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Zusammenfassung/ Abstract 4

1 Zusammenfassung/ Abstract

Epidemiologische Studien geben Hinweise darauf, dass hoher Teekonsum protektive
Eigenschaften in Bezug auf kardiovaskulare Erkrankungen besitzt. Epigallocatechin-3-
Gallat (EGCG), ein in grunem Tee enthaltenes Catechin, wird nach aktueller
Studienlage fur diese positiven Eigenschaften des grinen Tees verantwortlich gemacht.
Die Mechanismen dieser Wirkung sind bisher wenig bekannt. Gesichert ist, dass EGCG
in vitro antioxidative, antiproliferative, vasodilatatorische und in der Summe

antiatherogene Eigenschaften besitzt.

In dieser vorliegenden Studie wurde evaluiert, wie sich 200 mg bzw. 400 mg EGCG
akut auf die Endothelfunktion von Patienten mit multipler Sklerose (MS) auswirken und
ob es nach einer taglichen Einnahme von 400 mg EGCG uber drei Monate zu
Langzeitverbesserungen kommt. Desweiteren wurde bei einer Subgruppe des MS-
Patientenkollektivs untersucht, ob sich Unterschiede in der basalen Endothelfunktion im

Vergleich zu einer gesunden Kontrolle ergeben.

An 37 Probanden mit schubformig-remittierender Multipler Sklerose wurde in einem
doppel-blinden randomisierten Studiendesign die Endothelfunktion mittels Flow
mediated Dilation (FMD) vor und unter Einnahme von EGCG (n=14) bzw. Placebo
(n=23) zu vier Zeitpunkten evaluiert. Dabei wurde die Zunahme des
Gefallddurchmessers nach Scherkrafteinwirkung gemessen. Analog wurde fur einen
Vergleich zwischen MS und gesunden Probanden die Endothelfunktion einer gesunden

Kontrollgruppe (n=18) ohne Interventionsmalnahme evaluiert.

Bei MS-Patienten zeigten sich akut keine eindeutigen Verbesserungen der FMD durch
EGCG-Gabe bei signifikant erhdhten EGCG-Plasmawerten. Nach 3-monatiger taglicher
EGCG-Einnahme fand sich ebenfalls keine signifikante Verbesserung der FMD.
Daruber hinaus konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen basaler FMD von

MS-Patienten und einer altersgematchten gesunden Kontrollgruppe gefunden werden.

In einem zweiten tierexperimentellen Teil der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung
einer kumulativen EGCG-Gabe (5 yM - 15 yM) auf isolierte vorkontrahierte Aorten von
eNOS™-Mausen im Vergleich zum Wildtyp untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass
EGCG zu einer signifikanten Vasodilatation beim Wildtyp fuhrt, wohingegen eine

Vasodilatation bei eNOS-defizienten Mausen ausbleibt, p=0,001.
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Insgesamt zeigen unsere Ergebnisse keine eindeutige Verbesserung der
Endothelfunktion bei MS-Patienten durch EGCG-Gabe und keine Unterschiede
zwischen der basalen Endothelfunktion von MS-Patienten und einer gesunden
Vergleichsgruppe (beide Ergebnisse jedoch limitiert durch eine geringe Fallzahl). Was
wir eindeutig aufzeigen konnten ist eine durch EGCG-induzierte Vasodilatation im
Aorten-Ringexperiment, die wesentlich von einer intakten NO-Synthase in den

Endothelzellen abhangig ist.

Abstract

Epidemiological studies indicate that high consumption of tea has protective properties
in relation to cardiovascular disease. In current studies, epigallocatechin-3-gallate
(EGCG), a catechin contained in green tea, is made responsible for these beneficial
properties of green tea. The mechanisms of these positive effects are poorly
understood. There is solid data that EGCG has in vitro antioxidant, antiproliferative,

vasodilatory and anti-atherogenic features.

The present study evaluated if 200 mg or 400 mg of EGCG acutely improve endothelial
function in patients with multiple sclerosis (MS) and whether there are long-term
improvements after a daily intake of 400 mg of EGCG over three months. Furthermore,
in a subgroup of MS patients vs. healthy controls, differences in the basal endothelial

function were compared.

At 37 subjects with relapsing-remitting multiple sclerosis we evaluated the endothelial
function by FMD in a randomised controlled trial after intake of EGCG (n=14) or placebo
(n=23) at four time points. We measured the increase in vessel diameter brought about
by shear stress. Similarly, the endothelial function of a healthy control group (n=18) was

evaluated for comparison between MS and healthy volunteers.

We failed to show acute improvements in MS patients by EGCG intake despite
significant increased plasma levels of EGCG. After 3 months of daily EGCG ingestion
there was also no significant improvement in FMD. In addition, no significant differences
between basal FMD of MS patients (n=13) and an age-matched healthy control group
(n=18) could be found.
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In a second part of the present work, we studied the effect of a cumulative dose of
EGCG (5 uM - 15 uM) on isolated precontracted aortic rings of eNOS™-mice compared
to wild type mice. We could demonstrate that EGCG leads to a significant vasodilation

in wild type mice, while vasodilation was absent in eNOS deficient mice, p = 0.001.

Overall, our results show no significant improvement of endothelial function by EGCG in
MS patients, no difference in basal FMD between MS patients and healthy volunteers
(both limited value by a small number of cases) and a statistically significant EGCG -
induced vasodilation in aortic ring experiment, which essentially depends on an intact

NO synthase in endothelial cells.
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2 Einleitung
2.1 Endotheliale Dysfunktion

Herz-Kreislauf-Erkrankungen stellen weltweit die Haupttodesursache dar. Aktuell
sterben jahrlich 17,3 Millionen Menschen an Krankheiten des kardiovaskularen
Systems, das entspricht 30 % aller Todesfalle weltweit (WHO, factsheet N°317). In
Deutschland ist der Anteil mit 40,2 % aller Todesursachen noch groRRer (Datenreport
2013, Statistisches Bundesamt, Kapitel Gesundheit). Gemeinsames Merkmal der Herz-
Kreislauf-Erkrankungen sind atherosklerotisch veranderte Gefalle. In der Atherogenese
gilt die endotheliale Dysfunktion als eine erste funktionelle Manifestation der
Gefallschadigung. Eine endotheliale Dysfunktion liegt bei pathologischen
Konstellationen vor, die mit einem erhohten kardiovaskularen Risiko einhergehen (Marti
et al., 2012).

Allgemein bezieht sich der Begriff der endothelialen Dysfunktion auf eine verminderte
Bioverfugbarkeit von Stickstoffmonoxid (NO). Sie ist aus diesem Grund oft mit einer
eingeschrankten Fahigkeit zur endothelialen Vasodilatation verbunden. Insgesamt
existiert bei der endothelialen Dysfunktion ein Missverhaltnis zwischen Produktion und
Bioverfugbarkeit von vasodilatatorisch und vasokonstriktiv wirkenden Faktoren
zugunsten einer Vasokonstriktion. Die endotheliale Dysfunktion beinhaltet jedoch auch
ein Defizit anderer Mechanismen, die zur Aufrechterhaltung der vaskularen
Homodostase notig sind. Insgesamt fuhrt diese pathologische Konstellation zur
Initierung bzw. zur Beschleunigung des atherosklerotischen Prozesses (Madden,
2012).

NO aus Endothelzellen ist ein bedeutender Mediator der vaskularen Homodostase.
Gefalltonus, Thrombozytenaggregation und die Proliferation glatter Muskelzellen
werden durch NO reguliert (Widlansky et al., 2003, Deanfield et al., 2007). NO wird vom
Enzym NO-Synthase (NOS) produziert, indem L-Arginin und molekularer Sauerstoff zu
L-Citrullin und NO umgewandelt werden (Alderton et al., 2001). Co-Faktoren dieser
Reaktion sind Tetrahydrobiopterin (BH4), Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD), Flavin-
Mononukleotid (FMN) und Nikotinsaureamid-Adenin-Dinukleotid (NAD) (Thomas et al.,
2008). Die Aktivitat der NOS wird durch die Verfugbarkeit von Substrat (L-Arginin) und
Co-Faktoren sowie durch die Elektronentransferrate bestimmt. Die Verfugbarkeit von

Substrat und Co-Faktoren wird von Sauerstoffverbindungen beeinflusst und kann auf
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diese Weise die NO-Produktion durch NOS vermindern (Bevers et al., 2006). L-Arginin
stellt das Substrat sowohl fur die NO-Synthase als auch fur das Enzym Arginase dar
(Tousoulis et al., 2002). Bei der arteriellen Hypertonie beispielsweise ist in
Endothelzellen die Aktivitat der Arginase zugunsten einer verminderten NO-abhangigen
Vasodilatation durch Mangel an Substrat fur die NOS erhoht. Dieser Umstand resultiert
in einer verminderten NO-abhangigen Vasodilatation (Zhang et al., 2004). Ein ahnlicher
Mechanismus entsteht durch Peroxynitrit (ONOO’) und Wasserstoffperoxid (H203).
Beide Molekule fuhren zu vermehrter Arginaseaktivitat bzw. —expression in
Endothelzellen (Chandra et al., 2012). Eine erhohte Arginaseaktivitat vermindert die L-
Arginin-Verfugbarkeit fur NOS mit folglich reduzierter NO-Bioverfugbarkeit.

Eine Abnahme der NO-Bioverfugbarkeit wird hauptsachlich durch einen beschleunigten
NO-Abbau durch so genannte reaktive Sauerstoff-Spezies (engl. reactive oxygen
species, ROS) verursacht (Hare and Stamler, 2005). Des Weiteren tragen eine
verminderte Expression der endothelialen NO-Synthase (eNOS), ein Mangel an
Substrat oder an Co-Faktoren fur die eNOS sowie Veranderungen im G-Protein-
gekoppelten Signalweg der Endothelzellen zur Abnahme der NO-Bioverfugbarkeit bei
(Popolo et al., 2013).

2.1.1 Rolle der reaktiven Sauerstoff-Spezies

Als reaktive Sauerstoff-Spezies bezeichnet man schadliche Sauerstoffverbindungen.
Dies sind freie Radikale mit einem oder mehreren ungepaarten Elektronen. Zu dieser
Gruppe gehoren u. a. Superoxidanion (Oz’), Wasserstoffperoxid (H202), Hydroxyl-
Radikal (HO"), Hypochlorid-Anion (OCI') und Lipidradikale. Diese Molekule entstehen im
Zusammenspiel mit Sauerstoff und reagieren sehr schnell und aggressiv mit anderen
Verbindungen in ihrer Umgebung. Unter physiologischen Bedingungen wird ihrer
Entstehung durch ein System von Antioxidantien entgegengewirkt. Bei Konstellationen,
die mit einer endothelialen Dysfunktion einhergehen, entsteht jedoch ein Uberschuss an
ROS, der sich nachteilig auf die Zellfunktion auswirkt. Die hochreaktiven Molekule der
ROS neutralisieren das vasodilatatorisch wirksame NO und fluhren so zu einer
verminderten vaskularen NO-Bioverfugbarkeit. Insbesondere bei der Reaktion von
Superoxid-Anion mit NO entsteht das hoch reaktive oxidative Zwischenprodukt

Peroxynitrit (ONOQO"), das die NO-Synthase entkoppeln kann und zu einer Veranderung
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von einem NO-produzierenden zu einem Superoxid-produzierenden Enzym fuhrt
(Munzel et al., 2005, Schulz et al., 2008). Die Oxygenase-Funktion der eNOS wird
dabei durch seine Reduktase-Funktion ersetzt und anstelle von NO wird Superoxid
produziert. Auch ein Mangel an Co-Faktoren fuhrt bei der eNOS zur Entkopplung mit
0.g. Mechanismus. Daher stellt unter diesen Bedingungen die eNOS selbst eine Quelle
fur die ROS-Bildung dar (Forstermann and Munzel, 2006).

In Endothelzellen und glatten Muskelzellen sind weitere Enzymsysteme als Quellen
eines erhohten oxidativen Stresses bekannt. Dies sind die NADPH-Oxidase, die
mitochondrialen Atmungskettenenzyme, die Xanthinoxidase und die Myeloperoxidase
(Brieger et al., 2012). Diese Enzyme fuhren alle zu einem direkten oder indirekten NO-
Katabolismus (via Interaktion mit Superoxid) unter der Bildung von Peroxynitrit (Eiserich
et al., 2002).

In Tiermodellen zur Untersuchung von arterieller Hypertonie, Diabetes und
Herzinsuffizienz wurde die verminderte endothelabhangige Vasodilatation mit dem
verstarkten NO-Abbau durch ROS in kausale Verbindung gebracht. Die ursachliche
Rolle der ROS bei der endothelialen Dysfunktion wurde durch die Akutgabe eines
Antioxidans (hoch dosiertes Vitamin C) in vivo mit einer Verbesserung der
Endothelfunktion gezeigt (Ting et al., 1996, Taddei et al., 1998, Timimi et al., 1998).
Eine verminderte Bioverfugbarkeit von NO durch den erhohten Abbau durch ROS fuhrt
zu einer erhdhten Endothelinproduktion, was einen weiteren Beitrag zur endothelialen
Dysfunktion darstellt (Rossi et al., 2001). Oxidativer Stress fordert daruber hinaus
weitere vasokonstriktorische Mechanismen und fuhrt u. a. zur Aktivierung von Matrix
Metalloproteinasen (MMPs) (Kameda et al., 2003). MMPs sind endogene Enzyme, die
zum Fortschreiten der Atherosklerose und zur Plaqueruptur beitragen (Galis et al.,
1995, Inokubo et al., 2001).

