondere  Patienten  mit  Oxalatsteinanamnese = sowie  Patienten = mit
Eisenspeichererkrankungen (s. Kap. 1.4). Eine intravasale Hamolyse wurde bei Patienten
mit Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase-Mangel beschrieben, wenn diesen
Ascorbinsaure i.v. oder in einer Dosis von > 6 g oral verabreicht wurde (Levine et al
1999).
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Trotz der negativen Korrelation von L-Ascorbinsdureverzehr mit der Schwere der
Symptomatik vieler Erkrankungen ist zu bedenken, dass Vitamin C unter bestimmten
Umstanden einen unerwunschten, pro-oxidativen Effekt gezeigt hat. Daher ist eine
uneingeschrankte Substitution von mehreren Gramm auch bei Gesunden kritisch zu
betrachten und kann ohne neue, klare Ergebnisse in der Forschung nicht empfohlen

werden (Levine et al 1999).

1.6 Ubersicht zur bisherigen Vitamin C- Plasmaspiegelbestimmung

Seit der Isolierung der Ascorbinsaure 1928 durch Szent-Gyorgi wurden eine Reihe von
Messmethoden zu ihrer Bestimmung entwickelt; diese umfassen spektrophotometrische,
enzymatische (Lee et al 1997, Liu et al 1982), chromatographische (Nagy und Degrell
1989, Bode und Rose 1988, Iriyama et al 1984, Liau et al 1991, Iwase und Ono 1994,
Ross 1994, Tanishima und Kita 1993, Kutnik et al 1987) und elektrochemische (Kumar et
al 2006) Analyseverfahren.

Dabei stellt die Messung von Vitamin C- Konzentrationen in biologischen Flussigkeiten
hohe Anforderungen an die technische und zeitliche Bearbeitung. Da es sich bei der L-
Ascorbinsdure um ein sehr instabiles Molekdl handelt, das bei hohem pH, bei
Raumtemperatur, unter Lichtexposition und in Gegenwart von reduzierbaren Substanzen
rasch oxidiert, missen Vitamin C-haltige Proben fir eine Messung entsprechend

stabilisiert und mdglichst zeitnah untersucht werden (Isler et al 1988).

1.6.1 Allgemeine Einfiihrung in die HPLC

Zu den sensitivsten analytischen Messmethoden gehért die Hochleistungs-
Flissigkeitschromatographie (HPLC), ein chromatographisches Verfahren, bei dem eine
flissige oder in Flussigkeit geloste Probe mit Hilfe einer mobilen Phase (Eluent) uber
eine feste Phase (HPLC-Saule) transportiert, einzelne Komponenten der Probe Uber
verschiedene Interaktionen mit der stationdren Phase wie lipophile und Dipol-
Wechselwirkungen unterschiedlich retentiert und so aufgetrennt und die Konzentrationen
der getrennten Verbindungen Uber ein geeignetes Signal in einem Detektor gemessen
werden.

Eine HPLC-Anlage besteht dementsprechend aus einem (isokratisches System) oder
mehreren Lésungsmitteln (Gradientenelution), einer Pumpe, einem Probenaufgeber
(Autosampler, Injektor), einer Saule und einem Detektor. Alle Komponenten sind Uber ein

Kapillarsystem verbunden, das letztendlich in den Abfall mindet. Die Anlage verfigt
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zudem Uber ein Interface, welches die Steuerung der Anlage und das Erfassen und

Auswerten der Messdaten per Computer ermaoglicht.

HPLC System

" Solvent =
U L] — .-
HPLC Column Data
= Injector
-
- | 0 _
Pump Detector Waste 0

Abb. 5: Darstellung einer HPLC-Anlage mit mobiler Phase (Solvent), Pumpe (Pump),
Einspritzsystem (Injector), Saule (HPLC Column), Detektor (Detector), Abfall (Waste) und
angeschlossenem Computer zur Datenauswertung (Data)

(http://www.chemistry.nmsu.edu/Instrumentation/Waters HPLCSystem.gif).

Durch das unterschiedlich lange Zurlickhalten der Verbindungen auf der festen Phase
(,Retentionszeit®) ist eine Identifizierung der Substanzen, also eine qualitative Analyse
moglich.

Im Chromatogramm, der graphischen Darstellung des Detektorsignals (y-Achse) gegen
die Zeit (x-Achse), erlaubt die Hohe des Ausschlages, der so genannte Peak, Uber
Hoéhen- oder Flachenberechnung auch eine Konzentrationsbestimmung, also eine
quantitative Analyse.

. B
A

Fetention time

Abb.6: Beispiel eines Chromatogramms. Hohe des Ausschlages (y-Achse) ist gegen die Zeit (x-
Achse) aufgetragen (Retentionszeit (Retention time)). A und B zeigen zwei unterschiedlich hohe

Peaks.
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1.6.2 Normalphasen-, Umkehrphasen-, lonpaar- und lonenaustausch-Chromatographie
Die HPLC-Saule, das Kernstlick des Systems, trennt die Komponenten einer Probe auf,
wahrend die mobile Phase (der Puffer) als Lésungs- und FlieBmittel dient, das die
stationare Phase mit der Probe benetzen, sie aber auch wieder vollstandig von der Saule
eluieren soll ohne selbst mit der Probesubstanz zu reagieren. Entsprechend den
Eigenschaften der Probe wird ein Puffer verwendet, in dem sie sich I6st (demnach ein
hydrophiler, polarer Puffer fir eine hydrophile zu messende Substanz), wahrend die
Saule als stationare Phase die Probe moglichst kurz retenieren und von anderen
Verbindungen trennen und daher kontrare Eigenschaften besitzen sollte (z.B. eine
apolare Saule fir eine polare zu messende Verbindung).

In der Hochleistungs-Flussigkeits-Chromatographie unterscheidet man daher im Prinzip
vier Unterformen: die Normalphasen-Chromatographie (hydrophile, polare Saule mit
apolarem Puffer), die Umkehrphasen- oder reversed phase-Chromatographie
(hydrophobe, apolare Saule mit polarem Puffer), die reversed phase-lonenpaar-
Chromatographie (bei der dem Puffer ein organisches Salz, das lonenpaarreagenz,
zugesetzt wird um ionische Substanzen aufzutrennen) und die lonenaustausch-
Chromatographie, bei der geladene, ionische Substanzen durch elektrische

Wechselwirkungen mit der Saule getrennt werden (Heisz 1986).
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1.6.3 Interne und externe Standards

Um unbekannte Vitamin C-Konzentrationen zuverlassig bestimmen zu kdnnen, ist eine
Kalibrierung der Methode mit einem externen und einem internen Standard nétig. Bei der
Kalibrierung mit externem Standard werden definierte Konzentrationen der Reinsubstanz
saulenchromatographisch analysiert. Tragt man die gemessenen Peakflachen gegen die
Konzentrationen auf, erhalt man eine Kalibriergerade, mit deren Hilfe sich
Konzentrationen der betreffenden Substanz in einer unbekannten Probe berechnen
lassen. Da die Kalibrierung mit separaten Standardlésungen vor oder nach den
Probeldufen vorgenommen wird, spricht man von einer externen Kalibrierung. Ein
interner Standard hingegen wird der Probe zu Beginn der Aufarbeitung direkt zugesetzt.
Da der interne Standard dieselben analytischen Schritte wie die Probe durchlauft, kbnnen
auftretende Fehler bei der Trennung, Dosierung oder Extraktion so rechnerisch
kompensiert werden, da seine Konzentration bekannt ist. Ein interner Standard sollte mit
der zu messenden Probesubstanz chemisch verwandt sein und &hnliche
chromatographische Eigenschaften besitzen. Ferner sollte er eine dem Analyten dhnliche
Retentionszeit besitzen und nicht von anderen Peaks Uberlagert werden, also an einer
freien Stelle des Chromatogramms erscheinen. Ebenso sollte er sich bei der
Aufarbeitung ahnlich verhalten wie der Analyt und nicht mit ihm, anderen Komponenten
der Probe oder in der Analyse verwendeten Verbindungen reagieren, also bei der
Probenvorbereitung und unter den chromatographischen Gegebenheiten stabil sein.
Unter Verwendung von internem und externem Standard wird eine HPLC-Methode
kalibriert, indem unterschiedliche Konzentrationen eines externen Standards zusammen
mit einer festen Konzentration eines internen Standards in einem definierten Volumen in
die HPLC-Anlage injiziert und dort analysiert werden.

Die aufwandige Kalibration und Auswertung mit internem Standard wird immer dann
benutzt, wenn eine hohe Richtigkeit der Messung verlangt wird und wenn eine

Probenvorbereitung mit méglichen Verlusten verbunden ist (Heisz 1986, Bliesner 2006).

1.6.4 Validierung einer HPLC-Methode

Vor der Routineanwendung einer HPLC-Methode miissen ihre Leistungsparameter
ermittelt, beschrieben und Uberpruft werden. Zu diesen gehdren u. a. : Selektivitat bzw.
Spezifitat, Mess- bzw. Linearitatsbereich, Nachweisgrenze (Detection Limit) und
Bestimmungsgrenze (Quantification Limit), Prazision (Reproduzierbarkeit) und
Wiederholbarkeit, Richtigkeit (Wiederfindung), Robustheit.
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Die Selektivitat ist ein Mal® daflir, wie gut ein Analyt in einer komplexen Probe ohne
Stérungen durch andere Analyte oder die Probenmatrix gemessen werden kann. Eine
Methode, die vollkommen selektiv fur einen Zielanalyten ist, bezeichnet man als
spezifisch.

Der Messbereich ist der Konzentrationsbereich, in dem der Analyt mit akzeptabler
Richtigkeit und Prazision gemessen werden kann. Er sollte normalerweise den
Konzentrationsbereich abdecken, der in den entsprechenden Proben zu erwarten ist.

Die Linearitat wird mit Proben oder Standards ermittelt, deren Konzentrationen den
geforderten Arbeitsbereich der Methode umfassen. Bei nichtlinearen Zusammenhangen
zwischen Detektorsignal und Analytkonzentration sind entsprechende Algorithmen zu
definieren.

Die Empfindlichkeit ist der kleinste Unterschied der Analytenkonzentration, der mit der
Methode bestimmbar ist, und wird durch die Steigung der Kalibrationskurve dargestellt.
Die Nachweisgrenze (Detection Limit) ist die niedrigste Konzentration, die sich noch vom
Nullwert signifikant unterscheidet. Bei der HPLC ist dies der Fall, wenn das Signal (der
Peak) etwa 2-3 mal groRer ist als das Basislinienrauschen.

Die Prazision (Reproduzierbarkeit) einer Methode ist die Angabe der Ubereinstimmung
von unabhangigen Messergebnissen innerhalb einer Methode, die als
Variationskoeffizient oder Standardabweichung in der Serie angegeben und durch
wiederholte Injektion aus einer Probe ermittelt wird.

Fir die Wiederholbarkeit werden Mittelwerte aus kleinen Serien in kurzen Zeitabstanden
(Tagen) miteinander verglichen (identisches Material, Gerat, Labor etc.).

Die Richtigkeit (Wiederfindung) einer Methode ist die Ubereinstimmung mit dem wahren
Wert und kann nur mit Hilfe von Referenzstandards ermittelt werden. Die Wiederfindung
ist dann die Abweichung in Prozent vom wahren Analytenwert.