Reaktive Sauerstoff-Spezies kdonnen zudem zu toxischen Schadigungen fuhren. Wegen
ihrer Reaktionsfreudigkeit reagieren die ROS mit allen Arten biologischer Molekule.
Langere Exposition kann zu Schadigungen an vielen zellularen und extrazellularen
Strukturen fuhren. Es kommt zur Lipidperoxidation und zu DNS-Strangbrichen mit
Veranderung der zellularen Genexpression, u. a. durch Modifikation des
proinflammatorischen Transkriptionsfaktors Nuclear-Faktor Kappa B (NF-kB) (Droge,
2002, Kaliora et al., 2006). Unter physiologischen Bedingungen inhibiert NO NF-kB
(Siomek, 2012). Bei verminderter NO-Bioverfugbarkeit fuhrt NF-kB jedoch vermehrt zur
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Expression endothelialer Entzindungsmediatoren und Adhasionsmolekuilen, wie z.B.
VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule - 1) (Valen et al., 2001). Im Zuge dessen
erhoht sich die Wahrscheinlichkeit einer endothelialen Dysfunktion mit nachfolgender

Thrombozytenaggregation und Thrombusentstehung (Yoshida and Kisugi, 2010).

In Anwesenheit von ROS wird das low density lipoprotein (LDL)-Cholesterin oxidiert und
stellt als oxidiertes LDL (ox-LDL) einen wichtigen Faktor in der
Atheroskleroseentstehung durch seine proatherogenen Eigenschaften dar (Ross, 1999,
Libby et al., 2002). Oxidiertes LDL-Cholesterin kann Endothelzellen aktivieren und
damit zur Produktion endothelialer =~ Adhasionsmolekule fuhren, die die
Monozytenadhasion und -Migration in den subendothelialen Raum fordern. Oxidiertes
LDL-Cholesterin fuhrt zur Umwandlung von Monozyten in Makrophagen, die LDL-
Cholesterin konzentrationsunabhangig phagozytieren und sich dabei zu Schaumzellen
umbilden, welche dann wiederum zur Plaquebildung beitragen (Mitra et al., 2011).
Erganzend zu diesem Schadigungsmechanismus wirkt das oxidativ modifizierte LDL-
Cholesterin zytotoxisch auf Gefalizellen und bewirkt wiederum durch eine
herabgesetzte NO-Verfugbarkeit eine endotheliale Dysfunktion (Cathcart et al., 1985,
Libby et al., 2002).

2.2 Mechanismen der eNOS-Aktivierung

Die endotheliale NO-Produktion kann sowohl durch pharmakologische als auch
physiologische Stimuli beeinflusst werden. Eine invasive Mdglichkeit zur Aktivierung der
eNOS besteht in einer intraarteriellen Injektion von Acetylcholin (ACh) (Celermajer,
1997). Ein weiterer Mechanismus ist die Aktivierung der eNOS durch auf das Endothel
wirkende Scherkrafte (Pohl et al., 1986). Scherkrafte fiihren zur Offnung von
Kaliumkanalen mit einer Membranpotentialveranderung und  vermehrtem
Kalziumeinstrom in die Zellen (Olesen et al., 1988). Kalzium bewirkt innerhalb von
Sekunden eine eNOS-Aktivierung und NO-Produktion, was zur lokalen Vasodilatation
des zufuhrenden Gefalies im Sinne eines Autoregulationsmechanismus fuhrt (Cooke et
al., 1991). Die Rolle der scherkraftvermittelten Produktion von NO ist besonders
bedeutend, da im Rahmen der Atherosklerose durch Plaqueentstehung Verwirbelungen

und ein Verlust des laminaren Blutflusses entstehen und es so zu unphysiologischem
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Scherstress kommt (Malek et al., 1999), auf das dysfunktionale GefalRe nicht mehr

adaquat reagieren konnen.

Bekannte Risikofaktoren einer endothelialen Dysfunktion sind Hypercholesterinamie
(Boger et al., 1998), Hyperglykamie, arterielle Hypertonie (Tang and Vanhoutte, 2010),
Diabetes mellitus (Potenza et al., 2009), Alter (Herrera et al., 2010), Rauchen und
passiv Rauchen (Puranik and Celermajer, 2003, Barnoya and Glantz, 2005). Seit
einigen Jahren werden auch Adipositas (Steinberg et al., 1996), erhohte CRP (C-
reaktives Protein)-Werte (Fichtlscherer et al., 2000) und chronische virale Infektionen
(Prasad et al., 2002) als Risikofaktoren bzw. Risikomarker diskutiert.

2.3 Evaluation der Endothelfunktion

2.3.1 FMD (Flow-mediated Dilation)

Um die Endothelfunktion beim Menschen zu messen, wurde eine Methode entwickelt,
die auf dem zuvor beschriebenen Prinzip der eNOS-Aktivierung durch Scherkrafte
basiert. Es handelt sich um die nicht-invasive sonographische Bestimmung der
flussvermittelten und endothelabhangigen Vasodilatation (FMD = engl. flow mediated
dilation). Mit hochauflosendem Ultraschall werden Veranderungen im Durchmesser der
Arteria brachialis wahrend eines gesteigerten Blutvolumenflusses bestimmt. Zur
Induktion der Scherkraftwirkung wird eine Blutdruckmanschette auf suprasystolische
Werte aufgepumpt. Nach Ldsen der Manschette kommt es zu einem vermehrten
Bluteinstrom und zur Scherkraftwirkung am Endothel mit entsprechender
Vasodilatation. Diese nicht-invasive Methode wurde erstmals 1992 angewandt
(Celermajer et al., 1992) und ist ein indirektes Mal} fur die Bioverfugbarkeit von NO im
GefalRsystem, da die erzeugte Vasodilatation weitgehend durch lokale endotheliale NO-
Freisetzung vermittelt wird (Joannides et al.,, 1995). Wegen des nicht-invasiven
Charakters der Methode stellt die Messung der FMD eine weit verbreitete Technik zur
Evaluation der Endothelfunktion dar. Prinzipiell kann einer verminderten FMD entweder
eine gestorte NO-Synthese durch das Endothel, ein beschleunigter NO-Abbau oder ein
vermindertes Ansprechen der glatten GefaRmuskulatur auf NO zugrunde liegen. Daher
wird als Kontrolle bei jeder FMD-Messung die endothelunabhangige Vasodilatation

nach Gabe von exogen zugefuhrtem NO getestet (NMD = engl. nitro-mediated dilation).
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Die Messung der Endothelfunktion stellt eine Moglichkeit zur Einschatzung des
kardiovaskularen Risikos neben der klassischen Risikofaktoranalyse dar (Gokce et al.,
2003). Es konnte gezeigt werden, dass die peripher bestimmte FMD mit der
Endothelfunktion der Koronarzirkulation korreliert (Anderson et al., 1995, Takase et al.,
1998). Studien belegten, dass die Evaluation der FMD ein geeignetes Mittel darstellt,
um unter anderem die Progression der koronaren Herzerkrankung (KHK) und die
Eventrate in einem frGhen Stadium der Atherosklerose bei asymptomatischen Patienten
vorhersagen zu konnen (Yeboah et al., 2007, Shechter et al., 2009, Yeboah et al.,
2009). Analog dazu besitzt sie auch prognostische Bedeutung fur die kardiovaskulare
Ereignisrate bei Patienten mit Myokardinfarkt (Guazzi et al., 2009) und mit peripherer
arterieller Verschlusskrankheit (Gokce et al., 2003). Diese Bedeutung der FMD-
Messung konnte kurzlich in einer Metaanalyse bestatigt werden (Inaba et al., 2010).
Nachteile der Methode sind unter anderem die Untersucherabhangigkeit, der hohe
Zeitaufwand, die Empfindlichkeit der Methode gegenuber Umwelteinflissen (wie
beispielsweise Ernahung und physische Aktivitdt) und die flache Lernkurve beim

Erlernen der anspruchsvollen Technik.

2.3.2 Andere Methoden der Endothelfunktionsmessung

a) Invasiv

Im Rahmen einer Herzkatheteruntersuchung kann die NO-abhangige Vasodilatation in
der Koronarzirkulation nach intraarterieller Infusion von Acetylcholin untersucht werden.
Dabei werden Diameterveranderungen und Anderungen im koronaren Blutfluss mittels
qualitativer Koronarangiographie und intrakoronarer Doppleruntersuchung gemessen
(Vita, 2002). Diese Methode besitzt zwar eine hohe Aussagekraft Uber das Vorliegen
einer endothelialen Dysfunktion, ist aber sehr invasiv und deshalb nicht geeignet fur
wiederholte Messungen oder fur die Untersuchung von Populationen mit niedrigem
kardiovaskularem Risiko. Trotz der Limitationen stellt diese Methode den Goldstandard
dar. Einschrankungen der so ermittelten Endothelfunktion sind assoziiert mit der
kardiovaskularen Event-Rate (Suwaidi et al., 2000, Halcox et al., 2002).

Analog zur intrakoronaren Applikation kann auch im peripheren GefalRbett die NO-
abhangige Stimulation nach intraarterieller Injektion von ACh mittels Ultraschall oder

Venenverschlussplethysmographie gemessen werden (Lieberman et al., 1996). Ein
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Vorteil ist der leichtere Zugang zum untersuchten GefalRabschnitt. Einen Nachteil stellt
die Notwendigkeit eines intraarteriellen Zugangs dar. Auch diese Methode korreliert mit

dem kardiovaskularen Risiko (Perticone et al., 2001).

b) Nichtinvasiv

Ein weniger invasiver Ansatz zur Evaluation der koronaren endothelabhangigen
Vasodilatation besteht in der Bestimmung der Koronarreserve in der linken
Koronararterie mittels transthorakalem Doppler. Bei dieser Methode werden
Flusssignale in der linken Koronararterie basal und nach intravenoser Gabe von
Adenosintriphosphat (ATP, 140 ug/Kg/min) gemessen. Veranderungen des Flusses
werden als Verhaltnis basal zu ATP-induziert angegeben (Otsuka et al., 2001). Eine
groRere so ermittelte Koronarreserve konnte bei MalRnahmen gefunden werden, die
nachweislich Verbesserungen der endothelabhangigen Vasodilatation bewirken (Hirata
et al., 2004). Die Methode ist in ihrer Aussage limitiert, da die ATP-Antwort nur teilweise
NO-abhangig ist. AuRerdem ist sie sehr stark untersucherabhangig und es gibt noch

kein validiertes standardisiertes Untersuchungsprotokoll (McMackin and Vita 2001).

Es existieren weitere nicht-invasive Methoden zur Evaluation der Endothelfunktion. Die
Finger-Plethysmographie (=PAT, peripher arteriell Tonometrie) registriert kontinuierliche
Anderungen des pulsatilen arteriellen Volumens in kleinen peripheren arteriellen
GefalRen mithilfe von pneumatischen plethysmographischen Cuffs, welche auf beiden
Zeige- oder Mittelfingern platziert werden. Zur Messung der peripheren
Endothelfunktion werden Uber einen Zeitraum von funf Minuten kontinuierlich Baseline-
Messungen an den Zeigefingern beider Hande simultan durchgefuhrt. Der arterielle
Tonus wird wahrend des Aufpumpens einer Blutdruckmanschette (,Ischamiephase®)
und anschlielend wahrend der ,Hyperamiephase® registriert. Das Ausmald der
hyperamischen Reaktion ergibt sich aus dem Quotienten der PAT-Signal-Amplitude und
der Baselinephase (PAT Index). Die gemessene Hyperamie nach Losen des Cuffs ist
auch zum Groldteil NO-vermittelt (Nohria et al., 2006). Es konnte eine Korrelation mit
der FMD-Methode nachgewiesen werden (Kuvin et al., 2007). Vorteil dieser Methode ist
die schnelle automatische Auswertbarkeit und damit st sie weniger

untersucherabhangig. Der PAT-Index scheint, genau wie die FMD, mit den klassischen
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kardiovaskularen Risikofaktoren (Hamburg et al., 2008) zu korrelieren, jedoch fehlen

Daten Uber die klinische Relevanz dieser Messung (Lekakis et al., 2011).

Es konnen ebenfalls zirkulierende endotheliale Progenitorzellen zur Evaluation der
Endothelfunktion herangezogen werden. Es konnte gezeigt werden, dass diese Zellen
eine Rolle bei Reparaturmechanismen nach einer Endothelschadigung und bei der
Angiogenese spielen. Die Anzahl der zirkulierenden Endothelzellen korrelierte mit der
Fahigkeit zur endothelialen Vasodilatation. Es liegt eine verminderte Anzahl dieser
Progenitorzellen bei Patienten mit kardiovaskularen Risikofaktoren vor (Hill et al., 2003).
Schnelle Veranderungen nach InterventionsmalRnahmen konnen durch diese Zellen

jedoch nicht evaluiert werden.

2.4 Moglichkeiten der Verbesserung der Endothelfunktion

Es ist bekannt, dass Medikamente wie Statine, ACE-Hemmer und AT1-
Rezeptorantagonisten, die in der Sekundarpravention kardiovaskularer Erkrankungen
etabliert sind, mit einer Verbesserung der Endothelfunktion einhergehen (Osto et al.,
2007). Aber auch die individuelle Ernahrung spielt bei vielen chronischen Krankheiten
wie Tumorerkrankungen, Myokardinfarkt, Apoplex und Diabetes mellitus eine
bedeutende Rolle in der primaren und sekundaren Pravention. Klinische Studien haben
gezeigt, dass der Konsum von Weintrauben und bestimmten Beeren mit einem hohen
Gehalt an Flavonolen zur Verminderung des kardiovaskularen Risikos fuhrt (Streppel et
al., 2014). Es konnten Effekte auf Blutdruck, Thrombozytenaggregation sowie
Verbesserungen der Endothelfunktion nachgewiesen werden (Chong et al., 2010). Auch
fur dunkle Schokolade konnten positive Effekte auf die Endothelfunktion bei Gesunden
(Vlachopoulos et al.,, 2005, Hermann et al., 2006) sowie bei Patienten mit

kardiovaskularen Erkrankungen gezeigt werden (Heiss et al., 2010).

2.5 Auswirkungen von Teekonsum auf Herz-Kreislauf-Erkrankungen

2.5.1 Epidemiologische Datenlage

Nach Wasser stellt Tee in seinen verschiedenen Darreichungsformen weltweit das am

zweithaufigsten konsumierte Getrank dar (Weisburger, 1997). Einige epidemiologische
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Daten legen nahe, dass regelmafiger Genuss von grunem und auch schwarzem Tee
mit einem geringeren Risiko kardiovaskularer Erkrankungen assoziiert ist (Peters et al.,
2001, Vita, 2003, Arab et al., 2009). Jedoch sind die Daten aus epidemiologischen
Studien nicht alle konsistent. Eine Metaanalyse untersuchte den Zusammenhang von
Flavonoiden mit dem Risiko fur die Entwicklung einer koronaren Herzerkrankung und
konnte dabei keine Assoziation herstellen (Wang et al., 2012). Um diese teilweise
kontroversen Ergebnisse auf eine breitere wissenschaftliche Basis zu stellen, sind

klinische Studien natig.

2.5.2 Daten aus klinischen Studien

Die Verbesserung der Endothelfunktion durch Tee konnte in Kklinischen
Interventionsstudien sowohl bei Patientenkollektiven als auch bei gesunden Probanden
gezeigt werden. Bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung zeigte schwarzer Tee
sowohl Akuteffekte nach zwei Stunden als auch Langzeiteffekte nach 28 Tagen durch
Zunahme der FMD der Arteria brachialis proportional zu einer steigenden Catechin-
Konzentration im Plasma (Duffy et al., 2001). Weitere prospektive klinische
Interventionsstudien  konnten eine Verbesserung der Endothelfunktion bei
verschiedenen Patientengruppen zeigen, darunter eine akute Zunahme der FMD fur
grunen Tee bei chronischer Niereninsuffizienz (Park et al., 2010) und fur schwarzen
Tee bei Nierentransplantierten (Hodgson et al., 2005, Ardalan et al., 2007). Auch bei
Gesunden waren Verbesserungen der Endothelfunktion durch Zunahme der FMD durch
Teekonsum zu erreichen. Unsere Arbeitsgruppe zeigte dies fur schwarzen und grinen
Tee bei gesunden Frauen (Jochmann et al., 2008). Des Weiteren zeigte sich bei
gesunden Rauchern eine Verbesserung der Endothelfunktion durch Zunahme der FMD
akut nach Genuss von 400 ml grinem Tee (Nagaya et al., 2004) sowie langfristig nach
taglicher Einnahme von 8 g Instant-Gruntee Uber vier Wochen (Kim et al., 2006).
Weitere Studien mit gesunden Probandenkollektiven unterstitzen diese Ergebnisse
(Lorenz et al., 2007, Alexopoulos et al., 2008, Grassi et al., 2009). Jedoch sind auch
hier nicht alle Studien konsistent. Ryu et al. konnten keine signifikante Verbesserung
der Endothelfunktion bei Patienten mit Diabetes mellitus finden. In dieser Studie wurde

die Endothelfunktion bei 52 Patienten nach 28 Tagen und taglicher Einnahme von 9 g
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(in 900 ml Wasser) gruinem Tee mit der Pulswellengeschwindigkeit gemessen (Ryu et
al., 2006).

2.5.3 Effekte von grinem Tee auf den Lipidstatus

Experimentelle Daten zeigen einen Zusammenhang zwischen Teekonsum und
positiven Effekten auf das Lipidprofil (Miura et al., 2001). EGCG scheint ein wirksamer
Inhibitor der Lipidabsorption zu sein. Es konnte in vitro gezeigt werden, dass es zur
Lipid-Komplexbildung fuhrt und die Lipidabsorption teilweise verhindert (Koo and Noh,
2007). Im Hypercholesterinamie-Tiermodell zeigte sich nach Futterung mit grinem Tee
eine Reduktion der Cholesterin- und LDL-Spiegel um 28 % bzw. 48 % und einem
Anstieg des HDL (high density Lipoprotein) um 88 % (Vinson and Dabbagh, 1998). Vor
einiger Zeit konnte ein weiterer lipidsenkender Mechanismus identifiziert werden. In
gesunden Ratten fuhrte EGCG zur Senkung des Total- und VLDL (very low density
lipoprotein) -Cholesteringehalts mit vermehrter bilidrer Sekretion von Cholesterin und
Phospolipiden durch EGCG (Hirsova et al.,, 2012). Die Ergebnisse aus klinischen
Studien am Menschen sind diesbezuglich nicht einheitlich. Es konnte zum Einen eine
Reduktion des postprandialen Anstiegs der Blutfette durch Catechine (Unno et al.,
2005) und eine signifikante Reduktion des Cholesterins um 11 % und des LDLs um 16
% bei Patienten mit leichter bis milder Hypercholesterindmie nach 12 Wochen gezeigt
werden (Maron et al., 2003). 400 mg bzw. 800 mg reines EGCG taglich fuhrten nach 2
Monaten ebenfalls zu einer signifikanten LDL-Reduktion bei postmenopausalen Frauen
(Wu et al.,, 2012). Andererseits konnten mehrere klinische Studien diese positiven

Ergebnisse nicht bestatigen (Tsubono and Tsugane, 1997, Trautwein et al., 2010).

2.5.4 EGCG aus grunem Tee

Tee wird aus den Blattern von Camellia sinensis hergestellt. Polyphenole zahlen zu den
sekundaren Pflanzenstoffen und machen etwa 30 % der Trockensubstanz des Tees
aus. Unter den Polyphenolen gibt es die Untergruppe der Flavonoide, die durch
mindestens zwei aromatische Ringe gekennzeichnet ist. Jeder Ring tragt mindestens
eine Hydroxylgruppe (Beecher, 2003). Sowohl im grunen als auch im schwarzen Tee
stellen Flavanole die grof3te Gruppe der Flavonoide dar, darunter Catechin, Epicatechin
(EC), Epigallocatechin (EGC), Epicatechin-Gallat (ECG) und Epigallocatechin-3-Gallat
(EGCQG).
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Tee wird hauptsachlich auf zwei verschiedene Arten zubereitet. Griner Tee entsteht
durch langsames Trocknen und schwarzer Tee durch Fermentation der Teeblatter. Bei
der Fermentation wird ein Teil der Catechine zu Theaflavinen und zu einem groReren
Teil zu Thearubigenen oxidiert (Subramanian et al., 1999, Menet et al., 2004). In
grunem Tee machen die Catechine etwa 80-90 % der Flavonoide aus (Balentine et al.,
1997). EGCG hat mit 48-55 % den groften Anteil und ist, zusammen mit EC (5-7 %),
EGC (9-12 %) und ECG (9-12 %), fur die biologischen Eigenschaften des grunen Tees
verantwortlich (Shahidi, 2000). Schwarzer Tee enthalt nur noch ca. 30 % der Menge an
Catechinen des grunen Tees (Balentine et al., 1997). Eine Tasse griner Tee enthalt
zwischen 20 und 100 mg EGCG (Stangl et al., 2006). EGCG wird fur 32 % des

antioxidativen Potentials von grinem Tee verantwortlich gemacht (Moore et al., 2009).

Aus Kinetikstudien ist bekannt, dass nach oraler Aufnahme in einem Bereich von 200 —
600 mg EGCG der Plasmaspiegel linear ansteigt. Es wird hauptsachlich im Jejunum
und lleum durch parazellulare Diffusion absorbiert. Die Bioverfugbarkeit ist wegen
niedriger Absorptionsrate und schnellem Metabolismus relativ schlecht. Im Mittel
gelangen nur 5 % der konsumierten Catechine ins Plasma (Miyazawa, 2000). Bei
Mausen konnte eine lineare Gewebsanreicherung in Prostata und Leber gezeigt werden
(Lambert et al.,, 2006). EGCG unterliegt dem Phase II-Metabolismus mit
Glukuronidierung, Methylierung und Sulfatierung in vivo und in vitro (Lambert et al.,
2003, Feng, 2006).

In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl positiver Eigenschaften fur EGCG
beschrieben. Es besitzt antioxidative Aktivitat (Hertog et al., 1997, Alvarez et al., 2002),
hemmt die Neoangiogenese (Fassina et al., 2004), verhindert die Proliferation glatter
Muskelzellen (Zheng et al., 2004), hemmt die Thrombozytenaggregation (Deana et al.,
2003) und wirkt in der Summe antiatherogen (Chyu et al., 2004).

In einer doppelblinden, placebo-kontrollierten cross-over Studie mit 42 Patienten mit
koronarer Herzkrankheit konnte von Widlansky et al. gezeigt werden, dass 300 mg
EGCG die FMD akut verbessert. Langzeiteffekte nach zwei Wochen taglicher EGCG-
Einnahme (300 mg) ergaben sich jedoch nicht (Widlansky et al., 2007). Weitere
klinische Studien zur EGCG-Wirkung auf die Endothelfunktion liegen bisher nicht vor.
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2.6 Mechanismen der EGCG-vermittelten Vasodilatation

EGCG wurde bisher hauptsachlich fur den gefalerweiternden Effekt von grinem Tee
verantwortlich gemacht (Chen et al., 2000). Zunachst wurde die Wirkung des grinen
Tees auf die Vasodilatation mit einer Hemmung des Kalzium-Einstroms in die glatten
Muskelzellen assoziiert (Huang et al., 1998). Einige Arbeitsgruppen zeigten eine
endothelabhangige EGCG-induzierte Vasodilatation durch Stimulation der endothelialen
NO-Synthase (Lorenz et al., 2004) oder eine vermehrte Prostazyklin-Produktion
(Mizugaki et al., 2000). Unsere Arbeitsgruppe konnte bei vorkontrahierten Aorten von
Ratten zeigen, dass der endothelabhangigen Vasodilatation durch EGCG eine schnelle
posttranslationelle  Aktivierung durch Phosphatidylinositol  3-kinase (Pl 3-K)-,
Proteinkinase A (PKA)- und Akt-abhangige Phosphorylierung der eNOS zugrunde liegt.
Dabei konnte gezeigt werden, dass der eNOS-Proteingehalt durch EGCG nicht
beeinflusst wird (Lorenz et al., 2004). Die NO-Abhangigkeit der EGCG-vermittelten
Vasodilatation wurde postuliert, da sich in Rattenaorten, die zuvor mit dem selektiven
NOS-Inhibitor L-NAME (L-NG-Nitroarginin-Methyl-Ester) behandelt wurden, keine

Vasodilatation zeigte.

Es werden jedoch auch andere Mechanismen der EGCG-vermittelten Vasodilatation
diskutiert. Eine spanische Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass die Effekte von EGCG auf
die Vasodilatation isolierter Aortenringe zumindest teilweise endothelunabhangig durch
Hemmung verschiedener Phosphodiesterase (PDE) -lIsoformen vermittelt werden.
Durch die PDE-Hemmung erhoht sich der Gehalt an cAMP und cGMP in den glatten
Muskelzellen der Media und eine Kontraktion wird verhindert (Alvarez et al., 2006). Ein
weiterer Mechanismus konnte die Wirkung von EGCG auf spannungsgesteuerte
Kalziumkanale sein, da eine 10-minutige Inkubation von Rattenaortenringen mit EGCG
den Kalziumeinstrom in glatte Muskelzellen verhindert (Campos-Toimil and Orallo,
2007).