Die Robustheit beschreibt die Anwendbarkeit einer Methode unter anderen Bedingungen,
z.B. in anderen Labors mit anderen Anlagen und ihre Anfalligkeit fur Stérungen. Eine
Methode gilt dann als robust, wenn ihre Ergebnisse durch kleine Stérungen wie pH des

Puffers oder Temperatur nicht beeintrachtuigt werden (Heisz 1986, Bliesner 2006).

1.6.5 HPLC-Methoden zur Vitamin C-Plasmaspiegelbestimmung in der Literatur

In der Literatur werden verschiedene Verfahren zur Vitamin C-Analyse mittels HPLC
beschrieben, die sich in Komplexitat, Schnelligkeit der Analyse, Detektionsart, Sensitivitat
und Méglichkeiten der Stabilisierung der Proben deutlich unterscheiden.

Insbesondere die reversed phase- und die lonenaustauscher-Chromatographie

dominieren in den letzten 15 Jahren die Erfassung von L-Ascorbinsdurekonzentrationen
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in biologischen FlUssigkeiten. Die beiden Ublichen Detektionsarten sind dabei die UV-
und die elektrochemische Detektion.

Sowohl die lonenaustauscher- als auch die reversed-phase-HPLC wird haufig in
Kombination mit Phosphatpuffern bei einem sauren Puffer-pH verwendet. In wassriger
Lésung ist das Vitamin C eine zweibasige Saure, mit pKa1 = 4,17 am C2- und pKa2 =
11,57 am C3-Atom. Als Folge der Dissoziation tritt in wassriger Losung eine pH-
Abhangigkeit ihrer elektrochemischen und UV-Absorptions-Eigenschaften auf. Bei einem
pH von 2 liegt die L-Ascorbinsdure demzufolge zu >99 % als undissoziierte Form mit
einem Absorptionsmaximum bei 243 nm; bei pH 7 dagegen liegt sie zu >99 % als
Monoanion mit einem Absorptionsmaximum bei 265 nm vor (Isler et al 1988). Auch die
elektrochemische Detektion, die auf dem Messen von Redoxprozessen beruht, wird
durch den pH-Wert beeinflusst. Aus diesem Grund finden sich in der Literatur grofRe
Unterschiede hinsichtlich des Puffer-pH und der Detektionsart. Wahrend einige
Methoden sich bei héheren pH-Werten zwischen 4 und 6,8 (lwase und Ono 1994, Ross
1994, Tanishima und Kita 1993, Kutnik et al 1987) in Kombination mit UV Messungen bei
262 nm und elektrochemischer Detektion bei + 0,3 V bis + 0,50 V bewegen, verwenden
andere pH-Werte unter 3,5 (Nagy und Degrell 1989, Bode und Rose 1988, Iriyama et al
1984, Liau et al 1991) mit Messungen bei 245 nm bzw. zwischen + 0,70 V und + 0,8 V.
Zwar besitzen die meisten in der Literatur beschriebenen Methoden ahnliche Kenndaten
bezuglich ihrer Sensitivitat, Prazision, Nachweisgrenze, Linearitat und Richtigkeit, jedoch
sind diese Angaben meist unvollstandig (Nagy und Degrell 1989, Bode und Rose 1988,
Ross 1994, Hatch und Sevanian 1984, Iriyama et al 1984, Liau et al 1991, Tanishima und
Kita 1993). Auch beziehen nur wenige Methoden einen internen Standard in die Messung
ein (Kutnik et al 1987, Iwase und Ono 1994).

Weiterhin beschaftigen sich nur wenige Arbeiten ausfuhrlicher mit der Haltbarkeit der
Vitamin C-Proben, obwohl die Ascorbinsaure als Antioxidans fur inre Instabilitat bekannt
ist. Zu den Faktoren, welche die Stabilitdt positiv beeinflussen, gehéren dabei
insbesondere ein saures Milieu, Lichtschutz, niedrige Temperatur und der Zusatz eines
stabilisierenden Agens.

Oft wird nur eine Haltbarkeit der Proben von wenigen Tagen beschrieben (Iriyama et al
1984, Bode und Rose 1988, Liau et al, Tanishima und Kita 1993, Iwase und Ono 1994),
wobei die Proben haufig nur bei einer bestimmten Temperatur (Raumtemperatur, 4 ° C
oder Minusgraden) untersucht wurden.

Die Ublichsten Stabilisatoren sind dabei EDTA und meta-Phosphorsaure (MPA), wobei
das EDTA meist direkt bei der Probengewinnung Uber Blutabnahmerdhrchen
hinzugegeben wird. Doch auch der Einfluss des Untersuchungsmaterials wird haufig nur

unzureichend uberprift. Die meisten Methoden verwenden hierfir entweder EDTA- (Liau
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et al 1991, Kutnik et al 1987) oder Heparin-Plasma (lwase und Ono 1994, Ross 1994),
aber auch Serum findet in einigen Fallen Anwendung (lriyama et al 1984, Hatch und
Sevanian 1984).

Zudem wurden in den meisten Fallen keine methodenspezifischen Referenzwerte
ermittelt. Wenn jedoch Referenzwerte erstellt wurden, so haufig mit einer geringen
Anzahl von Probanden, keiner Angabe zum Geschlecht sowie mit einer bestimmten
Altersgruppe. Kutnik et al erwahnen beispielsweise nur sechs gesunde Probanden
(Kutnik et al 1987), wahrend Tanishima und Kita 20 mannliche und 20 weibliche
Probanden im Alter von 19 bis 28 Jahren angeben (Tanishima und Kita 1993).

Die Méglichkeit, die vorhandene Methode auch fiir andere biologische Flissigkeiten wie
Liquor cerebrospinalis oder Urin einzusetzen, wird ebenfalls nur in wenigen Studien in
Betracht gezogen (Bode und Rose 1988, Hatch und Sevanian 1984).

1.6.6 Methode zur Vitamin C-Plasmaspiegelbestimmung nach Liau et al.

Von Liau et al wurde eine praktikable Methode zur Messung von Plasma-Ascorbinsaure
mit UV- bzw. elektrochemischer Detektion beschrieben. Als mobile Phase wurde 20 mM
Ammoniumdihydrogenphosphat mit 0,015 % MPA, als stationare Phase eine Partisphere
5 C18 (110 x 4.7 mm) Saule mit einer Vorsaule (GuardCartridge) verwendet. Das
Stabilisans und Prazipitans war ein Gemisch aus 10 % Perchlorsaure und 1 % meta-
Phosphorsaure. Bei einer Messzeit von 5 min betrug die Retentionszeit des Vitamin C
etwa 2 min. Den Angaben der Autoren zufolge waren die Vitamin C-Standards bei —20°C
drei Tage, Vitamin C - Plasmaproben versetzt mit einem Stabilisator waren bei —20° C

sechs Tage stabil (Liau et al 1991).

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Die von Liau et al beschriebene HPLC-Methode zur Plasma-Ascorbinsduremessung
sollte zuerst reproduziert und dann den Bedilrfnissen und Gegebenheiten des
Zentrallabors angepasst werden.

Ziel dieser Arbeit war eine Optimierung der HPLC-Messmethode fiir Plasma-Vitamin C

nach Liau et al insbesondere durch:

° Verbesserung der Auflésung

° Charakterisierung der Nachweisgrenze, der Linearitat, der Prazision und der
Richtigkeit der Messungen

[ Einfihrung eines internen Standards
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° Systematische Untersuchung zur Stabilitdt der Proben in verschiedenen

Medien
° Erstellen von Referenzwerten fir verschiedene Altersgruppen
° Untersuchung der Vitamin C-Kinetik an gesunden Probanden

Zusatzlich sollte Uberpruft werden, ob sich die optimierte Methode grundsatzlich auch fur

die Bestimmung von Vitamin C in anderen biologischen Flissigkeiten, insbesondere in
Urin und Liquor cerebrospinalis, eignet.
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2. Material und Methoden

2.1 Gerate, Untersuchungsmaterialien, Chemikalien

2.1.1 Geréte
HPLC-System:
[ L-6220 Intelligent Pump (Merck Hitachi)
° D-6000A Interface (Merck Hitachi)
° AS-2000A Autosampler (Merck Hitachi)
° Degasser (Knauer)
° L-4250 UV-VIS Detector (Merck Hitachi)
° Amperometric Detector L-3500A (Merck Recipe)

HPLC-Sé&ule und Vorséule:
[ Synergi 4um Hydro-RP 80A 150 x 4,6 mm (Phenomenex 00F-4375-E0)
° SecurityGuard Guard Cartridges Kit, AQ-C18 Cartridge 4 x 3,0 mm
(Phenomenex AJO-7511)

HPLC-Software:
° Model D-7000 Chromatography Data Station Software HPLC System

Manager (Merck)
Filtrationsanlage:
° Vakuum-Filtrationsvorrichtung (Millipore)

° Cellulose Acetate Filter 0,2 ym PorengréfRe (Sartorius AG 11107-47-N)

Sonstige Geréte:
° pH-Meter (Mettler Delta 345)

° Vortex Mischer
° Waage (Mettler Toledo Ag 241)
° Ultraschallbad

2.1.2 Seren, Plasmen, Liquor und Urin
Seren und Plasmen:
Fur die Methodenentwicklung und -validierung wurden Restseren und —plasmen, -urine

und -liquores aus der Routineanalytik des Zentrallabors des Universitatsklinikums
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Schleswig-Holstein am Campus Libeck eingesetzt, die nach vollstandiger Bearbeitung
des Untersuchungsauftrages zur Entsorgung freigegeben worden waren. Fir die
Ermittlung der Referenzbereiche und die pharmakokinetischen Untersuchungen wurde
Vollblut von Blutspendern eingesetzt, das fur eine routinemaRige Ferritinbestimmung in
handelsublichen Serum-, Heparinplasma- oder EDTA-Plasma-Monovetten (Sarstedt)
mittels Venenpunktion gewonnen wurden. Aliquote des Plasmas wurden innerhalb von 45
Min lichtgeschuitzt auf Eis ins Labor transportiert und dort sofort zentrifugiert (10 min bei
3600 g). Das Serum bzw. Plasma wurde umgehend in Sekundargefalle Uberflhrt, mit
meta-Phosphorsdure enteiweilt und stabilisiert und bis zur Analyse verschlossen und
lichtgeschitzt bei -80 °C gelagert. Bei dieser Temperatur und Behandlung sind die
Proben einige Tage stabil (Liau et al. 1993). Ebenso wurde auch Spontanurin mit einem
meta-Phosphorsaure-Perchlorsaure-Gemisch  stabilisiert und bis zur Analyse
verschlossen und lichtgeschitzt bei -80 °C gelagert. Um Vitamin C- freies Plasma zu
erhalten, wurden Reste bereits vollstdndig bearbeiteter Plasmaproben aus dem
Routinebetrieb des Zentrallabors gesammelt und mehr als vier Tage bei Raumtemperatur
stehen gelassen. Um mogliche Ascorbinsaure-Restkonzentrationen im Plasma zu

erfassen, wurde eine Leerprobe des Plasmas mitgemessen.