Durch seine antioxidativen Eigenschaften konnte EGCG ebenfalls zu einer
Vasodilatation fuhren (Hertog et al., 1997, Alvarez et al., 2002). Die Rolle von EGCG als
Radikalfanger (u. a. von Superoxid O>") konnte einen endothelabhdangigen
Mechanismus implizieren, da Oy" prinzipiell fir den Abbau von NO verantwortlich ist
(Furchgott, 1999). Durch die Anwesenheit von EGCG konnte sich die Bioverfugbarkeit
von NO durch fehlenden Abbau durch ROS erhdhen und so eine vermehrte

Vasodilatation bewirken. Jedoch reichen diese antioxidativen Eigenschaften zur
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Vasodilatation moglicherweise nicht aus, da Vitamin C als noch potenteres Antioxidans
keine Relaxation bei vorkontrahierten Muskelzellen mit Endothel bewirken konnte
(Huang et al., 1998).

Nicht alle Daten konnten eine durch EGCG-vermittelte Vasodilatation zeigen. Einige
Arbeitsgruppen fanden vielmehr eine durch EGCG ausgeldste Vasokonstriktion. Shen
et al. zeigten, dass EGCG in glatten Muskelzellen von Rattenaorten Uber einen Hy0,-
induzierten Signalweg direkt zur Kontraktion fuhrt (Shen et al., 2003). Die Ergebnisse
von Sanae et al. sind dazu konsistent. In ihrem Experiment haben Flavanole die durch
Phenylephrin induzierte endothelabhangige Kontraktion noch potenziert (Sanae et al.,
2002). Es konnte aullerdem eine kalziumabhangige Kontraktion durch EGCG in
Rattenaorten gezeigt werden (Alvarez et al., 2006). Diese gegensatzlichen Effekte von
EGCG (Kontraktion und Relaxation) kdnnten durch ein biphasisches Verhalten je nach

Konzentration bedingt sein (Campos-Toimil and Orallo, 2007).

In vivo Studien legen jedoch eine vasodilatatorische Wirkung von EGCG nahe. Eine
langerfristige EGCG-Einnahme von 200 mg/kg Korpergewicht pro Tag senkte signifikant
den systolischen Blutdruck spontaner hypertensiver (Potenza et al., 2007) und

normotensiver Ratten (Sheng et al., 2007).

2.7 Endotheliale Funktion bei chronisch entzindlichen Erkrankungen

Fir verschiedene chronisch entzundliche Erkrankungen ist aus epidemiologischen
Daten bekannt, dass sie mit einem erhohten kardiovaskularen Risiko assoziiert sind
(Meune et al., 2009, Pieringer and Pichler, 2011). In klinischen Studien konnte eine
endotheliale Dysfunktion bei chronisch entzindlichen Darmerkrankungen, rheumatoider
Arthritis und Psoriasis nachgewiesen werden (Charakida et al., 2005, Roifman et al.,
2009, De Simone et al., 2011, Soltesz et al., 2011). Es finden sich ubereinstimmende
pathogenetische Mechanismen, wie T- und B-Zellaktivierung und Ausschuttung
proinflammatorischer Zytokine (IL-6, TNF), Chemokine und Zelladhasionsmolekile, die
auch im Rahmen der Atherogenese eine Rolle spielen (Rho et al., 2009). Bei
neurodegenerativen Erkrankungen (Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson, Amyotrophe
Lateralsklerose, Multiple Sklerose) wurde eine zentrale endotheliale Dysfunktion
beschrieben (Chrissobolis et al., 2011). Hierbei kommt es zur Unterbrechung der Blut-

Hirn-Schranke durch Fehlfunktion von tight junctions und anderen Transportern. Dies
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fuhrt zu vermehrter Leukozytentransmigration und stellt einen frGhen Prozess in der
Pathogenese dieser zentralnervosen Erkrankungen dar. Die Einschrankung der Blut-
Hirn-Schranke fuhrt zu Neuroinflammation und oxidativem Stress, Mechanismen, die
bei neurodegenerativen Erkrankungen eine wichtige Rolle spielen (Grammas et al.,
2011). Man konnte vermuten, dass Patienten mit Multipler Sklerose (MS) als Beispiel
einer neurodegenerativen Erkrankung mit entzindlicher Genese auch Einschrankungen
der endothelialen Funktion haben. Bisher existieren jedoch keine Daten zur
Endothelfunktion bei Patienten mit MS.

2.8 Multiple Sklerose und mogliche Auswirkungen auf die Endothelfunktion

Die Multiple Sklerose, auch Encephalomyelitis disseminata (ED) genannt, ist durch
fokale entzundliche Lasionen im zentralen Nervensystem (ZNS) mit Demyelinisierung
und unterschiedlich ausgepragtem Verlust an Axonen sowie begleitender Gliose
charakterisiert (Hemmer et al., 2003). Die Pravalenz der MS lag in Europa in den letzten
30 Jahren bei 83 pro 100 000 und die Inzidenz bei 4,3 pro 100 000 Einwohnern
(Pugliatti et al., 2006). Die MS stellt somit die haufigste neurologische Erkrankung dar,
die bereits im jungen Erwachsenenalter zu bleibender Behinderung fuhren kann. Durch
Umwelt- und genetische Faktoren kann die Erkrankungswahrscheinlichkeit beeinflusst

werden.

Die Pathogenese der Erkrankung ist noch nicht vollstandig bekannt. Immunologische
Faktoren spielen eine wichtige Rolle, jedoch sind nicht alle Phanomene der MS durch
die Autoimmunhypothese zu erklaren. Das entzindliche Infiltrat der MS-Lasionen
besteht im Wesentlichen aus T-Lymphozyten, wenigen B-Lymphozyten und
Plasmazellen sowie aus ausgedehnten Makrophagen-Mikroglia Ansammlungen
(Kieseier and Wiendl, 2006). Die Entzindungsreaktion der MS-Plaque ist mit den
Zytokinen Interleukin-2 (IL-2), Interferon-y (IFN-y) und Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a)
assoziiert. Es gibt mehrere Verlaufsformen der MS, darunter die schubférmig-
remittierende (RR-MS), die sekundar-progrediente und die chronisch-progrediente
Verlaufsform. Bei der schubformig remittierenden Verlaufsform tritt die Krankheit in
abgrenzbaren Schuben mit neurologischen Symptomen auf, die sich wieder vollstandig

oder teilweise zuriickbilden.
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Einige Arbeitsgruppen haben in den letzten Jahren die Hypothese aufgestellt, dass die
inflammatorische Reaktion zumindest bei einigen Formen der Lasionen ein sekundares
Ereignis darstellen konnte (Barnett et al., 2009). Histopatholgische Untersuchungen
zeigten interindividuelle Unterschiede im Schadigungsmuster der MS-Plaques. So
lassen sich vier verschiedene Muster (I-IV) erkennen (Charakida et al., 2005). Die
ersten beiden Lasionsarten sind mit der gangigen Vorstellung der MS-Pathogenese
vereinbar. Beim Lasionstyp Il zeigte sich  allerdings, dass die
Oligodendrozytenschadigung schon vor dem Verlust des myelinassoziierten
Glykoproteins auftritt und die entzindliche Reaktion als Sekundarphenomen betrachtet
werden konnte (Lassmann, 2003). Die Oligodendrozytenschadigung der Typ |llI-
Lasionen zeigt ein Schadigungsmuster, wie sie bei hypoxiebedingten Infarkten der
weillen ZNS-Substanz beobachtet wird (Aboul-Enein and Lassmann, 2005).

In der Magnetresonanztomografie (MRT) finden sich zudem Perfusionséanderungen in
der normal erscheinenden weillen Substanz, die normalerweise nicht sekundar
aufgrund eines Axonschadens auftreten (De Keyser et al., 2008). Es wurde bei MS-
Patienten ein Verlust R-adrenerger Rezeptoren auf Astrozyten gefunden (D'Haeseleer
et al.,, 2011). Astrozyten regulieren die zerebrale Mikrozirkulation. Sie scheinen eine
entscheidende Rolle in der Beeinflussung des vaskularen Durchmessers und der
Regulation des zerebralen Blutflusses zu spielen (Metea and Newman, 2006). Eine
Fehlregulation der Astrozyten durch einen Verlust an 3-adrenergen Rezeptoren konnte

eine Erklarung der in der MRT diagnostizierten Perfusionsanderungen bei der MS sein.

Ein weiterer Mechanismus, der zu reduzierter Perfusion der weifden Substanz und damit
eine Rolle in der Pathogenese der MS spielen konnte, ist eine systemische vaskulare
Dysregulation. Plasmawerte des potenten Vasokonstriktors Endothelin-1 (ET-1) sind in
der MS erhdoht (Pache et al., 2003). Im akuten MS-Schub werden zudem
Veranderungen in der Thrombozytenaggregation mit veranderter Gerinnungskaskade
beobachtet (D'Haeseleer et al., 2011).

Diese Erkenntnisse deuten darauf hin, dass es moglicherweise Gemeinsamkeiten in der
Entstehung der MS und der endothelialen Dysfunktion als inflammatorische Krankheiten
gibt bzw. eine endotheliale Dysfunktion das Fortschreiten der MS durch einen weiteren

Verlust der vaskularen Homoostase beeinflussen kann.
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Aus epidemiologischen Daten ist bekannt, dass MS-Patienten ein erhohtes Risiko fur
kardiovaskulare Erkrankungen haben (Christiansen et al., 2010). Ursachlich wurden mit
der Krankheit einhergehende Risikofaktoren fur die Entwicklung einer Atherosklerose
wie eine eingeschrankte korperliche Aktivitat (Paltamaa et al., 2006), hohe
Harnsaurespiegel (Amorini et al., 2009), und der Einsatz von hoch dosiertem Kortison
im akuten Schub angenommen (Wei et al., 2004). Bisher gibt es mehrere
Kohortenstudien zur Untersuchung der Epidemiologie von MS und kardiovaskularen
Erkrankungen. Zwei danische Studien konnten beispielsweise ein um 30 % hoheres
Mortalitatsrisiko durch kardiovaskulare Erkrankungen (inklusive Apoplex) und 6 %
(exklusive Apoplex) (Bronnum-Hansen et al., 2004, Hirst et al., 2008) bei MS-Patienten

im Vergleich zur Allgemeinbevdlkerung feststellen.

Aufgrund von therapeutischen Fortschritten bei der MS hat sich die Lebenserwartung
wesentlich verbessert (Bronnum-Hansen et al., 2004). Daher sind gezielte
PraventionsmalRnahmen bei MS-Patienten sowohl auf individueller als auch auf Public
Health-Ebene wichtig. Die Frage einer reduzierten Endothelfunktion bei MS stellt daher

eine wichtige Frage dar, die bisher noch nicht untersucht wurde.
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2.9 Zielsetzungen der Arbeit

1) In der vorliegenden Arbeit soll untersucht werden, ob Epigallocatechin-3-Gallat bei
Patienten mit Multipler Sklerose und schubformig-remittierender Verlaufsform zu einer
Verbesserung der Endothelfunktion fuhrt. Im Vorfeld wurde gezeigt, dass EGCG
antiatherogen wirkt und in vitro zur Vasodilatation fuhrt. Wir untersuchten in dieser
Arbeit die Wirkung einer akuten und chronischen EGCG-Einnahme auf die

Endothelfunktion bei MS-Patienten im Vergleich zu Placebo.

2) Da es Hinweise fur eine moglicherweise eingeschrankte Endothelfunktion bei MS
gibt, soll zum ersten Mal gepruft werden, ob im Vergleich zu Gesunden
Einschrankungen der basalen FMD im Sinne einer endothelialen Dysfunktion
festzustellen sind. Wir verglichen deshalb die Endothelfunktion von mannlichen MS-

Patienten mit einer gesunden altersgematchten Kontrollgruppe.

3) Nach aktueller Studienlage konkurrieren mehrere Hypothesen zur Vasodilatation
durch EGCG. Neben der NO-vermittelten Wirkung wurde gezeigt, dass auch eine PDE-
Hemmung eine Rolle spielen konnte. Indem wir den Effekt von EGCG auf die
Vasodilatation von Wildtyp-Mausen (mit intakter endothelialer NO-Synthase) und NO-
defizienten Mausen verglichen haben, wollten wir eine hauptsachlich NO-abhangige
Kaskade der Vasodilatation durch EGCG beweisen.
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3 Material und Methoden

3.1 Patientenkollektiv

Die Studie ist im Rahmen einer Kooperation mit der Cecilie-Vogt-Klinik fur Molekulare
Neurologie, CCM, als kardiologische Substudie einer monozentrischen, prospektiven,
doppelblinden, randomisierten, plazebo-kontrollierten zweiarmigen Pilot Studie mit dem
Titel ,Sunphenon (Epigallocatechin-3-Gallat) in schubférmig-remittierender Multipler
Sklerose” (SuniMS-Studie) geplant worden. Das neurologisch motivierte Ziel der Studie
war es herauszufinden, ob sich EGCG (Handelsname Sunphenon®) auf die kumulative
Zahl neuer T2-Lasionen in der cerebralen Magnetresonanztomographie (MRT) in einem
einjahrigen Behandlungszeitraum bei Patienten mit schubformig-remittierender Multipler

Sklerose auswirkt.

Diejenigen Studienteilnehmer, die mit der Durchfuhrung der Endothelfunktionsmessung
an zwei von den insgesamt 12 Studienvisits einverstanden waren, wurden in die
kardiologische Substudie eingeschlossen. Die Rekrutierung und Randomisierung
erfolgte durch die Cecilie-Vogt-Klinik fur Molekulare Neurologie mit den unten

aufgefluhrten Ein- und Ausschlusskriterien.

37 Patienten entschlossen sich zur Teilnahme an der Substudie. Davon wurden 14
Patienten in den EGCG-Arm und 23 Patienten in den Placeboarm randomisiert. 42,9 %
der Teilnehmer der EGCG-Gruppe waren mannlich, entsprechend waren es 39,1 % der
Placebogruppe. Zu Studienbeginn lag das mittlere Alter der EGCG-Gruppe bei 36,3 (+/-
10,9) Jahren und das der Placebogruppe bei 41,6 (+/- 8,1) Jahren.

Um die basale Endothelfunktion bei MS zu evaluieren, wurde ein Subgruppe von
mannlichen Nichtrauchern unter den eingeschlossenen Patienten gebildet und fur eine
grolRere Gruppenstarke noch weitere MS-Patienten aus dem Patientenstamm der Klinik
fur Neurologie rekrutiert, die alle Ein — und Ausschlusskriterien, welche fur die SuniMS-
Studie genannt sind, erfullten. Als Vergleichsgruppe wurden gesunde mannliche
Nichtraucher durch eine Suche per Zettelaushang in der Charité rekrutiert, deren basale
Endothelfunktion gemessen wurde. Insgesamt konnte die Endothelfunktion von 13 MS-
Patienten (mittleres Alter 33,2 £ 7,3) mit der Endothelfunktion von 18 altersgematchten
Gesunden (mittleres Alter 34,8 £ 9,8) (jeweils mannlich und Nichtraucher) verglichen

werden. Alle Beschreibungen uber den Ablauf und die Durchfuhrung der
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Endothelfunktionsmessung unter Punkt 2.3 gelten auch fir die Messung der

Endothelfunktion bei der mannlichen gesunden Kontrollgruppe.

Definierte Ein- und Ausschlusskriterien der SuniMS-Studie:

Selektiert wurden ambulante MS-Patienten (mannlich und weiblich) mit einer stabilen

Medikation mit Glatirameracetat wahrend mindestens 6 Monaten vor Studieneinschluss.

Einschlusskriterien:

1.

o &~ N

Lebensalter zwischen 18 und 60 Jahren bei der Rekrutierung

Diagnose Multiple Sklerose gemal} der McDonald-Kriterien

MS mit schubformig-remittierendem Verlauf

EDSS (Expanded Disability Status Scale) zwischen 0-6,5

Konsum von maximal einer Tasse schwarzen Tee und maximal zwei Tassen
Kaffee pro Tag, kein Konsums von grinem Tee und Grapefruitsaft

Negativer Schwangerschaftstest bei Einschluss und Verwendung hocheffektiver

Methoden der Kontrazeption bei Frauen im gebarfahigen Alter

Ausschlusskriterien:

Primar oder sekundar chronisch-progrediente Verlaufsform der MS

jegliche andere Erkrankung als MS, die die Symptome des Patienten besser erkla-
ren konnte

klinisch relevante Nebenerkrankungen anderer Organsysteme bzw. Nachweis
systemischer Infektionen

bekannte Allergie gegen Bestandteile von Sunphenon EGCG oder die
Zusatzstoffe der Prifmedikation bzw. der Placebokapseln

Einnahme lebertoxischer Medikamente

Schwangerschaft oder Stillzeit

Teilnahme an jeglicher klinischen Studie innerhalb der letzten 6 Monate oder
wahrend der gesamten Studiendauer

Medizinische, psychiatrische oder andere Konditionen, die zu
Verstandigungsproblemen bzw. Nichteinhalten der Studienregeln fuhren kdnnen
Karenz von grinem Tee 30 Tage vor Einschluss sowie wahrend der gesamten
Studie
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3.2 Prifsubstanz

Sunphenon® EGCG-Kapseln enthalten nach Herstellerangaben je 200 mg
Epigallocatechin-3-Gallat (EGCG). Sunphenon® EGCG ist ein Produkt von Taiyo
International (www.taiyointernational.com) mit Sitz in Japan und einer Niederlassung in
Deutschland. Unter dem Namen ,Epinerve® ist in Italien ein Taiyo-Produkt mit EGCG in

Kapselform zur Behandlung von Glaukom zugelassen.

3.3 Messung der Endothelfunktion

3.3.1 Studiendesign

Alle Messungen wurden in der Charité Campus Mitte in der Klinik fur Kardiologie und
Angiologie in einem klimatisierten (21 +/- 1°C) und abgedunkelten Raum durchgefuhrt.
Nach einer Nahrungskarenz von mindestens acht Stunden kamen die
Studienteilnehmer morgens nuchtern zur Endothelfunktionsmessung. Alle Medikamente
wurden am Morgen der Messung pausiert. Die Patienten wurden gebeten moglichst

ohne korperliche Anstrengung zur Untersuchung zu kommen.

Um die Effekte zu evaluieren, die EGCG auf die Endothelfunktion ausubt, wurde ein
doppelblindes, placebo-kontrolliertes Studiendesign gewahlt. Am ersten Messtag wurde
die Endothelfunktion nichtinvasiv zu zwei verschiedenen Zeitpunkten durch Messung
der ,Flow-mediated-Dilation” (FMD) vor und nach einmaliger EGCG-Einnahme (200
mg) gemessen. Die erste Messung vor Intervention entspricht der basalen
Endothelfunktion jedes Probanden. Diese Messung wird im Folgenden ,V1 t1“ genannt.
Zwei Stunden nach EGCG- bzw. Placeboeinnahme wurde die Messung wiederholt.
Diese Messung wurde ,V1 t2° genannt. ,V“ steht fur Visit, das heil3t fur den
Studientermin und ,t* fur time, d.h. fir den Zeitpunkt der Messung innerhalb des Visits.
Die Zeitpunkte der Endothelfunktionsmessung wurden in Anlehnung an Kinetik-Studien
gewahlt, da sich hochste Plasmakonzentrationen ca. 1,5 - 2 Stunden nach Einnahme
von EGCG nachweisen lassen (Lee et al., 2002). Zu Beginn sowie ca. 1,5 Stunden

nach Kapseleinnahme fanden auRerdem EGCG-Plasmabestimmungen statt.

In den darauf folgenden drei Monaten nahmen die Studienteilnehmer taglich je 200 mg
EGCG bzw. Placebo morgens und abends zur gleichen Zeit ein (insgesamt taglich 400

mg). Nach drei Monaten wurden an einem weiteren Messtag (V2) die Langzeiteffekte
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der taglichen EGCG-Einnahme auf die Endothelfunktion mittels FMD evaluiert (diese
Messung wurde ,V2 t1“ genannt). Zwei Stunden spater fand eine zweite Messung zur
Quantifizierung eines Akuteffekts nach Einnahme von 400 mg EGCG als add on statt.
Diese Messung wird im Folgenden ,V2 t2“ genannt. Zu Beginn dieses Messtags sowie
ca. 1,5 Stunden nach Einnahme von 400 mg EGCG fanden ebenfalls EGCG-

Plasmabestimmungen statt.

Zwischen den Messungen hielten sich die Studienteilnehmer in einem Ruheraum der
Klinik fur Kardiologie und Angiologie der Charité auf, um korperliche Anstrengungen auf
ein Mindestmal zu reduzieren und vergleichbare Bedingungen unter den Teilnehmern
zu schaffen. Jeder Studienteilnehmer erhielt zwischen den Messungen ein

standardisiertes Fruhstluck (Croissant). Das Studiendesign ist in Abbildung 1 dargestellt.

Beginn der Studie Ende der Studie
Visit 1 Visit 2
200 mg 400 mg
EGCG EGCG
bzw. bzw.
Placebo Placebo
3 Monate 400 mg EGCG
V1 t1 VIt2 | o d V2 t1 V2 t2

FMD <22 EMD FMD €22 FMD

I E— E——

Abb. 1: Protokoll der Versuchsserie zur Uberpriifung des Effekts von EGCG auf die

Endothelfunktion von MS-Patienten, FMD = flow mediated dilation.
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3.3.2 Ablauf der Endothelfunktionsmessung

Nach einer 20 - minutigen Ruhephase im Liegen wurde am linken Oberarm der
Probanden eine Blutdruckmanschette angebracht, um ein Blutdruckmonitoring wahrend
der Messung zu gewahrleisteten. Fur eine spatere R-Zacken getriggerte Auswertung
wurde ein 3-Kanal-EKG abgeleitet, wobei die Ableitungen am Monitor des
Ultraschallgerats sichtbar waren. Somit konnten Lumenschwankungen der Arterie in
Bezug zum Herzzyklus gesetzt werden. Es wurde eine erste Blutdruckmessung
vorgenommen und parallel dazu die Herzfrequenz der Probanden ausgezahlt und
notiert. Zudem wurde am rechten Arm eine Staumanschette distal der Fossa cubitalis

angelegt, die spater auf suprasystolische Druckwerte aufgepumpt wurde.

Mit einem 13 MHz Schallkopf (Siemens Sonoline Antares) wurde die Art. brachialis im
B-Mode zunachst im Querschnitt aufgesucht und dann der Schallkopf so eingestellt,
dass die Arterie im Langsschnitt mdglichst im gesamten Bildausschnitt dargestellt
werden konnte. Zirca drei Zentimeter proximal der Fossa cubitalis wurde eine Stelle
bestimmt, wo sowohl die anteriore als auch die posteriore Arterienwand klar vom
Lumen abgrenzbar waren und es keine grof3eren Kaliberspringe in direkter Umgebung
dieser Stelle gab. AnschlieRend wurde der Bereich direkt um das Gefall mit der
Zoomfunktion maximal vergroRert und der Kontrast zwischen Arterienwand und
Arterienlumen optimiert. Weder die Schallkopfposition noch die Gerateeinstellung
wurden wahrend der gesamten Untersuchung verandert. Um die Position Uber die
Dauer der Messung zu halten, wurden der Unterarm der Probanden und der Schallkopf
mittels einer Vorrichtung so fixiert, dass ein stabiles Bild wahrend der gesamten
Messphase gehalten werden konnte. Unsere Arbeitsgruppe konstruierte eine fur diese
Messung geeignete Schiene fur den Unterarm der Probanden und mit einer Halterung
fur den Ultraschallkopf. Diese Apparatur ist in vier Ebenen verstellbar und fixiert den
Schallkopf an exakt demselben Punkt Uber der Art. brachialis. Diese

Versuchsanordnung ist in Abbildung 2 dargestellt.
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Abb. 2: Versuchsanordnung mit Schallkopf in der Halterung in Position Uber der Art.

brachialis.

Die folgenden Schritte wurden bei jeder FMD-Untersuchung durchgefihrt. Nach der
Ruhephase erfolgten zunachst die Bestimmung des Ruhediameters und der

Flussgeschwindigkeit mittels PW (pulsed wave) - Dopplers.

AnschlieBend wurde die endotheliale Funktion mittels scherkraftabhangiger
Vasodilatation (FMD) der Art. brachialis nach reaktiver Hyperamie bestimmt. Dafur
wurde die am proximalen rechten Unterarm lokalisierte Staumanschette fur funf Minuten
auf suprasystolische (240 mmHg) Druckwerte aufgepumpt. Unmittelbar nach Ablassen
der Manschette wurde dopplersonographisch die maximale FlieRgeschwindigkeit und
damit die induzierte Stromungszunahme wahrend der reaktiven Hyperamie bestimmt
sowie alle 15 Sekunden nach Ablassen der Durchmesser der Art. brachialis Uber die
Dauer von drei Minuten aufgenommen, entsprechend den anerkannten Richtlinien fur
diese Methode (Corretti et al., 2002, Thijssen et al., 2011). Nach jeder FMD - Messung
erfolgte eine erneute 10-minltige Ruhephase mit anschliefender Bestimmung der
FlielRgeschwindigkeit und des Durchmessers der Art. brachialis. Im Anschluss daran
erfolgte die Bestimmung der ,Nitro-mediated Dilation® (NMD). Es wurden 400 ug
Glyceroltrinitrol (Nitrolingual N-Spray, G. Pohl-Boskamp GmbH & Co. KG) per Aerosol

sublingual appliziert und anschlie®end wurde der Durchmesser der Art. brachialis Uber
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die Dauer von weiteren funf Minuten alle 15 Sekunden aufgenommen. Zu festgelegten

Zeitpunkten wurden Blutdruck und Herzfrequenz gemessen und notiert.