2.1.3 Chemikalien
° meta-Phosphorsaure, p.a. (Merck KGaA 100546)
° Ammoniumdihydrogenphosphat, p.a. (Merck KGaA 101207)
° Perchlorsdure 70-72%, p.a. (Merck KGaA 100519)
° L(+)Ascorbinsaure, p.A. (Mallinckrodt Baker 1018)
° 3-Amino-4-hydroxybenzoesaure (Fluka AG 08110)
° Acetonitril HPLC grade (J.T. Baker 8004)
[ N-Methyl-Dopamin (Fluka AG H3132)
° Gulonsaure-y-lacton (Fluka AG 49120)
° 1,4-Dihydroxybenzol (Hydrochinon) (Merck KGaA 8223330
° DL-p-Hydroxyphenylmilchsaure (Sigma-Aldrich H3253)
° 3,4-Dimethoxyphenylessigsaure (Sigma-Aldrich 53650)
° 3-Hydroxy-4-Methoxybenzoesaure (Isovanillinsaure) (Sigma-Aldrich 220108)
° Orthophosphorsaure p.a. (Merck KGaA 100573)

Vitamin C Prédparate:
) L-Ascorbinsaure 500 mg Tabletten (Wérwag Pharma 0652234)
) L-Ascorbinsaure Injektionslésung, Ampulle 500 mg/ 5 ml (Wérwag Pharma

3568847)
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Vitamin C-Kontrollen:
° Vitamin C Plasma Control Level | + Il, lyophilised (Chromsystems GmbH
0074)

2.2 Methodenaufbau und -optimierung zur Messung des Plasma- und Serum-
Vitamin C

2.2.1 Herstellung der mobilen Phase

Fir den HPLC-Puffer (20 mM Ammoniumdihydrogenphosphat mit 0,015 % meta-
Phosphorsdure) wurden 2,3 g Ammoniumdihydrogenphosphat und 0,15 g
Metaphosphorsaure abgewogen, in 900 ml Aqua dest gelost,mit Hilfe von
Orthophosphorsaure auf den gewtinschten pH eingestellt und dann mit Aqua bidest auf
1000 ml aufgefulit.

Die mobile Phase wurde mit einer Millipore-Anlage vakuumfiltriert und anschlieend 10
Minuten im Ultraschallbad entgast.

Um den Einfluss des pH-Werts auf die Retentionszeit der L-Ascorbinsdure und die
chromatographische Auflésung der HPLC-Methode mit elektrochemischer und UV-
Detektion zu studieren, wurde die mobile Phase auf folgende pH-Werte eingestellt: 2,55;
2,65; 2,95; 3,10.

2.2.2 Herstellung des Prézipitans und Stabilisans:

Zur Enteiweissung und Stabilisierung der Proben wurde eine wassrige Losung aus 10 %
Perchlorsdure mit 1 % meta-Phosphorsaure hergestellt: 5 g meta-Phosphorsaure wurden
zu 71,43 ml 70 %-iger Perchlorsdure gegeben, das Gemisch mit Aqua dest auf 500 ml

aufgefuillt.

2.2.3 Herstellung der Vitamin C-Standards und —Kontrollen:

10 mg L-Ascorbinsaure wurden abgewogen und nach Liau et al in 10 ml mobiler Phase
geldést, um die Stammldsung eines Vitamin-C-Standards zu erhalten. Diese wurde im
Verhéltnis 1:50 mit einem Gemisch aus 1 % meta-Phosphorsaure und 10 %
Perchlorsaure (MPA/PCA) (» Standard 5) verdiinnt. Anschlielend wurde Standard 5 1:2
(™ Standard 4), Standard 4 1:2 (»Standard 3), Standard 3 ebenso 1:2 (» Standard 2)
und Standard 2 1:5 (» Standard 1) mit MPA/PCA verdinnt.
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10 ml Stammlésung.
(As&)rbinséure)
Arbeitslésun.g = 20 pl (Verdinnte Stammldsung) + 980 pl MPA/PCA
Standard 5Y 100 pl (Arbeitsldsung) + 100ul MPA/PCA
Standard 4 = 100 pl (Standard 5) + 100 pl MPA/PCA
Standard 3 = 100 pl (Standard 4) + 100 pl MPA/PCA
Standard 2 100 pl (Standard 3) + 100 pl MPA/PCA
Standard 1 100 pl (Standard 2) + 400 pl MPA/PCA

Abb. 7 : Ansetzen der Vitaminstandards aus Stammldsung

Alternativ wurden 10 mg Ascorbinsaurepulver in 10 ml Vitamin C-freiem Plasma geldst.
Die Stammldsung wurde nach demselben Schema zu den Standards 1-5 mit Vitamin C
freiem Plasma verdunnt.

Die Vitamin C-Standards wurden wie Vitamin C-Plasma- oder Serumproben
aufgearbeitet.

Die Herstellung der Kontrollen erfolgte analog zur Herstellung der Vitamin C-Standards

mit variablen L-Ascorbinsaurekonzentrationen.

2.2.4 Herstellung der Proben zu den Untersuchungen zum internen Standard.
Auf der Suche nach einem internen Standard wurden fur die Messungen in je 10 ml

mobiler Phase gelost:

° 0,8 mg N-Methyl-Dopamin

[ 0,8 mg Gulonsaure-y-lacton

° 0,8 mg Hydrochinon

° 0,6 mg 3-Amino-4-hydroxybenzoesaure

° 0,7 mg DL-p-Hydroxyphenylmilchsdure

) 0,8 mg B-4-Hydroxy-3 Methoxyphenylmilchsaure
° 0,9 mg 3,4-Dimethoxyphenylessigsaure

° 1,4 mg Isovanillinsdure

Die einzelnen Verbindungen wurden jeweils zusammen mit Vitamin C-Standards per UV-
Detektion bei Wellenlangen von 245, 255, 265 und 275 nm, per ECD bei 0,7 V

gemessen.
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2.2.5 Probenvorbereitung:

Frische Blutproben in Serum-, EDTA-Plasma- oder Lithium-Heparinplasma-
Monovetten®©, wurden bei 3600 g 10 Minuten zentrifugiert.

100 pl des Uberstandes wurden mit 100 pl 1 %-iger MPA und 10 %-iger PCA versetzt
und entweder direkt zur Analyse weiterbearbeitet oder bis zum Zeitpunkt der Messung
bei -20° C eingefroren.

Fur die Analyse wurden die mit MPA/PCA stabilisierten und ausgefallten Proben sowie 30
Ml des internen Standards in lichtgeschitzte Eppendorfgefalle tberflhrt und 20 Minuten
bei 4° C inkubiert. AnschlieRend wurde 200 pl der mobilen Phase zugegeben und das
Gemisch 3 Minuten bei 12 000 g zentrifugiert.10 pl des Uberstandes wurden in das
HPLC-System injiziert.

2.2.6 Einstellungen der HPLC-Anlage:
Die Messung der Proben erfolgte bei 245 nm (UV-Detektion) bzw. 0,70 V (ECD), die

Flussrate betrug 1 ml/min bei 100 % Elutionspuffer.

2.2.7 Kalibrierung und Auswertung der Chromatogramme

Fur quantitative Bestimmungen der Vitamin C-Proben wurden die in Kapitel 2.2.3.
beschriebenen Standardlésungen als Kalibratoren eingesetzt und mit dem gleichen
Volumen wie die unbekannten Proben injiziert. Die Integration der Chromatogramme,
die Korrektur der Flachenintegrale durch das Flachenintegral des Internen Standards,
die Berechnung der Kalibrierfunktion sowie die Ermittlung der
Ascorbinsaurekonzentration in der untersuchten Probe erfolgten mit Hilfe einer
speziellen Software (HPLC System Manager D-7000, Kap. 2.1.1).

2.2.8 Untersuchungen zur Stabilitét der Blutproben:

Fir die Untersuchungen zur optimalen Behandlung der Vitamin C-Proben wurden einer
gesunden Testperson jeweils ein Serumréhrchen, ein Lithium-Heparinréhrchen und zwei
EDTA-RShrchen abgenommen. Die Proben wurden sofort bei 3600 g zentrifugiert und
anschliel®end wie folgt aliquotiert:

Jeweils zwei braune Eppendorfgefasse a 100 pl Serum-, EDTA- oder
Lithiumheparinplasma-Probe wurden bei Raumtemperatur, bei 4°C oder bei -20°C
gelagert. Zu einem der beiden Gefalle wurde dabei sofort 100ul 1% MPA + 10% PCA zur
Stabilisierung gegeben. Nach sechs, 24 und 48 Stunden wurde jeweils eine Probe pro
Lagerungstemperatur aufbereitet und gemessen, des weiteren nach sieben, 14, 21, 28

und 35 Tagen.
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Um L-Ascorbinsaureverluste wahrend des Messvorganges zu vermeiden, wurden die
Proben zeitversetzt bereitet, so dass sie bis zur Messung nur 15-30 min in der Anlage
zubrachten. Die mobile Phase und die L-Ascorbinsdurestandards wurden am Tag jeder

Messreihe frisch hergestellit.

2.2.9 Optimierte HPLC-Methoden zur Bestimmung von Ascorbinséure in Serum und

Plasma

Probenvorbereitung:

100 pl Serum / Standard + 100 pl MPA/PCA
+ 30 pl interner Standard

20 min bei 4 ° C inkubieren
200 pl Probe + 200 pl Eluent

3 min bei 120009 zentrifugieren
10 pl Uberstand in die HPLC injizieren

Abb. 8: Probenvorbereitung in der optimierten Methode.

Saule: RP-HPLC-S&ule Synergi 4um Hydro-RP 80A 150 x 4,6 mm
Eluent: (NH4)H-PO., (HPOs3)., pH 2,55 (UV), pH 2,95 (ECD)
Interner Standard: 3-Amino-4-hydroxybenzoesaure (UV), Hydrochinon (ECD)
Flussrate : 1 ml/min

Detektion (UV): 245 nm

Detektion (ECD): 0,70V

2.2.10 Untersuchungen von Urin- und Liquor-Vitamin C:

Uberschiissige Liquorproben aus der Routine des Zentrallabors wurden gesammelt und
mindestens drei Tage bei Raumtemperatur stehen gelassen. Ein Teil des Liquors wurde
daraufhin mit Vitamin C aufgestockt, ein anderer Teil wurde unbehandelt belassen. Beide
Aliquote wurden wie Serum- oder Plasmaproben aufgearbeitet und in der HPLC mit UV-
Detektion gemessen.

Urinproben einer gesunden Testperson wurden vor und nach der oralen Gabe von 500

mg Vitamin C asserviert und ebenfalls wie Plasmaproben aufgearbeitet.

2.3. Methodenvalidierung
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Zur Validierung der HPLC-Methode wurden der Messbereich, die Nachweis- und
Bestimmungsgrenze, die Prazision, die Linearitdt und die Richtigkeit der Messung

untersucht.

2.3.1 Untersuchungen zur Richtigkeit:

Die Richtigkeit der Messung wurde mit Hilfe von Doppelbestimmungen zweier durch
Einwaage selbst hergestellter Kontrollen ermittelt.

Kontrolle 1 hatte dabei eine rechnerische Vitamin C Konzentration von 14,47 pumol/l,
Kontrolle 2 eine Konzentration von 57,91 ymol/l. Zusatzlich wurden zwei unterschiedliche
Konzentrationen eines kommerziellen Anbieters (Chromsystems) von Kontrollen
gemessen. Die Sollwerte der Chromsystemskontrollen betrugen 35,6 umol/l (Bereich
28,5-42,7 pmol/l,Kontrolle Chrom 1) bzw. 124,6 pmol/l (Bereich 99,2-149 pumol/l,
Kontrolle Chrom 2).

Aus den erhaltenen Messwerten wurde der Mittelwert und die Unrichtigkeit berechnet.

Die Unrichtigkeit wurde mit Hilfe der folgenden Formel errechnet:

Messwert - Zielwert
Unrichtigkeit (%) = ( ) x 100

Zielwert

2.3.2 Untersuchungen zur Prézision:

Zur Ermittlung der Prazision in Serie wurden drei unterschiedliche Vitamin C-
Konzentrationen (14, 58 und 100 ymol/l) im Plasma jeweils mindestens zehn Mal in einer
Messreihe gemessen.