3.3.3 Analyse des Durchmessers der Arteria brachialis

Die Durchmesserbestimmung der Art. brachialis erfolgte verblindet anhand von
Langsschnitten des Gefalslumens. Die bei der FMD-Untersuchung aufgenommenen
Bildschleifen wurden digital gespeichert und der Transfer der Daten vom
Ultraschallgerat auf den Computer erfolgte mit Hilfe einer CD-Rom. Die Bildschleifen
wurden anschlieBend in das Auswertungsprogramms Tom Tec Imaging Systems
importiert und damit analysiert. Ein Beispiel einer Diameterbestimmung ist in Abbildung

3 dargestellt.

Measin cmrend Pack ages

Image-Arena

Abb. 3: Darstellung der A. brachialis mittels eines 13 MHz Linearschallkopfs.

Diameterbestimmung zum Zeitpunkt 45 s nach Lésen der Staumanschette.

Die Diameterbestimmung erfolgte manuell jeweils enddiastolisch koinzident mit der R-
Zacke des EKGs, um den Fehlereinfluss herzzyklusbedingter Lumenschwankungen zu

reduzieren. Jede Bildersequenz bestand aus 3-4 Herzzyklen. Es wurden je neun
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Diameter zu drei verschiedenen Herzzyklen ausgemessen wund zu einer
Diameterbestimmung gemittelt. Als Eckpunkt der Diametermessungen diente der
lumennahe Rand der Gefallintima. Zur Diameterbestimmung wurde die Distanz
zwischen der schallkopfnahen und der schallkopffernen Intimabegrenzung im rechten
Winkel zur Gefallachse bestimmt. Sowohl die flussvermittelte endothelabhangige als
auch die endothelunabhangige Vasodilatation werden als prozentuale Zunahme des
Diameters in Relation zum Ruhediameter (=100 %) angegeben. Die Diametermessung
selbst erfolgte nach den Kriterien von Wendelhag et al. nach dem sog. leading-edge-

Prinzip (Wendelhag et al., 1991) mittels der Software von Tom Tec Imaging Systems.
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3.4 Blutuntersuchungen

3.4.1 Blutabnahme
Bei jedem Studienbesuch erfolgten je zwei Blutentnahmen zur Bestimmung der
* EGCG-Plasmakonzentrationen

* Relevanten Routineparameter (Gesamtcholesterin, Low Density
Lipoprotein (LDL), High Density Lipoprotein (HDL), Lipoprotein (a),
Triglyzeride, Glykohamoglobin (HbA1.), Homocystein (Hcys) und C-
reaktives Protein (CRP))

Bei jedem Studienbesuch erfolgten die Blutenthahmen nach der ersten und unmittelbar
vor der zweiten Endothelfunktionsmessung. Die zweite Abnahme erfolgte ca. 1,5

Stunden nach Kapseleinnahme.

3.4.2 Probengewinnung

Die Punktion einer peripheren Vene an der kontralateralen Seite der Messseite erfolgte
mittels Vacoutainer-System (Vacoutainer Blood Collecting Systems). Es wurden zwei
mal 6 ml Blut in EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)-Monovetten fur die EGCG-
Bestimmung abgenommen und 2 ml EDTA- und 6 ml Heparinblut fur die Bestimmung

der Routineparameter.

Das EDTA-BIut fur die EGCG-Bestimmung wurde anschlief3end bei 3500 U/min far 10
Minuten bei 4°C zentrifugiert. AnschlieRend wurden 2 ml EDTA-Plasma, portioniert in
1,5er Eppendorfgefalde, abpipettiert, mit 1 ml Ascorbinsaure zur Stabilisierung versehen

und bei — 80°C schockgefroren.

3.4.3 Bestimmung der Routineparameter

Im Institut fur Laboratoriumsmedizin, klinische Chemie und Pathobiochemie der Charité
wurden Gesamtcholesterin, LDL, HDL, Lipoprotein (a), Triglyzeride, HbA1., Hcys und

CRP unmittelbar nach der Abnahme bestimmit.

3.4.4 Bestimmung der EGCG-Plasmakonzentration

Die Bestimmung der EGCG-Plasmaspiegel erfolgte durch die Firma Pharmacelsus
GmbH in Saarbricken mittels HPLC Analyse (engl. high performance liquid
chromatography).
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3.5 Vasodilatation an isolierten Aortenringen der Maus

3.5.1 Tiere

Die Mause wurden von Jackson Laboratories bezogen. Es wurden mannliche, 6-8
Wochen alte Black 6 eNOS-knockout-Mause (eNOS™”) vom Stamm B6.129P2-
Nos3™V"/J und als Kontrollen Wildtyp-Mause vom Stamm C57BL/6 mit funktioneller
eNOS-Expression verwendet. Alle Tiere wurden in Ubereinstimmung mit dem
europaischen und deutschen Gesetz zum Gebrauch von Labortieren unter
Standardstallbedingungen gehalten und standardisiert mit Pellets und Leitungswasser
ad libitum ernahrt. Die Haltung der Tiere erfolgte in der Tierexperimentellen Einrichtung
der Charité CCM, Tucholskystrasse 2, 10117 Berlin und die Totung von gentechnisch
veranderten Tieren zur Organentnahme wurde vom Landesamt fur Soziales, Berlin

genehmigt (Genehmigungsnummer T0026/05).

3.5.2 Praparation der GefaRringe

Die Totung der Mause erfolgte durch intraperitoneale Injektion von 0,3 g/kg
Korpergewicht Thiopental (Trapanal). Nach Desinfektion des Fells mit 70 %-igem
Ethanol wurden Thorax und oberes Abdomen mit Schere und Pinzette erdffnet und die
Oberbauchorgane sowie die Lungen entnommen. Die Aorta ascendens wurde proximal
durchtrennt und das Herz herausgelost. Die Aorta thoracalis wurde mit 4°C Kkalter,
modifizierter Krebs-Henseleit Losung (in mmol/L: NaCl 144, KCI 5.9, CaCl; 1.6, MgSO4
1.2, KH2PO4 1.2, NaHCO3 25, D-glucose 11.1) und Diclofenac 1 pymol/L gespult und
intraluminale Blutreste entfernt. Anschlielend wurde sie mittels einer feinen
Praparationsschere vorsichtig herausgeldst und in eine Kulturschale mit 4°C kalter

modifizierter Krebs-Henseleit Losung gelegt.

Unter einem Praparationsmikroskop erfolgte die weitere Praparation der Aorta.
Zunachst wurde die Aorta nochmals vorsichtig mit kalter modifizierter Krebs-Henseleit
Losung durchgespult um restliche Blutreste zu entfernen. AnschlieBend wurde das
Gefald an seinen beiden Enden auf einer silikonbeschichteten Petrischale mit feinen
Insulin-Kanulen fixiert und vollstandig von Bindegewebe wund Fett mittels

Mikrofederschere und Pinzette befreit. Dann wurde die Aorta in 1 mm breite Ringe
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geschnitten, wobei nur intakte Gefaldabschnitte verwendet wurden. Aus einer Aorta

thoracalis konnten durchschnittlich 14 Gefaliringe gewonnen werden.

Direkt im Anschluss wurden zunachst sechs Gefaldringe jedes Genotyps an Platinhaken
in Organbader aufgehangt, wo anschliel3end die Experimente stattfanden.

3.5.3 Versuchsanordnung zur Testung der Vasoreaktivitat der GefaRringe

Bei allen Experimenten wurden Kraftdnderungen bei konstantem Gefalldurchmesser
registriert. Die Messungen an den Aortenringen wurden an zwei Messplatzen fur je
sechs Gefaldiringe durchgefuhrt (siehe Abbildung 4). Mit den vorhandenen Messplatzen
konnten 12 isolierte Aortenringe zeitgleich untersucht werden. Konzeption und Bau der
Messanlage erfolgten durch Dipl. Ing. Thomas Dusterh6ft und Johannes Hundertmark
(Mitarbeiter des Kardiologischen Forschungslabors der Klinik fur Kardiologie der
Charité).

Charité

Abb. 4.: Messanlage fir Aortenringe im kardiologischen Forschungslabor (abgebildet

sind 6 von 12 Messplatzen).
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Die einzelnen Aortenringe der praparierten Mause (Wildtyp und eNOS-knockout)
wurden an Platinhaken in einem Organbad, gefullt mit 10 ml modifizierter Krebs-
Henseleit Losung, vorsichtig eingehangt. Es erfolgte eine kontinuierliche Begasung der
Losung mit Carbogen (Gasgemisch aus 95 % Oz und 5 % CO) um einen konstanten
pH-Wert von 7,4 aufrechtzuerhalten. Ein doppelwandiges Glas (Medizinisch-
Glastechnische Werkstatte P. Heinrich) umgibt das Organbad, welches an einer
Dreifingerklemme im Messplatzgerust (Spezialanfertigung Gemmel Metalle) befestigt
ist. Der untere Platinhaken ist unbeweglich am Boden des Organbads eingehangt und
der obere ist mit einem Kontraktionskraftaufnehmer (FMI TIM-1020 isometrischer
Transducer, Messbereich +/-30g, Fohr Medical Instruments GmbH) mit
Feinpositionierelement (Vernier Control Type 850 N, Hugo Sachs Elektronik)
verbunden. Uber dieses Feinpositionierelement kann die Spannung des Rings exakt
eingestellt werden. Die Kraftsignale an den Kontraktionsaufnehmern wurden tber einen
Messverstarker  digitalisiet und als  kontinuierliche  Kurven auf einem
Computerbildschirm mit Hilfe der Software Labview (National Instruments) dargestellt
und aufgezeichnet. Um in den Organbadern eine konstante Temperatur von 38°C
(entsprechend der Korpertemperatur einer Maus) zu gewahrleisten, wurden die
Organbader zwischen den beiden Glaswanden von 38°C warmem Wasser umspult.
Kunststoffschlauche sind an die Organbader angeschlossen und verbinden die in Reihe
geschalteten aufReren Hohlraume der Gefalde. So konnte ein Heizkreislauf gebildet
werden, der durch einen Umwalzthermostat mit Warmwasserbad geschlossen wird.
Gespeist wurden die Bader aus einem erwarmten und mit Carbogen begasten

Vorratsbehalter.

Nach Einhangen der Ringe in das Organbad wurden diese auf 1 g (entspricht der
physiologischen Spannung bei Mausen in vivo) vorgespannt. Nach 10-minutiger
Aquilibrierung wurden die Ringe noch einmal auf exakt 1 g eingestellt. AnschlieRend
wurde durch Zugabe von Kaliumchlorid (KCI, 40 mM) die Kontraktionsfahigkeit der
Ringe getestet. Funktionsuntlichtige Ringe wurden gegen andere Ringe ausgetauscht.
Nach 5 min wurden die Ringe zweimal mit modifizierter Krebs-Henseleit Losung
ausgewaschen. Alle Ringe wurden nochmals auf 1 g vorgespannt. Die Feineinstellung

erfolgte Uber die an den Kraftaufnehmern befindlichen Reglern.
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Nach 20 Minuten wurden die Ringe mit dem a4-Rezeptoragonisten Phenylephrin (50
nM) vorkontrahiert. Aus zuvor durchgefuhrten Messreihen konnte gezeigt werden, dass

bei dieser Konzentration eine 80 %ige Vorkontraktion gewahrleistet ist.

Es wurde nun kumulativ EGCG (Sigma Aldrich, geldst in Wasser) in steigender
Konzentration im 30-mindtigen Intervall zu den Ringen gegeben. Das
Konzentrationsspektrum erstreckte sich Uber einen Bereich von 5 uM bis zu 15 pM. Die
Kontrolle erfolgte durch die MitfUhrung von Ringen ohne Substanzzugabe in das
Organbad. Zusatzlich wurde die Vasoreaktion der Aortenringe durch Zugabe
kumulativer Dosen (10 nM bis 5 pM) des endothelabhangigen Vasodilatators
Acetylcholin getestet. Nach einer Auswaschphase und einer erneuten Kontraktion mit
Phenylephrin erfolgte die Bestimmung der endothelunabhangigen Vasodilatation und
somit Uberpriifung der Intaktheit der glatten Muskelzellschicht durch Zugabe von
Natrium-Nitroprussid (SNP 0,1 — 100 nM). Die Vasodilatation wird angegeben als
Prozent der Vorkontraktion durch Phenylephrin. Die Ergebnisse entstanden durch
Verwendung von jeweils 16 Aortenringen. Fur alle Experimente wurden pro Gruppe 8

verschiedene Tiere verwendet.