Um die Tag-zu-Tag-Prazision zu ermitteln, wurden zwei unterschiedliche Vitamin C-
Konzentrationen (95 pmol/l in Serum; 112 pmol/l in Lithium-Heparinplasma) an drei
aufeinander folgenden Tagen gemessen.

Aus den erhaltenen Werten wurden Mittelwert, Standardabweichung und der
Variationskoeffizient berechnet. Der Variationskoeffizient (VK) wurde mit Hilfe folgender

Formel berechnet:

Standardabweichung
VK (%) = ( ) x 100
Mittelwert

2.3.3 Untersuchungen zur Nachweis- und Bestimmunsggrenze:
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Die Nachweisgrenze wurde durch 20-malige Messung einer Blindprobe ohne
nachweisbare Vitamin C-Konzentration bestimmt. Dazu wurde eine Plasmaprobe
verwendet, die 5 Tage bei Raumtemperatur ohne besonderen Lichtschutz gelagert
worden war. Aus den gemessenen Konzentrationen innerhalb der Retentionszeit der L-
Ascorbinsaure (Rauschen der Basislinie) wurden Mittelwert und Standardabweichung des
Blindwertes berechnet. Die Nachweisgrenze wurde mit der Formel

Nachweisgrenze = X, + 3+ SD,
berechnet, wobei X, fir den Mittelwert, SD;, flir die Standardabweichung des Blindwertes
steht.
Die Bestimmungsgrenze wurde ebenfalls mit Hilfe des Blindwertes nach folgender
Formel berechnet:

Bestimmungsgrenze = X, + 9 * SD,

2.3.4 Untersuchungen zur Linearitét der Ascorbinsduremessung:

Zur Untersuchung der Linearitat der Vitamin C-Messung wurde eine Stammldésung mit
einer Vitamin-C-Konzentration von 700 umol/l hergestellt, die in 10 Schritten jeweils 1:1
mit ascorbinsdurefreiem Poolplasma verdunnt wurde. Nach Analyse der verdunnten
Proben wurden die Peakflachen und die daraus berechneten Konzentrationen

verglichen.

2.4 Methodenanwendung: Referenzwertermittlung und Untersuchungen zur
Vitamin C-Kinetik

2.4.1 Referenzwerte:

Fur die Referenzwertermittiung wurden Proben von Blutspendern verwendet, da diese
aufgrund fehlender Krankheitsanzeichen, der negativen Serologie, des unauffalligen
Blutbildes, physiologischer Leberenzyme, des kérperlichen Status und der Anamnese mit
hoher Wahrscheinlichkeit als gesund gelten dirfen.

Fir die Erstellung der Referenzwerte wurden daher Serumproben von 150 Blutspendern
verwendet, denen mit ihrer Zustimmung zur Kontrolle der Ferritinkonzentration im
Zentrallabor Blut frisch abgenommenen worden war. Unmittelbar anschlieRend an die
Blutentnahme wurden Aliquote fiir die Ascorbinsaurebestimmung sofort auf Eis gelegt
und lichtgeschutzt aufbewahrt. Innerhalb von 45 Minuten wurden die Proben zentrifugiert,
prazipitiert, stabilisiert und bis zur Messung bei —20° C eingefroren.

Das Spenderkollektiv umfasste 55 Frauen und 95 Manner im Alter von 18 bis 67 Jahren.
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2.4.2 Zeitverlauf der Ascorbinsdure-Konzentrationen nach exogener Zufuhr von Vitamin
C

Um die Vitamin C-Kinetik im menschlichen Organismus zu untersuchen, wurde zwei
gesunden Versuchspersonen (eine mannlich, 28 Jahre; eine weiblich, 27 Jahre) niichtern
Blut abgenommen (t 0), anschliefend wurde der einen 500 mg unmittelbar vor der Gabe
in Leitungswasser geloster L-Ascorbinsaure oral zugefuhrt, dem anderen Probanden
wurde eine Injektionslosung mit 500 mg langsam i.v. gespritzt. 30 Minuten nach der
Vitamin C-Gabe wurde erneut eine Blutprobe entnommen (t 30), ebenso nach 60 (t 60),
90 (t 90), 120 (t 120), 180 (t 180), 240 (t 240), 300 (t 300) Minuten sowie nach 24
Stunden (t 24h).

2.5 Statistische Methoden

Die statistischen Auswertungen wurden mit Hilfe von SPSS fur Windows, Version 14.0
(SPSS Inc., U.S.A.) durchgefihrt. Die Darstellung der kontinuierlichen Variablen erfolgte

als Mittelwerte, wahrend als Streumal die Standardabweichungen gewahlt wurden.

Die kontinuierlichen Variablen wurden mittels des Shapiro-Wilk-Tests hinsichtlich ihrer
Normalverteilung Uberprift. Je nachdem ob die getesteten Variablen eine
Normalverteilung aufwiesen (Shapiro-Wilk-Test: p=0,05) oder keine Normalverteilung
berechnet wurde (Shapiro-Wilk-Test: p<0,05), wurden bei den Mittelwertvergleichen
Tests flr normalverteilte Stichproben und nichtparametrische Tests flir nicht

normalverteilte Stichproben herangezogen.

Beim Vergleich von 2 unabhangigen, normalverteilten Stichproben wurde der t-Test
verwendet, wahrend bei nicht normalverteilten Stichproben der Mann-Whitney-U-Test

als nichtparametrisches Verfahren durchgefiihrt wurde.

Beim Vergleich von mehr als 2 unabhangigen, nicht normalverteilten Stichproben wurde

eine multiple Wilcoxon-Testung durchgefuhrt.
Bei allen durchgefiihrten Tests erfolgte eine zweiseitige Signifikanziberprifung, wobei

fur alle statistischen Tests ein p-Wert < 0,05 als statistisch signifikant angenommen

wurde.
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Zur graphischen Darstellung der Vitamin C-Konzentration des Gesamtkollektivs wurden
Box-and-Whisker-Plots mit SigmaPlot Version 9.0 (Systat Software Inc.) erstellt. Die Box
wird vom ersten und dritten Quartil begrenzt und umfasst 50% der Werte. Die innere
Linie reprasentiert den Median. Die Whiskers erstrecken sich bis zum kleinsten und
groRten Wert, sofern diese keine Ausreiler sind. Ausreifler werden mit einem Punkt

markiert.

Die graphischen Darstellungen der geschlechts- und altersabhangigen Unterschiede
wurden mit SPSS Version 14.0.1 erstellt. Zur Veranschaulichung der Mittelwerte wurden
Fehlerbalken verwendet, wobei als Streumal} aufgrund der grof3en Streuungsbreite die
Standardfehler aufgeflihrt wurden. Die kategorisierten Daten wurden graphisch mit Hilfe

von Balkendiagrammen dargestellt.
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3. Ergebnisse

Im ersten Teil der Arbeit wurde eine publizierte HPLC-Methode zur Vitamin-C-
Bestimmung (Liau et al 1993) im Labor etabliert; diese Methode wurde anschliel3end

optimiert und analytisch validiert.

3.1 Methodenoptimierung und -validierung

3.1.1 Stationére Phase

In der von Liau et al. publizierten Originalmethode wurde eine konventionelle 5 um C18
Reversed-Phase-Saule in Kartuschenform (110 x 4,7 mm) mit Vorsaule eingesetzt (Liau
et al. 1993). In der eigenen Arbeit wurde stattdessen eine Synergi 4um Hydro-RP 80A
150 x 4,6 mm Saule als stationare Phase eingesetzt, die eine bessere Auftrennung
relativ hydrophiler Verbindungen wie der Ascorbinsaure erwarten liel3. Insgesamt wurden
in der Arbeit 1428 Vitamin C-Proben untersucht. Nach 594 Probeninjektionen traten
Probleme beziglich Systemdruck und Auflésung auf, so dass die HPLC-Saule ersetzt
werden musste. Zusatzlich wurde der neuen Saule eine Vorsaule (GuardCartridge)
vorgeschaltet, um sie besser vor Verunreinigungen, z.B. durch Proteine der
Probenmatrix, zu schitzen. Die neue Saule mit GuardCartridge zeigte auch nach 834

Probeninjektionen keinerlei Funktionseinbuf3en.

3.1.2 Mobile Phase

In der Originalvorschrift nach Liau et al wurde ein Puffer der folgenden
Zusammensetzung verwendet: 20 mM Ammoniumdihydrogenphosphat mit 0,015 %
meta-Phosphorsaure. Mit diesem Puffer ergab sich sowohl in der UV- als auch in der
elektrochemischen Detektion eine Retentionszeit von etwa 2 min fir L-Ascorbinsaure bei
einer Gesamtmesszeit von funf Minuten. Der Vitamin C- Peak in der UV-Detektion
erschien unmittelbar nach dem Injektionspeak und wurde von ihm nicht vollstindig
abgetrennt. Dies machte eine korrekte Vitamin C-Konzentrationsberechnung unmaéglich
(s. Abb. 9).

Durch das Einstellen des Puffer-pH auf 2,55 fir die UV-Detektion, bzw. pH 2,95 fir die
ECD verlangerte sich die Retentionszeit des Vitamin C auf etwa 2,6 min, wodurch eine
vollstdndige Abtrennung von vorangehenden Peaks erreicht werden konnte. Die Messzeit
erhohte sich wegen der unterschiedlichen Retentionszeiten der internen Standards von
funf auf sieben in der UV-Detektion und auf neun Minuten in der elektrochemischen

Detektion.
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Abb. 9: Chromatogramm der Vitamin C-Messung mit UV-Detektion nach Liau et al
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Abb. 10: Chromatogramm der Vitamin C-Messung mit UV-Detektion nach Optimierung des

Puffer-pH und Einfihrung eines internen Standards.
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Sample Name: S4
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Abb. 11: Chromatogramm der Vitamin C Messung mit ECD nach Liau et al

Sample Name: S3
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Abb. 12: Chromatogramm der Vitamin C Messung mit ECD nach Liau et al und nach

Optimierung des Puffer-pH und Einfiihrung eines internen Standards.
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Eine Messung der Ascorbinsaure bei einem Puffer-pH von 2,65 in der UV-Detektion
ergab sich eine Retentionszeit von 2,6 min, bei einem Puffer-pH von 3,1 in der ECD auf
2,7 min; die Auflésung wurde dabei im Vergleich zu den Puffer-pHs von 2,55 (UV) und
2,95 (ECD) nicht wesentlich verbessert, die gesamte Messzeit verlangerte sich bei pH
3,1 in der ECD auf 10 min. Fir die weiteren Untersuchungen wurde bei der UV-Detektion

ein Puffer mit einem pH 2,55 verwendet.

3.1.3 Interner Standard

Die Methode von Liau et al. verwendete keine internen Standard. In den eigenen
Untersuchungen wurden deshalb einige der Ascorbinsdure chemisch verwandte
Verbindungen auf ihre Eignung als interner Standard getestet. Die Zugabe von 0,8 mg N-
Methyl-Dopamin, 0,8 mg Gulonsaure-y-lacton, 0,7 mg DL-p-Hydroxyphenylmilchsaure,
0,8 B-4-Hydroxy-3-Methoxyphenylmilchsdure, 0,9 mg 3,4-Dimethyloxyphenylessigsaure
und 1,4 mg Isovanillinsdure zu den Serumproben flihrten zu keinem sichtbaren Peak in
den sieben Minuten der Messzeit, weder mit UV-Detektion bei 245, 255, 265 oder 275
nm, noch mit elektrochemischer Detektion bei 0,7 V.

Nach Zugabe von 0,6 mg 3-Amino-4-hydroxybenzoesaure wurde ein Peak mit einer
Retentionszeit von 3,4 min in der UV-Detektion bei 245 nm sichtbar (s. Abb. 10). Nach
Zugabe von 0,8 mg Hydrochinon erschien bei einer Retentionszeit von 6,3 min in der
ECD bei 0,7 V ein Peak (s. Abb. 12). Beide Verbindungen zeigten einen einheitlichen
symmetrischen Peak mit Beginn von der und Rickkehr zur Nulllinie.

Bei der ECD entstanden im Anschluss Probleme in der technischen Durchfuhrbarkeit.
Allein das haufige Auf- und Abbauen der Referenzelektrode flihrte zum Defekt mehrerer
sensibler Bauteile in der Messzelle, die in Folge mehrfach ausgetauscht werden
mussten. Fir Routinearbeiten erschien die ECD daher zu aufwandig und anfallig
gegenlber technischen Fehlern. Aus diesem Grund wurden alle weiteren Versuche nur
noch mit UV-Detektor durchgefuhrt.

3.1.4 Richtigkeit

Zwei kommerziell erhaltliche Vitamin C-Kontrollen der Firma Chromsystems wurden als
unabhangige Referenz verwendet. Die angegebenen Sollwerte der Kontrollen Chrom 1
und 2, die gemessenen Werte und die statistischen Charakteristika der Messungen sind

in Tabelle 1 und 2 zusammengefasst.
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Tab. 1: Chrom1

Sollwert 35,6 pmol/l Sollwert 124,6 pmol/l
(28,5-42,7 pmol/l) (99,2-149 pmol/l)

Gemessen (X) 32,6 umol/l Gemessen (X) 117,4 pmol/l

Unrichtigkeit (%) 8,4 Unrichtigkeit (%) 57

Tab. 2: Chrom2

Weiterhin wurden zwei selbst hergestellte Vitamin C-Plasma-Kontrollen jeweils zweimal
gemessen. Die aus der Einwaage von Vitamin C errechneten Sollwerte der Kontrollen 1
und 2, die gemessenen Werte und die gefundene Unrichtigkeit sind in den Tabelle 3 und

4 zusammengefasst.

Sollwert 14,47 Sollwert 57,91
Gemessen (X) 14,458 Gemessen (X) 57,93
X 14,468 X 57,92
S 0,0141 S 0,0113
Unrichtigkeit (%) 0,01 Unrichtigkeit (%) 0,02

Tab. 3: Werte der Kontrolle 1 Tab. 4: Werte der Kontrolle 2

3.1.5 Prézision

Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse wurde durch Bestimmung der Prazision in der
Serie und von Tag zu Tag ermittelt.

Fir die Bestimmung der Unprazision in der Serie wurden die Kontrollen S2 (14 umol/l)
und S4 (58 ymol/l) jeweils 20 mal, die Kontrolle S5 (100 ymol/l) zehn mal gemessen.

Der Variationskoeffizient in den Serienversuchen lag bei 0,7 % fur die Kontrolle S2, bei
0,05 % fir die Kontrolle S4 und bei 0,7 % flr die Kontrolle S5.

Die Prazision von Tag zu Tag wurde mit Hilfe einer Plasmakontrolle (Mittelwert: 103
pmol/l) und einer Serumkontrolle (Mittelwert: 91 umol/l) ermittelt, die an drei aufeinander
folgenden Tagen gleichartig vorbereitet und gemessen wurden.

Fur die Tag-zu-Tag-Prazision lag der Variationskoeffizient fir die Plasmakontrolle bei 8,2

%, fur die Serumkontrolle bei 4,2 %.

3.1.6 Nachweisgrenze
Eine Vitamin C-freie Plasmaprobe wurde als Blindprobe 20 Mal gemessen. Rechnerisch
ergab sich eine Nachweisgrenze von 0,55 ymol/l und eine Bestimmungsgrenze von 2,22

pmol/l.
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3.1.7 Linearer Messbereich

Zur Kalibration der HPLC-Methode zur Vitamin-C-Bestimmung wurden die gemessenen
Peakflachen gegen die bekannten Vitamin C-Konzentrationen der Kalibratoren
aufgetragen. Die so erhaltene Kalibrierfunktion wurde visuell auf Ausreif3er und Linearitat
untersucht. Die Messung war linear von 2 -700 uymol/l (Abb. 13). Proben mit héherer
Vitamin-C-Konzentration wurden im Verhaltnis 1 : 9 mit mobiler Phase verdinnt und

dann erneut gemessen.

Hame: Vitamin C
250000 — \ ~ RE= 3,1lmin
| 1% R=20,9967
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] A 3,106e-003
3.5, 0,000e+000

150000 E B 5 0,000+000

=

100000 7

50000 &

0L,
7r’r|'l'1][ll’[ﬂ1TTrﬂT!T:‘wV'|'ﬂTl' LA ,
010 20 300 40 500 60 700

Concentration (Other)

Abb. 13: Kalibriergerade mit Verhaltnis von Vitamin C-Konzentration (x) zu Peakflache (y)

3.1.8 Stabilitét der Vitamin C-Proben

In Serum und Lithium-Heparinplasma zeigte sich bei Raumtemperatur ein
Ascorbinsaureverlust von weniger als 10 % innerhalb von 24 h. EDTA-Plasma hingegen
zeigte trotz Stabilisans und Lagerung bei —20° C bereits nach 24 h einen Vitamin C-

Verlust von Uber 50 %, bei Raumtemperatur oder 4° C sogar 90 % in der Probe.
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Vitamin C-Konzentration in EDTA-Plasma bei
unterschiedlichen Lagerungsbedingungen
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—0— EDTA-Plasma +MPA/PCA bei RT
—u— EDTA-Plasma bei 4°C

—o— EDTA-Plasma + MPA/PCA bei 4°C
—a— EDTA bei -20°C

—as— EDTA+MPA bei -20°C

Abb. 14: Einfluss unterschiedlicher Lagerungsbedingungen auf die Stabilitat der Vitamin C-

Konzentration in EDTA-Plasma (RT = Raumtemperatur).
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Vitamin C-Konzentrationen in Li-Heparinplasma
bei unterschiedlichen Lagerungsbedingungen
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—a— Li-Heparin bei 4°C

—o— Li-Heparin + MPA/PCA bei 4°C
—— Li-Heparin bei -20°C

—— Li-Heparin+MPA bei -20°C

Abb. 15: Einfluss unterschiedlicher Lagerungsbedingungen auf die Stabilitat der Vitamin C-
Konzentration in Lithium-Heparin-Plasma (RT = Raumtemperatur).

Ascorbinsaure war am stabilsten in Serum und Lithium-Heparinplasma. Durch Zugabe
des beschriebenen Stabilisans mit meta-Phosphorsaure und Einfrieren der Probe bei —
20° C, war Vitamin C mindestens 35 Tage ohne signifikante Verluste lagerbar.
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Vitamin C-Konzentration in Serum bei
unterschiedlichen Lagerungsbedingungen
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—o— Serum + MPA/PCA bei 4°C
—a— Serum bei -20°C

—&— Serum+MPA bei -20°C

Abb. 16: Einfluss unterschiedlicher Lagerungsbedingungen auf die Stabilitdt der Vitamin C-
Konzentration in Serum (RT = Raumtemperatur).

Ohne den Zusatz von meta-Phosphorsaure hingegen sank die Asorbinsaurekonzentration
nach wenigen Tagen auf weniger als die Halfte der urspriinglichen Konzentration.
Bei 4° C und bei Raumtemperatur waren nach 21 Tagen keine Ascorbinsdure in der

Probe mehr messbar. Allein im Heparin-Plasma war nach drei Wochen noch etwa 20 %
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der anfanglichen Konzentration nachweisbar, wenn der Probe meta-Phosphorsaure

zugegeben worden war.

3.1.9 Messung von Urin- und Liquorproben

Die Messung von Ascorbinsaurekonzentrationen war sowohl in Liquor- wie auch in
Urinproben mdglich. Probenvorbereitung und Methode waren identisch zur Aufarbeitung
von Plasma- und Serumproben.

Das Vitamin C hatte in der Liquorprobe eine Retentionszeit von 2,9 min und zeigte sich
als sauberer Peak ohne Uberlagerung durch andere Verbindungen. Auch der interne
Standard 3-Amino-4-hydroxybenzoesaure wurde nach einer Retentionszeit von 4 min

stérungsfrei sichtbar.
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Sample Name: Liquor St (57,9 pmol/l)

Vial Number: 2 Vial Type: UNK
Volume: 10,0 ul Injection from this vial: 1 of 1
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Abb. 17: Chromatogramm einer Vitamin C-Messung in Liquor cerebrospinalis mit 3-Amino-4-
hydroxybenzoesdure als internem Standard.

Auch in Urinproben zeigte sich ein deutlicher Vitamin C-Peak, mit einer Retentionszeit von

2,7 min. 3-Amino-4-hydroxybenzoesdure hingegen schien durch einen anderen Peak

Uberlagert zu werden und konnte in seiner Konzentration nicht klar erfasst werden.
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Sample Name: Urin St (57,9 umol/l)

Vial Number: 5 Vial Type: UNK
Volume: 10,0 ul Injection from this vial: 1 of 1
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Abb. 18: Chromatogramm einer Vitamin C-Messung in Urin mit 3-Amino-4-hydroxybenzoesaure

als internem Standard.

3.2 Methodenanwendung

3.2.1 Referenzwertermittlung
Zur Erstellung der Referenzbereiche wurden Seren von insgesamt 150 Blutspendern im
Alter von 18 bis 67 Jahren untersucht; davon waren 55 weiblich und 95 mannlich.

Abbildung 19 zeigt die Altersverteilung des untersuchten Kollektivs.

48



Haufigkeit (n)

L

0 20

il

Il

Alter (Jahre)
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ob die Messwerte der Vitamin C-

Konzentration des Probandenkollektivs normalverteilt sind. Die Daten zeigten keine

signifikante Abweichung (p < 0,05) von der Normalverteilung. Aus der Streubreite der

gemessenen Vitamin C-Konzentrationen wurden Referenzintervalle abgeleitet.
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Abb.20: Serum-Vitamin C-Konzentration des Gesamtkollektivs

Vit. C in
Gesamtkolle pmol/l
ktiv

Mittelwert 74,01
Median 72,67
SD 22,17
Minimum 17,6

Maximum 142,45
Quantil 2,5 25,11

Quantil 97,5 119,83

Die ermittelten Messwerte wurden zu Mittelwert, Median und Standardabweichung

zusammengefasst. Die Referenzwerte wurden auf der Grundlage des 2,5% - 97,5%
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Quantils (Xz5 — Xo7s) definiert. Darlber hinaus wurden Minimum und Maximum
berechnet. Die Konzentrationsverteilung der Ascorbinsdure im Serum sowie die
entsprechenden statistischen Kenngrof3en sind in Form von Boxplots in Abbildung 20

dargestellt.

3.2.1.1 Untersuchung auf alterspezifische Unterschiede

Zur Beurteilung mdoglicher altersabhangiger Unterschiede der Vitamin C-
Serumkonzentration wurde das Gesamtkollektiv in drei Altersgruppen unterteilt (siehe
Abb. 21).
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<30 (n=67) 31-50 (n=63) >50 (n=20)

Alter (Jahre)
Abb. 21: Altersgruppierung des Gesamtkollektivs (n=150)

Um signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen erfassen zu kénnen, wurde jede
Gruppe mit jeder verglichen. Mittels Shapiro-Wilk-Test wurde Gberprift, ob eine normale
Alters- und Konzentrationsverteilung in den einzelnen Gruppen vorliegt. Eine normale

Altersverteilung lag nur in den Gruppen 18-30 Jahre und 51-67 Jahre vor (p > 0,05).