3.6 Statistische Auswertung

Die probandenbezogenen Daten wurden in Excel Dateien eingegeben und anonymisiert
gespeichert. Die FMDmax (%) wurde als prozentuale Zunahme im Vergleich zum
Basisdiameter erfasst, wobei der Basisdurchmesser der Durchmesser der Art.
brachialis vor einer Stimulation ist. Die mittlere FMDmax (%) einer Gruppe entspricht
des errechneten Mittelwerts aller einzelnen FMDmax (%)-Werte. Die mittlere
Veranderung der FMD pro Gruppe ist die Differenz zwischen der mittleren FMDmax (%)
vor und nach der Intervention. Die statistische Auswertung erfolgte mit SPSS, Version
21 und SigmaStat Version 3. Fiur die Gruppenvergleiche wurden t-Tests (bei stetigen
Variablen) und Fishers exakter Test (bei nominalen GroRen) verwendet. Die
Unterschiede der FMDmax (%) zwischen den einzelnen Zeitpunkten wurden mit dem
Wilcoxon Vorzeichen-Rangtest fur verbundene Stichproben auf Signifikanz getestet.
Der Korrelationskoeffizient wurde nach Pearson berechnet. Auf Normalverteilung wurde
mit dem Kolmogorov-Test gepruft. Beim in-vitro Aortenringexperiment wurde die

Signifikanz mit einfaktorieller ANOVA mit anschlielenden paarweisen Vergleichen
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berechnet. Fur paarweise Vergleiche von Medianwerten wurde der Student-Newmann-
Keuls-Test verwandt und der Bonferroni t-Test beim Vergleich von Mittelwerten. Als
Signifikanzniveau wurde bei allen Tests p < 0,05 gewahlt. Wenn nicht anders erwahnt,
wurden im FlieRtext die Ergebnisse als Mittelwert (MW) + Standardabweichung (SD)
und in den Abbildungen als Mittelwert (MW) = Standardfehler des Mittelwerts (SEM)

angegeben.
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4 Ergebnisse

4.1 Charakterisierung der Studienpopulation

Die flussvermittelte Vasodilatation der Arteria brachialis wurde an 37 Patienten mit
schubformig remittierender Multipler Sklerose gemessen. 14 Patienten wurden durch
die Cecilie-Vogt-Klinik fur Molekulare Neurologie in den EGCG-Arm, 23 Patienten in
den Placeboarm verblindet randomisiert. Aufgrund technischer Schwierigkeiten bei der
Bildakquisition konnten insgesamt vier Messungen im Studienverlauf nicht ausgewertet
werden. Sechs Patienten im Placebo- und zwei Patienten im EGCG-arm brachen die
Studie vorzeitig aufgrund von Terminschwierigkeiten ab. Eine Ubersicht der

durchgefuhrten Messungen zu den verschiedenen Zeitpunkten zeigt Abbildung 5.

alle Probanden

n=37
Placebo
n=23

t2 nicht
> verwertbar
firn=1
> drop out n=1 | dropout
n=6
L A ‘
V2 tl t1 nicht

n=15 > verwertbar

drop out n=1 :I fir n=2

Abb. 5: Patientenverteilung in beiden Gruppen. Ubersicht iiber vorzeitige

Studienabbriiche (drop out) bzw. nicht verwertbare Messungen
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Der Altersdurchschnitt lag in der Verum- bzw. Placebo-Gruppe bei 36,3 bzw. 41,6
Jahren. In der Verumgruppe waren 42,9 % der Probanden mannlich und in der
Placebogruppe 39,1 % (Darstellung in Abbildung 6A). 42,9 % waren in der
Verumgruppe zum Zeitpunkt der Studie aktive Raucher und 30,4 % in der
Placebogruppe (Darstellung in Abbildung 6B). Einen Uberblick tber alle erhobenen
Gruppencharakteristika gibt Tabelle 1. Alle aufgefuhrten Gruppencharakteristika

ergaben keine signifikanten Unterschiede (p>0,05) zwischen den beiden Gruppen.

Tabelle 1: Gruppencharakteristika

EGCG (n=14) Placebo (n=23) p-Wert
Alter [Jahre] 36,3+ 10,9 41,6 + 8,1 0,098
mannlich [%] 42,9 (n=6) 39,1 (n=9) 0,999
GrolRe [cm] 176,3 £ 8,0 173,2 £ 9,7 0,320
Gewicht [Kg] 84,8 £ 19,9 77,6 £ 19,1 0,285
BMI [Kg/m?] 27,3+54 255+ 4,5 0,266
RR systolisch [mmHg] 119,1 +145 119,5+ 13,9 0,937
RR diastolisch [mmHg] 69,0 £+ 9,4 72,9+94 0,234
Raucher [%] 42,9 (n=6) 30,4 (n=7) 0,495
Packyears [Jahre] 12,8 £ 10,2 20,1+ 11,8 0,245

dargestellt in MW+ SD
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Abb. 6: Geschlechterverteilung (A) und prozentualer Raucheranteil (B) in den Gruppen

Bezuglich der Blutwerte zur Abschatzung des kardiovaskularen Risikos ergaben sich
keine signifikanten Gruppenunterschiede (p>0,05). Die einzelnen Parameter sind in
Tabelle 2 aufgefluhrt.
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Tabelle 2: Basalwerte vor Beginn der Untersuchungen

EGCG (n=14) Placebo (n=23) p-Wert
Cholesterin [mg/dl] 190,4 + 37,3 191,9 £ 43,6 0,919
LDL [mg/dl] 111,1 £ 34,8 116,4 + 27,6 0,610
HDL [mg/dl] 56,6 + 19,1 51,3+ 15,1 0,356
TG [mg/dl] 98,9 + 64,3 122,7 £ 101,7 0,439
Lp (a) [mg/dI] 11,9 + 23,1 23,2+31,0 0,245
HbA1: [%] 5,3+0,3 (n=3%) 5,2 £0,3 (n=6%) 0,623
Hcys [pmol/l] 7,9 £1,4 (n=4%) 9,5 + 3,9 (n=6%) 0,447
CRP [mg/dI] 0,3+0,2 0,4+0,8 0,738

dargestellt in MW+ SD
* missing values

4.2 EGCG-Aufnahme der Probanden

Nach Herstellerangaben enthalt eine Kapsel Sunphenon® 200 mg EGCG. Nach der
ersten Endothelfunktionsmessung wurde eine Kapsel Sunphenon® bzw. Placebo nach
einer Nuchternphase von acht Stunden mit Wasser und zusammen mit einem Croissant
eingenommen. In den folgenden drei Monaten wurden in der Verumgruppe taglich 400
mg EGCG (2 Kapseln Sunphenon®) zusammen mit den Mahlzeiten morgens und
abends aufgenommen. Beim zweiten Studienbesuch nach drei Monaten erfolgte die
EGCG-Einnahme analog zum ersten Studienbesuch nach der ersten
Endothelfunktionsmessung. Es wurden entsprechend einer Dosisverdoppelung zur
Evaluierung des add-on Effekts (akut auf chronisch) zwei Kapseln (=400 mg EGCG)

eingenommen.

4.3 EGCG-Gehalt im Plasma

Blutentnahmen fur die Messung der EGCG-Konzentrationen im Plasma erfolgten zu
vier Zeitpunkten. Beim ersten Studienbesuch (V1) nach der ersten FMD-Messung
(=basal) und ca. 1,5 Stunden nach Einnahme von 200 mg EGCG. Analog beim zweiten
Studienbesuch (V2) ebenfalls nach der ersten FMD-Messung und ein zweites Mal ca.
1,5 Stunden nach Aufnahme von 400 mg EGCG.
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Insgesamt kam es durch Akutgabe von EGCG bei beiden Studienterminen zum
signifikanten Anstieg der EGCG-Plasmakonzentration nach Akutgabe von 200 mg bzw.
400 mg EGCG (V1t2 vs. VAt1 p=0,001 und V2t2 vs. V2t1 p=0,008). In der
Placebogruppe konnte kein EGCG im Plasma nachgewiesen werden. Nach chronischer
Einnahme und nach einer Einnahmepause von 8 Stunden vor der Plasma-EGCG-
Bestimmung konnten keine erhohten EGCG-Plasmakonzentrationen gemessen
werden. Ein einzelner erhohter Wert ist auf eine Fehleinnahme zurtckzufihren und
wurde in den folgenden Analysen nicht miteinberechnet. Vor Beginn der Messserie und
der ersten EGCG-Gabe konnte weder bei Verum noch bei Placebo EGCG im Plasma
nachgewiesen werden. Nach 200 mg EGCG einmalig lag die mittlere EGCG-
Plasmakonzentration bei 76,0 + 56,4 ng/ml. Nach Einnahme von 400 mg EGCG am
Messtag zusatzlich zur chronischen Einnahme lag die EGCG-Plasmakonzentration
nach 1,5 Stunden bei 86,1 £ 73,6 ng/ml (Tabelle 3).

Tabelle 3: Plasma-EGCG in ng/ml

EGCG ng/ml n
V11 0 14
V1 t2 76,0 £ 59,4 14
V2 1 0 10
V2 t2 86,1+ 73,6 11*

dargestellt in MW + SD
*1 missing value

4.4 Kardiovaskulare Risikofaktoren

Die Messung der Blutwerte (Cholesterin, LDL, HDL, TG, Lp(a), Hcys, HbA1., CRP)
erfolgte an beiden Studienbesuchen. Die erste Messung bildet die basalen Werte vor
Intervention ab und die zweite Messung die Werte nach 3 Monaten EGCG- bzw.
Placeboeinnahme. Die Werte sind in Tabelle 4 dargestellt. Fur die Grinde der

unterschiedlichen n-Zahlen siehe Abbildung 5.
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Tabelle 4: Relevante Blutparameter zu Beginn = Visit 1 und nach 3 Monaten = Visit 2 fir

EGCG bzw. Placebo

Visit 2

Placebo (n=23) EGCG (n=12)

Placebo (n=17)

Visit 1
EGCG (n=14)

[Cr:g/'jls]te”” 1904+37,3  191,9+436

LDL [mg/dI] 1111£348 1164+ 27,6

HDL [mg/idl]  56,6+191 513 %151

TG [mg/dI] 989+643  1227+1017

Lp (a)[mg/dl]  119+231 232310

HbA1, [%] 5,3+03 (n=3") 5,2 0,3 (n=6")

Hcys [umol/l ] 7,9 £ 1,4 (n=4%)
CRP [mg/dI] 0,3+0,2

9,5+ 3,9 (n=6")
0,4+0,8

186,3 + 28,0

104,7 £ 35,5
56,4 + 17,6
108,6 + 57,8
5,8+ 3,1
57+0,6

8,4 + 2.4 (n=4%)
0,4 + 0,4

186,8 + 35,8

115,5 + 23,1
52,9+ 17,6
111,9 + 48,2
27,6 + 44,5

5,2 + 0,4

8,2 + 3,7 (n=9%)
0,6+1,3

*missing values

Obwohl bei allen oben genannten Parametern keine signifikanten Unterschiede unter

EGCG-Einnahme festgestellt wurden, zeigte sich ein Trend zur LDL-senkenden
Wirkung durch EGCG. Nach dreimonatiger EGCG-Aufnahme von 400 mg taglich kam
es zu einer Abnahme des LDL-Werts um 6,4 + 12 mg/dl (von 111,1 £ 34,8 mg/dl auf
104,71 35,5 mg/dl), p=0,058. In der Placebogruppe blieb der LDL-Plasmawert nahezu
unverandert (von 116,4 + 27,6 mg/dl auf 115,5 + 23,1 mg/dl). Abbildung 7 zeigt den

Vergleich der LDL-Werte.
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Abb. 7: Veranderungen des LDL-Plasmawerts nach 3-monatiger EGCG-Einnahme (400
mg/d). Darstellung der Mittelwerte + SEM.
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4.5 Endothelfunktionsmessung

4.5.1 Maximale endothelabhangige Vasodilatation, FMDmax (%)

Eine Ubersicht der ermittelten Durchmesser und Werte der scherkraftvermittelten
endothelabhangigen Vasodilatation (FMD) im Studienverlauf in der Verum- und

Placebogruppe gibt Tabelle 5.

Tabelle 5: Basale und maximale Durchmesser nach Scherkrafteinwirkung sowie FMD-
Werte beider Gruppen zu den 4 Zeitpunkten

EGCG Placebo
Durchmesser basal [mm] 3,6 £0,7 3,4+£0,7
Visit 1 t1 Durchmesser max. [mm] 3,8+0,7 3,5+0,7
FMDmax [%] 57+27 6,0+ 3,6
n 14 23
Durchmesser basal [mm] 3,7+0,7 3,5+£0,7
. Durchmesser max. [mm] 3,9+0,7 3,7+£0,7
Visit 1 t2
FMDmax [%] 59+4,0 6,5+4,4
n 14 22
Durchmeser basal [mm] 3,5+£0,7 3,5+0,8
. Durchmesser max. [mm] 3,7+0,6 3,7+£0,7
Visit 2 t1
FMDmax [%] 57+25 6,9+54
n 13 15
Durchmesser basal [mm] 3,7+0,7 3,3+£0,8
. Durchmesser max. [mm] 3,9+0,7 3,7+£0,8
Visit 2 t2
FMDmax [%] 6,0+2,6 6,9+45
n 12 17

Angaben in MW+ SD
Zur Erlduterung der unterschiedlichen n-Zahlen siehe Abbildung 5

Die maximale Vasodilatation (FMDmax) bei EGCG lag in der Basismessung zu Beginn
bei 5,7 %, in der Messung nach 200 mg EGCG bei 5,9 %, nach 3 Monaten (chronisch)
bei 5,7 % und nach akuter Gabe von 400 mg EGCG als add on bei 6,0 %. Die
entsprechenden Werte in der Placebogruppe lagen bei 6,0 % (Basismessung), 6,5 % (2
Stunden danach), 6,9 % (chronischer Effekt) und 6,9 % (akut auf chronisch).