50



160

140 - i
>
™
E 120 - :
£ ° °
C
© 100 A
S 80 A
N
C
N
: 1
E 40 . ¢
> ° °
20 - ° °
0 T T T

18-30 Jahre (n = 67) 31-50 Jahre (n = 63) 51-67 Jahre (n = 20)

Abb. 22: Serum-Vitamin C-Konzentration des Gesamtkollektivs nach Altersgruppen

Die Messwerte der Vitamin C-Konzentration waren in allen drei Gruppen normalverteilt.
Da jedoch grofRe Unterschiede bezlglich der Probandenzahl in den einzelnen Gruppen
bestanden (siehe Abb. 22), wurde der nichtparametrische Mann-Whitney-U-Test dem t-
Test als robusteres Testverfahren vorgezogen.

Zwischen den in den drei Altersgruppen Ascorbinsaurekonzentrationen konnten bei
multipler Wilcoxon-Testung keine signifikanten Unterschiede nachgewiesen werden
(Tab. 5).

Alter (Jahre) Alter (Jahre) p-Wert
Wilcoxon <30 31-50 0,056
31-50 > 50 0,121
<30 > 50 0,686

Tab. 5: Ergebnisse der multiplen Wilcoxon-Testung der gemessenen Vitamin C-Konzentration
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3.2.1.2 Untersuchung auf geschlechtsspezifische Unterschiede

In Abbildung 23 ist die Geschlechterverteilung im untersuchten Kollektiv dargestellt.
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Abb. 23: Geschlechterverteilung des Gesamtkollektivs (n=150).

Es wurden bei der Untersuchung auf geschlechtsspezifische Unterschiede die Vitamin

C-Serumkonzentrationen der mannlichen Probanden mit denen der weiblichen

verglichen.
Weibliche Vit. Cin
Probanden pmol/l
160 (n=55)
Mittelwert 81,9
— 140 * Median 80,61
g . . SD 23,47
3 120 A Minimum 21,63
£ f $ Maximum 142,45
S 1001 Quantil 2,5 23,9
g T Quantil 97,5 136,0
S 801
c
2 Mannliche Vit. C in
o # Probanden pmol/l
< # (n=95)
S o Mittelwert 69,61
g s ° Median 69,33
20 1 s SD 20,23
Minimum 17,5
0 T T Maximum 125,22
weiblich (n = 55) mannlich (n = 95) Quantil 2,5 23,07
Quantil 97,5 116,42

Abb. 24: Serum-Vitamin C-Konzentration getrennt nach Geschlecht und ermittelte
geschlechtsspezifische Referenzwerte
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Im Shapiro-Wilk-Test zeigte sich eine Normalverteilung der Messwerte, daher wurde der
t-Test verwendet.

Frauen zeigten signifikant héhere Serum-Ascorbinsdurekonzentrationen als Manner (p =
0,001).

Zusatzlich wurden die Vitamin C-Konzentrationen von Frauen und Mannern zwischen 18
und 50 Jahren und Frauen und Mannern zwischen 51 und 67 Jahren miteinander
verglichen. Zwar lag im Shapiro-Wilk-Test eine Normalverteilung der Messwerte in allen
Gruppen vor, da jedoch insbesondere die altere Gruppe (Altersgruppe 51-67 Jahre,
bestehend aus zehn mannlichen und vier weiblichen Probanden) im Vergleich zur
jungeren Gruppe nur sehr wenige Probanden beinhaltete, wurde der Mann-Whitney-U-

Test als robusteres Testverfahren statt des t-Testes gewahlt.

Weibliche Vit. C in
Probanden Hmol/l
160 (n=46)
Mittelwert 80,87
140 4 . Median 79,08
SD 24,67
3 120 ° [ Minimum 21,63
£ T H Maximum 142,45
£ 100 ¢ Quantil 2,5 22,76
5 T Quantil 97,5 | 139,22
S &0
T
g 60 Minnliche Vit. C in
X # Probanden umol/l
° ., * (n=82)
= 0 A n
> o e Mittelwert 69,42
Median 69,11
i [ ] )
20 s ) 20,16
0 Minimum 17,6
weiblich (n=46) mannlich (n=82) Ql\:ljaa):::rrznjs 12215,’8262
Quantil 97,5 117,89

Abb. 25: Serum-Vitamin C-Konzentrationen und ermittelte Referenzwerte getrennt nach

Geschlecht in der Altersgruppe 18-50 Jahre
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Weibliche Vit. C in
Probanden pmol/l
120 (n=7)
Mittelwert 88,72
L4 Median 91,35
- 100 SD 12,25
° Minimum 71,96
g T Maximum 102,15
£ Quantil 2,5 71,95
S 807 Quantil 97,5 102,15
©
£ 601 Ménnliche Vit. Cin
X Probanden pmol/l
o (n=13)
g 5. Mittelwert 70,76
Median 72,68
SD 21,48
* Minimum 26,43
2 — — Maximum 109,67
weiblich (n=7) mannlich (n=13) Quantil 2,5 26,43
Quantil 97,5 109,67

Abb. 26: Serum-Vitamin C-Konzentrationen und ermittelte Referenzwerte getrennt nach

Geschlecht in der Altersgruppe 51-67 Jahre

Signifikante Unterschiede in der Serum-Ascorbinsaurekonzentration fanden sich
zwischen den Geschlechtern nur in der Altersgruppe 18-50 Jahre (p = 0,005), zwischen
den Vitamin C-Konzentrationen von Mannern und Frauen >50 Jahre konnten keine

signifikanten Unterschiede (p = 0,081) nachgewiesen werden (s. Abb. 25 und 26 ).

3.2.2 Vitamin C-Kinetik

Zur Untersuchung der Ascorbinsaurekinetik wurde einer gesunden mannlichen
Versuchsperson (28 Jahre) 500 mg Ascorbinsdure oral verabreicht, einer gesunden
weiblichen Probandin (27 Jahre) wurden 500 mg Ascorbinsaure intravends appliziert.
Nach oraler Einnahme von 500 mg Vitamin C stieg der Ascorbinsaure-Plasmaspiegel
langsam und kontinuierlich an und erreichte ein Maximum von etwa 130 pmol/l nach etwa
75 Minuten. Der weitere Verlauf der Vitamin C-Konzentration bis zu 5 Stunden nach

Einnahme bewegte sich im Bereich 100-120 pmol/I.

54



Vitamin C Kinetik 500 mg p.o.
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Abb. 27: Vitamin C-Plasmakonzentrationsverlauf nach oraler Einnahme von 500 mg Ascorbinsaure.
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Abb. 28: Verlauf der Vitamin C-Plasmakonzentration nach intravenéser Gabe von 500 mg

Ascorbinsaure.

Nach intravendser Applikation von Ascorbinsdure zeigte sich nach 15 Minuten ein

schneller Anstieg der Vitamin C-Plasmakonzentration auf 270 umol/l. Es folgte ein
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rascher Abfall innerhalb von 45 Minuten auf ein Konzentrationsplateau von 100-120

pmol/l.
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4. Diskussion

In der Literatur sind viele chromatographische Methoden zur Messung der Ascorbinsaure
im Blut beschrieben, jedoch sind Angaben bezlglich der Validierung, die Grundlage
reproduzierbarer Ergebnisse, haufig unvollstdndig (Bode und Rose 1988, Hatch und
Sevanian 1984, Liau et al 1993). Obwohl die leichte Oxidierbarkeit der Ascorbinsaure zu
Dehydroascorbinsdure hinreichend bekannt ist, verzichten viele Autoren auf
systematische Untersuchungen zur Stabilitdt der Vitamin C-Konzentrationen in den
Proben (lriyama et al 1994, Hatch und Sevanian 1984, Tanishima und Kita 1993, Ross
1994). Auch geschlechtsspezifische Referenzwerte werden haufig nicht oder nur mit
einer sehr geringen Probandenanzahl ermittelt (Iwase und Ono 1994, Liau et al 1993,
Nagi und Degrell 1989, Ross 1994). In der eigenen Arbeit wurde der Versuch
unternommen, diese Defizite anlasslich der Etablierung und Optimierung einer HPLC-
Methode zur Bestimmung von Vitamin C im Zentrallabor des UK S-H am Campus Libeck

zu beheben.

4.1 Methodenoptimierung

Liau et al beschreiben in ihrer Methode eine ungenligende Abtrennung des Vitamin C-
Peak vom Injektionspeak in der elektrochemischen Detektion wie in der UV-Detektion
(Liau et al 1991), was eine korrekte Konzentrationsbestimmung erschwert. Dies konnte
durch Senkung des Puffer-pH von 2,95 auf 2,55 in der UV-Detektion verbessert werden,
da die Retentionszeit der Ascorbinsdure hierdurch deutlich verlangert wurde (von 2 min
auf 2,6 min).

Als interner Standard wurde 3-Amino-4-hydroxybenzoesaure (Retentionszeit 3,4 min) fur
die UV-Detektion, bzw. Hydrochinon (Retentionszeit 6,3 min) fiur die ECD eingesetzt. Die
anderen Substanzen zeigten in den sieben Minuten der Messung keinerlei erkennbaren
Peak oder eluierten bereits im Totvolumen von der Sdule und konnten somit von anderen
Verbindungen nicht abgetrennt werden.

Die Richtigkeit der Messung von Vitamin C-Proben wurde in der Originalarbeit mit >100
% angegeben, was bedeutet, dass hohere Konzentrationen erfasst wurden, als eigentlich
in der Probe enthalten waren. Durch die Verwendung von Vitamin C-freiem Serum als
Verdinnungsmedium der Standards in der vorliegenden Arbeit statt des urspriinglich
verwendeten Puffers ergab sich eine Unrichtigkeit von 0,013 % fiur die Kontrolle 1 und
0,017 % fur die Kontrolle 2. Die Wiederfindung (berechnet als Prozentsatz des Mittelwert
der gemessenen Konzentration vom Sollwert) betrug dabei fir die Kontrolle 1 99,91 %,

fir die Kontrolle 2 100,03 %.
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Bezlglich der Imprazision in Serie wurden mit Variationskoeffizienten von 0,7 %, bzw.
0,05 % bei mittleren Konzentrationen von 14, 58 und 100 pymol/l gute Ergebnisse erzielt.
Die Ergebnisse der Tag-zu-Tag-Imprazision lagen mit 4,2 % fur Serumproben und 8,2 %
fur Plasmaproben in einem Bereich, den auch andere Autoren beschreiben (Chung et al
2001, Tanishima et al 1992).

Auch die von Liau et al angegebene Nachweisgrenze von 120 ng/ml deckt sich gut mit
den eigenen Ergebnissen von 96,8 ng/ml (0,55 umol/l), die Bestimmungsgrenze lag bei
2,22 umol/l. Die Linearitat der Messung, bei Liau et al mit 2-113 ymol/ angegeben (Liau
et al 1993), in der vorliegenden Arbeit aber mit 2-700 umol/l ermittelt, deckt die
relevanten Grenzwerte fir moderaten (< 28 pmol/l) und deutlichen (< 11 ymol/l) Vitamin
C-Mangel ebenso ab wie die Referenzbereiche im Plasma (25-120 ymol/l). Auch héhere
Plasmakonzentrationen, wie sie bei intravenéser Gabe von (Ublichen L-
Ascorbinsauredosen auftreten kdnnen, sind in diesen Bereich einzuordnen (Padayatty et
al 2000). Somit konnte die Linearitat der Messung im bendtigten Messbereich bestatigt
werden.

Anders als vielfach angenommen (Kutnik et al 1987, Liau et al 1991, Iwase und Ono
1994, Ross 1994), konnte in unserem Stabilitadtsexperiment keine verbesserte Haltbarkeit
durch Zusatz von EDTA demonstriert werden. Tatsachlich zeigte sich ein rapider Abfall
der Vitamin C-Konzentration bei Raumtemperatur, bei 4° C sowie bei -20° C, mit und
ohne Zusatz von MPA.

Kutnik et al und Nagy und Degrell dokumentierten eine verlustfreie Lagerung der Vitamin
C-haltigen Proben durch Zusatz von meta-Phosphorsdure in EDTA-Plasma bei -20° bzw.
-34 ° C Uber den Zeitraum von drei Wochen (Kutnik et al 1987, Nagy und Degrell 1989).
Im Gegensatz dazu geben andere Autoren eine Haltbarkeit von nur wenigen Tagen an
(Iriyama et al 1984, Bode und Rose 1988, Liau et al 1991, Tanashima und Kita 1994,
Iwase und Ono 1994). Auch eine Stabilitit der Proben von mehreren Jahren wird
beschrieben, beispielsweise durch Lyophilisation (Margolis und Duewer 1996) oder
Einfrieren bei —196° C (Jenab et al 2005), was jedoch mit hohem technischem Aufwand
verbunden ist.

Den eigenen Untersuchungen zufolge (Abb. 15 und 16) ist die Zugabe von meta-
Phosphorsaure in der vorliegenden optimierten Methode ein praktikabler und
zuverlassiger Weg zur Stabilisierung der Vitamin-C-Proben in Serum und

Lithiumheparinplasma.

4.2 Grenzen der Methode
Die vorliegende Methode dient der Bestimmung von Ascorbinsdurekonzentrationen in

Plasma und Serum, eine Messung von Dehydroascorbinsaure oder anderen Vitamin C-
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Derivaten ist hingegen nicht mdglich. In neueren Studien wurde darauf hingewiesen,
dass Dehydroascorbinsaure in humanem Plasma nur in Spuren vorkommt und in
groBeren Konzentrationen ein Artefakt ist, das durch die Probenbehandlung mit
bestimmten Sauren auftritt. Von den am haufigsten verwendeten Sauren bei der
Reversed-Phase HPLCMessung des Vitamin C sorgt nur die meta-Phosphorsaure fir ein
geringeres Auftreten von Dehydroascorbinsdure nach der Stabilisation (Koshiishi et al
1998), weshalb sie auch in der optimierten Methode verwendet wird.

Da der Transport des Vitamin C in die Zelle durch hohe Glucosekonzentrationen im Blut
gehemmt wird, kdnnen durch Messung der Plasmaascorbinsdurekonzentration nur
bedingt Aussagen zum Vitamin C-Status von Patienten gemacht werden, die Uber
langere Zeitrdume an Hyperglykamie leiden. Wahrend bei normoglykdmen Menschen die
zellularen Ascorbinsaurekonzentrationen eng mit den Plasmakonzentrationen korrelieren,
kann bei chronisch hyperglykdmen Personen die Plasma-Ascorbinsdurekonzentration im
Normbereich liegen, die Konzentration in den Zellen dagegen stark vermindert sein. Bei
Auftreten eines solchen zellularen Skorbuts entsteht bei alleiniger Bestimmung der
Plasmakonzentration demnach eine diagnostische Liicke (Cunningham 1998, Yamada et
al 2004).

4.3 Referenzwerte

Mit der optimierten Methode wurden geschlechtsspezifische Referenzwerte fiir ein
Blutspenderkollektiv (95 mannliche, 55 weibliche Probanden) im Alter von 18-67 Jahren
erstellt. Es zeigten sich dabei signifikant hohere Vitamin C-Plasmakonzentrationen bei
Frauen als bei Mannern, eine Beobachtung, die auch in anderen Arbeiten gemacht wurde
(Brook und Grimshaw 1968, Wrieden et al 2000). In der Altersgruppe von 51-67 Jahren
war der Unterschied der Plasmakonzentration zwischen den Geschlechtern nicht mehr
signifikant.

Allgemein sind die ermittelten Referenzwerte von 24-136 pymol/l fur Frauen und 23-116
pmol/l fir Manner im Vergleich mit den in der Literatur angegebenen Werten von 30-50
pmol/l (Lutsenko et al 2002, Hampel et al 2004, Wrieden et al 2000, Johnston et al 1998)
relativ hoch. Dies kdénnte zum einen an der Probandenauswahl liegen; es wurden
gesunde Blutspender einer bestimmten Altersgruppe untersucht. Hinzuzufligen ist auch,
dass es sich nicht um eine Nlchternprobenabnahme handelte, was jedoch in anderen
Studien ebenso der Fall war (Myint et al 2008, Wrieden et al 2000, Brook et al 1968).
Zusatzlich erfolgte eine sorgfaltige, zeitnahe Probenaufarbeitung mit dem Vitamin C
angemessenen Stabilisierungsmalinahmen; die Lagerung der Proben bis zur

Aufarbeitungerfolgte auf Eis und lichtgeschiitzt. Zum anderen wurden die Vitamin C-
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Konzentrationen mit Hilfe der vorliegenden optimierten Methode mit hoher Prazision und
Richtigkeit erfasst.

4.4 Kinetik

Wie erwartet und in der Literatur beschrieben, waren durch intraventése Gabe von
Vitamin C hdéhere Plasmakonzentrationen erreichbar als durch orale Verabreichung.
Riordan et al und Padayatty et al beschreiben mégliche Werte von iber 10000 umol/l
(185 mg/dl), eine Konzentration, die durch orale Aufnahme nicht erreicht werden kann
(Riordan et al 1995, Padayatty et al 2004). In den vorliegenden Versuchen konnte
unmittelbar nach der Verabreichung von 500 mg i.v. eine maximale Konzentration von
270 umol/l erfasst werden. Danach sank die Vitamin C-Konzentration im Plasma
innerhalb einer Stunde auf einen relativ (gleich bleibenden) konstanten Wert von etwa
100 pmol/l ab.

Wahrend sich die Vitamin C-Kinetik bei intravenéser Applikation durch einen raschen
Anstieg sowie einen raschen Abfall der Konzentration im Plasma auszeichnete, stieg die
Konzentration nach oraler Gabe langsamer an. Erst nach 75 Minuten erreichte sie ihre
maximale Konzentration bei 127 pmol/l und sank dann ebenfalls auf ein
Konzentrationsplateau von etwa 100 umol/l.

Die Beobachtungen von Levine et al, die ein Konzentrationsmaximum unmittelbar nach
intravendser Gabe mit nachfolgendem Abfall auf ein Konzentrationsplateau innerhalb der
ersten zwei Stunden beschreiben, sind ebenso gut mit den vorliegenden Ergebnissen
vereinbar wie die Beobachtung, dass das Konzentrationsplateau bei oraler Gabe erst
nach eineinhalb bis zwei Stunden nach Applikation erreicht wird.

Dabei interpretieren Levine et al das Plasmaplateau als Ausdruck der zellullaren Vitamin-
C-Sattigung, fur die bereits eine Dosis von 100 mg ausreichend ist. Erst eine Vitamin C
Aufnahme von dber 100 mg/d flhrte in ihren Versuchen zu einer renalen Ausscheidung.
Gleichzeitig beschreiben sie einen linearen Konzentrationsanstieg bis zum Erreichen
eines Plasmaplateaus sowie eine Bioverfiigbarkeit von 100 % bei einmaliger Gabe von
200 mg Ascorbinsaure pro Tag. Bei Einzeldosen von 500 mg oder mehr sank die
Bioverfugbarkeit und der Uberwiegende Anteil wurde renal eliminiert (Levine et al 1996,
2001).

4.5 Einsatzmdéglichkeiten
Die fiur das Zentrallabor optimierte Methode zur Bestimmung des Plasma-Vitamin C
eignet sich inshesondere flr die Forschung, kann jedoch auch in der klinischen Routine

Anwendung finden. Obgleich der manifeste Vitamin C-Mangel in Mitteleuropa und
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Nordamerika selten geworden ist, werden in der Literatur immer wieder schwere Falle
beschrieben, deren Ursache meist Uiber lange Zeit nicht erkannt wurde (Fain et al 1998,
Cohen und Paeglow 2001). Da viele Skorbutsymptome unspezifisch sind und haufig, vor
allem bei multimorbiden Patienten, anderen Erkrankungen zugeordnet werden, kann eine
Messung der Ascorbinsaurekonzentration im Plasma hilfreich sein.

Auch der Ascorbinsaurespiegel von Hamochromatose-Patienten, die ihren Vitamin C-
Konsum einschranken, um die enterale Eisenaufnahme gering zu halten, kann Gberprift
und bei akutem Mangel durch intravendse Applikation angehoben werden.

Eine Messung von Vitamin C-Plasmaspiegeln kann auch bei Dialysepatienten sinnvoll
sein, da einerseits durch die Hamofiltration Ascorbinsdure verloren gehen und
andererseits Uberschussiges Vitamin C nicht Uber die Nieren ausgeschieden werden
kann (Chazot et al 2001, Morena et al 2002). Deicher et al weisen darauf hin, dass
Hamodialysepatienten mit niedrigen Vitamin C - Plasmaspiegeln ein deutlich erhéhtes
Risiko flur kardiovaskuldre Morbiditdt und Mortalitat besitzen. In ihrer Arbeit beschreiben
sie ein 3,9-fach erhohtes Risiko flr Dialysepatienten mit Ascorbinsaurespiegeln < 32
pmol/l einen Hirn- oder Herzinfarkt zu erleiden gegenliber solchen mit Vitamin C-

Plasmakonzentrationen > 60 ymol/l (Deicher et al 2005).

4.6 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde die von Liau et al beschriebene Methode zur Messung
von Ascorbinsaure im Plasma bezlglich ihrer Leistungsparameter fur Routine und
Forschung optimiert. Weitere Versuche sind noétig, um die Stabilitdt der Proben bei
Langzeit-Lagerung zu charakterisieren. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass mit der
vorgestellten Methode prinzipiell neben der Konzentrationsbestimmung in Serum und
Plasma auch eine Messung der Vitamin-C-Konzentration in Urin- und Liquorproben
maoglich ist; systematische Analysen der Ascorbinsaurekonzentrationen in diesen und
anderen biologischen Flussigkeiten wurden aber nicht durchgefuhrt. Nicht zuletzt ware
ein Erstellen von padiatrischen und geriatrischen Referenzwerten und von

NUchternreferenzwerten interessant.
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5. Zusammenfassung

L-Ascorbinsdure spielt eine facettenreiche Rolle im menschlichen Organismus; ihr
Nutzen in Pravention und Therapie vieler Erkrankungen ist derzeit noch wenig
verstanden und aktuell Gegenstand der Forschung.

In der vorliegenden Arbeit wurde die von Liau et al beschriebene RP-HPLC-Methode mit
UV-Detektion zur Messung von Ascorbinsaurespiegeln im Plasma optimiert und an die
Gegebenheiten des Zentrallabors angepasst. Verwendet wurde eine Synergi 4u Hydro-
RP C18 150 x 4,6 mm Saule und eine mobile Phase aus 20 mM Ammoniumdihydrogen-
Phosphat und 0,015 % meta-Phosphorsaure bei einem pH von 2,55, mit 3-Amino-4-
hydroxybenzoesaure als internem Standard. Serum- oder Lithium-Heparin-Proben
wurden mit einem Gemisch aus 10 % meta-Phosphorsaure und 1 % Perchlorsaure
stabilisiert und (ausgefallt) deproteiniert. Die insgesamt siebenminttige HPLC-Messung
erfolgte per UV-Detektion bei 245 nm, bei einer Flussrate von 1ml/min. Die
Retentionszeit der Ascorbinsaure betrug dabei 2,9 min, die des internen Standards 3,4
min. Die optimierte Methode hat eine Nachweisgrenze von 96 ng/ml. Die Unrichtigkeit der
Messung lag konzentrationsabhangig zwischen 0,03 % wund 0,08 %. Der
Variationskoeffizient der Imprazision in Serie betrug konzentrationsabhangig 0,05-0,7 %,
in der Tag-zu-Tag-Imprazision 4,2 % fir Serumproben, 8,2 % flr Plasmaproben. Die
Messung von Ascorbinsaurekonzentrationen war linear von 2-700 umol/l. Die vorliegende
Methode konnte prinzipiell auch fur Liquor- und Urinuntersuchungen modifiziert werden.
Mit 10 % meta-Phosphorsdure und 1 % Perchlorsdure versetzte und bei -20 °C
eingefrorene  Serum- oder Lithium-Heparin-Proben konnten 35 Tage ohne
Konzentrationsverluste gelagert werden. Zur Referenzwerteerstellung wurden
Serumproben von 150 Blutspendern zwischen 18 und 67 Jahren (m: 95, w: 55)
analysiert. Der ermittelte Vitamin C-Plasma-Referenzbereich betrug 25-120 pmol/l.
Frauen hatten dabei signifikant hohere Vitamin C-Plasmaspiegel (24-136 pmol/l) als
Manner (23—116 umol/l). In pharmakokinetischen Untersuchungen zeigten sich deutlich
hohere erreichbare Ascorbinsaure-Plasmakonzentrationen nach intravendser Applikation

von 500 mg Vitamin C als nach oraler Gabe der selben Dosis.
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6. Anhang

Vitamin C|
in umol/l| Peakflache
709,703 230897
354,851 105001
177,425 48452
88,712 21659
44,356 8848
22,178 4307
11,089 2024
5,544 1047
2,772 818
1,386 442
0,693 524
0,346 363
0,173 425

Tab. 6: Tabelle der Werte zur Linearitat der Messung

Kontrolle Kontrolle Kontrolle
S2 S4 S5 Leerprobe

Vitamin C [ Vitamin Cin| Vitamin Cin| Vitamin Cin

in umol/l gmol/I gmol/I pymol/I
14,08 59,48 99,11 -0,483367
14,07 58,12 101,24 -0,0470181
14,16 59,38 100,48 -0,837217
14,12 58,58 99,69 -0,912409
14,05 58,92 98,84 -0,241109
14,15 58,2 99,92 -0,245376
14,07 58,33 100,01 -0,743339
14,12 57,49 99,78 -0,121922
14,02 58,02 99,37 -0,23529
14,13 58,12 99,91 0,153667
14,01 58,11 -0,130809
14,16 58,11 -0,174128
14,04 58,09 -0,04584
13,85 58,14 -0,24801
13,98 58,13 -0,389037
13,88 58,22 -0,376494
14,0 58,29 -0,308737
13,96 58,53 -0,277186
13,8 58,02 0,004963
13,96 57,94 -0,075

Tab. 7: Tabelle mit den ermittelten Werten der mehrfachen Messung der Kontrollen S2,4 und 5

zur Bestimmung der Prazision in Serie sowie Werte der Leerprobe zur Bestimmung der

Nachweisgrenze

Serum
Zeit in Heparinplasma Vitamin C in
Stunden Vitamin C in pmol/I umol/l
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0 112,927 95,4968
24 100,699 88,62
48 96,56 89,225

Tab 8: Tabelle der ermittelten Werte zur Tag-zu-Tag-Prazision

RT RT+MPA 4°C 4°C+MPA -20°C -20°C+MPA
Zeit Vitamin C in| Vitamin Cin| Vitamin Cin| Vitamin Cin| Vitamin Cin| Vitamin Cin
in Tagen umol/l umol/l umol/l umol/l umol/l umol/I
0 108,086 108,086 108,086 108,086 108,086 108,086
1 0 3,65138 0 9,0948 0 15,1899
2 3,65125 4,88897 14,2616
7 0 0 16,0286
14 16,3061
21 12,481
35 12,7222

Tab. 9: Tabelle mit den ermittelten Werten des Stabilitatsversuches mit EDTA-Plasma unter

unterschiedlichen Lagerungsbedingungen.

RT RT+MPA 4°C 4°C+MPA -20°C -20°C+MPA
Zeitin Vitamin C in| Vitamin Cin| Vitamin Cin| Vitamin Cin| Vitamin Cin| Vitamin Cin
Tagen umol/l umol/l umol/l umol/l umol/l umol/I
0 100,699 100,699 100,699 100,699 100,699 100,699
1 0 37,7431 15,0983 65,0466 80,8759 100,699
2 14,6849 2,11743 55,9566 74,1167 96,5643
7 14,3465 0 25,0166 74,6697 95,8965
14 21,0735 7,46957 61,7514 93,6447
21 21,5084 0 62,4434 94,3262
35 0 55,69 91,186

Tab. 10: Tabelle mit den ermittelten Werten des Stabilitatsversuches mit Heparin-Plasma unter

unterschiedlichen Lagerungsbedingungen.

RT RT+MPA 4°C 4°C+MPA -20°C -20°C+MPA
Zeit Vitamin C in| Vitamin Cin| Vitamin Cin| Vitamin Cin| Vitamin Cin| Vitamin Cin
in Tagen umol/I umol/I umol/I umol/I umol/l umol/I
0 88,6262 88,6262 88,6262 88,6262 88,6262 88,6262
1 0,118893 18,2007 43,4039 53,5836 80,3886 88,6262
2 0 2,35319 23,1259 47,7853 84,4726 89,225
7 0 2,67573 14,9399 64,2102 92,1515
14 0 4,67359 75,1112 92,628
21 0 68,4656 93,2474
35 52,9476 91,3441
Tab. 11: Tabelle mit den ermittelten Werten des Stabilitatsversuches mit Serum unter

unterschiedlichen Lagerungsbedingungen.

Proband Geschlecht Alter Vit C Konz 1
(umolll)
1 M 49 95,2584
2 M 24 113,702
3 M 31 20,8279
4 W 24 85,2393
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5 M 21 81,7217
6 M 29 86,776
7 w 31 93,3501
8 w 25 107,003
9 M 64 72,8391
10 w 59 91,3597
11 M 51 88,5922
12 M 22 63,8208
13 M 25 66,1654
14 M 25 46,671

15 M 38 44,1697
16 M 22 58,7676
17 W 40 104,35
18 M 23 58,2787
19 M 27 45,3159
20 w 40 51,0859
21 M 21 112,496
22 W 56 93,645
23 M 36 67,612
24 w 41 53,2278
25 W 39 76,1189
26 M 41 79,7575
27 w 37 28,1184
28 M 45 58,9321
29 M 42 46,5881
30 M 54 109,667
31 M 60 79,639
32 M 26 107,964
33 M 44 82,77

34 w 53 88,4054
35 w 23 100,589
36 M 21 72,3297
37 M 25 125,222
38 M 28 77,708
39 M 44 60,3236
40 w 30 65,3809
11 M 26 77,5053
42 w 23 142,446
43 M 20 118,239
44 M 45 83,3364
45 M 42 90,1709
46 M 21 98,5052
47 M 57 71,8177
48 w 32 21,6286
49 M 22 73,1191
50 w 18 76,8081
51 w 49 64,9667
52 w 32 44,6305
53 M 50 76,6075
54 w 44 102,296
55 M 55 26,4348
56 M 24 65,7664
57 M 20 72,768
58 M 28 93,4234
59 w 32 69,256
60 w 44 48,1483
61 M 42 47,9069
62 M 55 47,4147
63 M 49 73,9383
64 M 39 86,7035
65 W 47 103,771
66 w 29 96,0497
67 w 51 72,6409
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68 M 22 67,2476
69 M 28 68,7298
70 M 38 66,3394
71 M 52 49,8292
72 M 64 74,6985
73 M 26 34,7106
74 M 37 41,5936
75 M 41 67,9941
76 W 31 109,355
77 w 27 84,411

78 w 20 80,6188
79 w 37 75,04

80 W 19 70,271

81 w 29 63,5737
82 w 21 86,1339
83 M 20 87,0655
84 W 25 99,2783
85 M 36 97,249
86 M 47 52,7442
87 M 24 70,262
88 M 26 67,2358
89 w 21 55,1932
90 M 45 72,3438
91 M 30 56,8466
92 W 40 59,8768
93 M 42 53,7187
94 M 45 79,5653
95 M 27 65,0673
96 M 20 63,1192
97 M 37 53,009
98 M 33 68,9168
99 w 23 76,0358
100 M 30 57,6392
101 w 41 115,39
102 M 23 58,2115
103 M 26 66,4722
104 M 62 63,6288
105 M 40 54,5247
106 w 32 72,6649
107 w 23 115,456
108 W 49 63,9378
109 M 28 51,0924
110 M 52 95,1135
111 M 26 17,597
112 W 34 124,031
113 M 28 60,8468
114 w 65 102,151
115 M 19 80,1244
116 W 22 115,562
117 M 25 73,0239
118 M 26 79,4352
119 w 38 69,8152
120 M 45 55,501

121 w 35 71,2183
122 M 42 69,3344
123 M 26 70,3179
124 M 28 91,4565
125 M 29 84,282
126 M 28 74,6484
127 w 24 93,9512
128 W 46 92,117
129 w 48 57,9609
130 w 22 88,8226
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131 M 26 46,4886
132 w 60 71,9579
133 M 35 72,8121
134 M 49 42,3
135 M 27 69,6577
136 M 60 67,6405
137 W 44 75,542
138 M 27 58,9669
139 M 36 71,3347
140 M 21 69,3111
141 w 23 78,6532
142 M 38 92,1295
143 w 32 75,4566
144 w 67 100,938
145 M 37 78,1376
146 w 50 79,513
147 w 47 80,9995
148 M 37 46,6889
149 M 40 35,8882
150 M 59 72,68
Tab. 12: Tabelle der ermitteliten Referenzwerte mit Angabe von Alter und Geschlecht der
Probanden
Proband 2
Proband 1 (p.o.)
(i.v.) Vitamin| Vitamin Cin
Zeitinmin| C in ymol/l ymol/I
0 53,658 71,7715
15 269,79 80,1384
30 202,756 72,1683
45 106,454 87,6044
60 144,122 97,7626
75 147,055 126,554
90 106,655 91,5061
105 115,511 99,0137
120 107,531 106,706
135 123,803 116,079
150 106,543 115,899
165 100,657 112,234
180 110,727 129,282
210 94,3017 112,87
240 92,63 102,912
270 99,2265 104,715
300 91,1674 108,617
1440 66,78 68,0469

Tab. 13: Tabelle mit den Werten der Probanden 1 (500 mg Vitamin C i.v.) und 2 (500 mg Vitamin

C p.o.) zur Untersuchung der Vitamin C-Pharmakokinetik
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