Aufgrund unterschiedlicher Basaldurchmesser ergeben sich teilweise groRere
prozentuale FMDmax-Werte bei gleicher absoluter Zunahme des Gefalkidurchmessers.

Durch Rundungsungenauigkeiten zeigen sich in einigen Fallen trotz scheinbar
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identischem (auf eine Kommastelle) gerundetem Basaldurchmesser und identischem
maximalem Durchmesser nach Shear Stress (Diameter max.) Unterschiede in der
prozentualen FMD (FMDmax (%)). In Abbildung 8 sind die prozentualen Werte der

FMDmax (%) zu allen vier Zeitpunkten fur Verum und fur Placebo dargestellt.

vt
W V1t2

[]vat1
V22

FMDmax (%)

Placebo EGCG
Abb. 8: Darstellung der FMDmax-Werte (%) zu den 4 gemessenen Zeitpunkten in der

EGCG- und Placebogruppe, Darstellung in Mittelwerten £+ SEM, p=ns

In keiner der beiden Gruppen kam es zu einer signifikanten Veranderung der FMDmax
(%) im Studienverlauf (EGCG V112 vs. V1t1 p=0,753; V2t1 vs. V111 p=0,754; V212 vs.
V2t1 p=0,756; Placebo V1t2 vs. V1t1 p=0,463; V2t1 vs. V1t1 p=0,551; V212 vs. V2i1
p=0,552 (Wilcoxon-Vorzeichen-Test). Beim Vergleich der absoluten

Durchmesserzunahme ergaben sich ebenfalls keine signifikanten Unterschiede.
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4.5.2 Maximale endothelunabhangige Vasodilatation, NMDmax (%)

Nach jeder Messung der FMD erfolgte nach 10-minutiger Ruhephase eine NMD-
Messung zur Evaluation der endothelunabhangigen Dilatation durch sublinguale Nitro-
Gabe. Die ermittelten Werte sind in Tabelle 6 dargestellt. Insgesamt zeigt sich in beiden
Gruppen eine deutliche Vasodilatation durch die sublinguale Nitro-Gabe. Dies bezeugt
die Fahigkeit zur NO-induzierten Vasodilatation der glatten Muskeln innerhalb der
Arterienwand. Zu keinem Zeitpunkt ergaben sich signifikante Unterschiede der
prozentualen NMDmax-Werte im Studienverlauf (p>0,05). Die Unterschiede in den
Anzahlen (n) in Tabelle 6 sind bedingt durch zwei nicht verwendbare NMD-Messungen
zu V1 t2 und zu V2 12, jeweils bei Placebo.

Tabelle 6: NMD-Werte beider Gruppen zu den angegebenen 4 Zeitpunkten

EGCG Placebo
Durchmesser basal [mm] 3,7+0,7 3,4+£0,7
Visit 1 t1 Durchmesser max. [mm] 45+0,7 42 +0,7
NMDmax [%] 232+79 24,0 £ 8,1
n 14 23
Durchmesser basal [mm] 3,8+0,7 3,6£0,7
. Durchmesser max. [mm] 45+0,7 43+0,8
Visit 1 t2
NMDmax [%] 20,9+4,0 21,4+£5,3
n 14 21
Durchmesser basal [mm] 3,5+0,6 3,5+£0,8
. Durchmesser max. [mm] 4.4 +0,7 43+0,9
Visit 2 t1
NMDmax [%] 256 +7,1 25,6 +5,8
n 13 15
Durchmesser basal [mm] 3,8+0,7 3409
. Durchmesser max. [mm)] 4,6 +0,7 42 +0,9
Visit 2 t2
NMDmax [%] 21,9+5,8 22,1+64
n 12 17

Angaben in MW+ SD
Zur Erlduterung der unterschiedlichen n-Zahlen siehe Abbildung 5
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4.6 Korrelation der EGCG-Plasmaspiegel mit der FMD (%)

Die EGCG-Plasmakonzentrationen korrelierten nicht signifikant mit den ermittelten
Werten der FMDmax (%) nach akuter EGCG-Gabe, dargestellt in Tabelle 7 und in den
Abbildungen 9 (200 mg akut) und 10 (400 mg akut). Damit ergab sich kein
Zusammenhang zwischen hoher EGCG-Plasmakonzentration einiger Studienteilnehmer

und gemessener FMD.

Tabelle 7: Korrelation der FMDmax (%) und der EGCG-Plasmakonzentration an beiden

Studienterminen nach akuter EGCG-Gabe

FMDmax (%)

EGCG V1 t2 Korrelation nach Pearson (r) 0.097
[ng/ml] Signifikanz 2-seitig (p) 0,740
n=14

EGCG V2 t2 Korrelation nach Pearson (r) 0.197
[ng/ml] Signifikanz 2-seitig (p) 0,561

n=11*

*1 missing value
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Abb. 9: Korrelation von EGCG-Plasmakonzentrationen mit der Endothelfunktion
(FMDmax (%) V1 t2) beim ersten Studientermin nach Akutgabe von 200 mg EGCG, (n=14)
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r=0.197

10- p=0,561
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Abb. 10: Korrelation von EGCG-Plasmakonzentrationen mit der Endothelfunktion
(FMDmax (%) V2 t2) beim zweiten Studientermin nach 400 mg EGCG Akuteinnahme als
add on, (n=11)

4.7 Endothelfunktion bei Multipler Sklerose im Vergleich zu Gesunden

Im Rahmen des unter 2.3.1 beschriebenen Studiendesign beschreibt die erste FMD-
Messung (FMDmax V1 t1) beider Gruppen (Verum und Placebo) die basale
Endothelfunktion der MS-Patienten, da zu diesem Zeitpunkt noch keine
InterventionsmalRnahme durchgefuhrt wurde. Der mittlere FMD-Wert zum Zeitpunkt
V1t1 der mannlichen Nichtraucher unter den MS-Patienten (n=13) wurde mit der
mittleren FMD von gesunden mannlichen Nichtrauchern (n=18) verglichen. Bezuglich
der in der Tabelle 8 aufgefuhrten Gruppencharakteristika ergeben sich bis auf einen
niedrigeren BMI bei der gesunden Gruppe keine statistisch signifikanten
Gruppenunterschiede. Die mittlere FMD betragt 4,1 £ 3,5 % (n=13) bei MS und in der

entsprechenden gesunden Vergleichsgruppe 4,5 £1,9 % (n=18). Wir konnten in unserer
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Untersuchung keine statistisch signifikante Einschrankung der Endothelfunktion bei MS

zeigen (p=0,67).

Tabelle 8: Vergleich der Gruppencharakteristika und der FMD zwischen MS und gesund

MS (n=13) Gesund (n=18) p-Wert
Alter [Jahre] 33,2+7,3 34,8+9,8 0,62
BMI [Kg/m?] 26,5+54 231+2,2 0,02*
RRsyst. [mmHg] 124,3+ 12,6 119,6 + 13,0 0,32
RRdiast. [mmHg] 70,5+ 8,2 69,9+ 5,0 0,81
Cholesterin [mg/dI] 187,2 £ 29,2 174,1 £ 24,7 0,69
LDL [mg/dl] 108,7 £ 20,8 105,0 + 20,8 0,63
HDL [mg/dl] 45,7 £ 8,5 51,4+11,2 0,14
TG [mg/dl] 107,4 £ 55,5 82,7 +423 0,18
Lp (a) [mg/dl] 245 + 38,2 19,6 £ 20,9 0,66
HbA1. [%] 51104 52+1,0 0,21
Hcys [umol/l] 7,3+57 99+238 0,12
CRP [mg/dI] 0,2+0,1 0,1+0,1 0,08
FMDmax [ %] 41%+35 45%19 0,67

4.8 Ex-vivo Vasodilatation von EGCG an isolierten GefaRringen

Es wurden jeweils 16 Gefaldiringe von 8 Tieren aus den Aorten von Wildtyp- und der
eNOS-knockout-Mause fur die Vasodilatationsexperimente verwandt. Zur Bestatigung
der Versuchsanordnung untersuchten wir zunachst die Vasoreaktivitat der Gefalringe
fur den endothelabhangigen Vasodilatator Acetylcholin. Eine endothelabhangige
Vasodilatation der eNOS™-Aortenringe blieb komplett aus (Abbildung 11). Als néchstes
wurde EGCG in kumulativen Dosen alle 30 Minuten zu den Phenylephrin-
vorkontrahierten Aortenringen gegeben. Unter kumulativer EGCG-Gabe mit einem
Konzentrationsspektrum von 5 uM bis 15 uM zeigte sich eine signifikante Vasodilatation
im Wildtyp (p<0,001) im Vergleich zur Kontrolle (ohne Substanzzugabe). Dagegen blieb
eine Vasodilatation durch EGCG bei den Aortenringen der eNOS-knockout-Mause

vollstandig aus. 5 pM EGCG fuhrte zur Vasorelaxation von 82 % gegenuber der
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Vorkontraktion (=100 %), 10 yM und 15 uyM bewirkten eine 57 % bzw. 41 %
Vasorelaxation im Wildtyp (Abbildung 12). Die Fahigkeit zur endothelunabhangigen
Vasoreaktivitit der eNOS™-GefaRringe durch Wirkung auf die glatte Muskelschicht
wurde durch Zugabe des NO-Donors SNP (Natrium-Nitroprussid) Uberpruft. Wir zeigten,
dass es keine Einschrankungen in der NO-induzierten Vasodilatation durch SNP bei
den eNOS™-GefaRringen im Vergleich zum Wildtyp gab und bezeugten damit die
Intaktheit der Muskelschicht in den Ringen der eNOS™-GefaRringen (Abbildung 13).

Acetylcholin (Ach), eNOS knockout vs. WT
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Abb. 11: Acetylcholin-induzierte Vasodilatation bei Wildtyp (WT)- und eNOS-knockout
(eNOS™)-Mausen. Die Vasodilatation ist ausgedriickt als Prozent der maximalen Phenylephrin-
induzierten Vasokonstriktion. Kontroll-Ringe erhielten keine Substanzzugabe. Die Daten sind in
MW £ SEM der angegebenen Anzahl der Experimente ausgedrickt. * p < 0,05 Ach WT vs Ach
eNOS™
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EGCG, knockout vs. WT
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Abb. 12: Zugabe kumulativer Dosen von EGCG bei phenylephrin-vorkontrahierten
Aortenringen der eNOS™- und Wildtyp-Mausen. Die Vasodilatation ist ausgedriickt als
Prozent der maximalen Phenylephrin-induzierten Vasokonstriktion. Kontroll-Ringe erhielten
keine Substanzzugabe. Angaben in MW + SEM der angegebenen Anzahl durchgefiihrter
Experimente. * p < 0,05 EGCG WT vs. EGCG eNOS™
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Natrium Nitroprussid (SNP), knockout vs. WT
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Abb. 13: Kumulative Dosen des endothelunabhidngigen Vasodilatators Natrium
Nitroprussid (Sodium nitroprusside)
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5 Diskussion

Unsere Studie untersucht zum ersten Mal die Endothelfunktion bei Patienten mit
Multipler Sklerose. Wir konnten keine eindeutigen Hinweise fur das Vorliegen einer
endothelialen Dysfunktion bei MS im Vergleich zu einer gematchten Kontrollgruppe
finden, obwohl in der Literatur bei MS-Patienten ein leicht erhdhtes kardiovaskulares
Risiko beschrieben ist (Wens et al., 2013).

Durch die Einnahme von EGCG lassen sich in unserer Studie keine Verbesserungen
der Endothelfunktion bei MS-Patienten weder akut noch chronisch erzielen.

Wir konnten im Tierversuch an isolierten Aortenringen der Maus zeigen, dass die
Vasodilatation durch EGCG NO-abhangig ablauft. Aortenringe von eNOS "-Mausen
zeigten keine Vasodilatation durch EGCG.

5.1 Die Endothelfunktion bei MS

Der mittlere FMD-Wert der Subgruppe der mannlichen MS-Patienten betrug in unserer
Untersuchung 4,1 %. In der dazu gehorigen Kontrollgruppe lag der FMD-Wert bei
vergleichbaren 4,5 %, sodass sich bei uns kein statistisch signifikanter Unterschied in
der Endothelfunktion zwischen MS-Patienten und Gesunden zeigte (p=0,67). Dies lasst
vermuten, dass MS-Patienten keine Einschrankungen der Endothelfunktion besitzen.
Eine FMD von 4-5 % ist, verglichen mit den Daten aus der Literatur, relativ niedrig. Bei
groReren Kollektiven von gesunden Probanden sind im Mittel FMD-Werte von 6,5 %
beschrieben (Ghiadoni et al., 2012). Eine reduzierte FMD sowohl bei MS als auch bei
den Gesunden konnte bei einer geringen Gruppenstarke, wie sie bei uns vorlag, auch
Zufall sein. In einem aktuellen systematischen Review wird zusammenfassend ein
erhohtes Risiko fur das Auftreten kardiovaskularer Erkrankungen bei MS beschrieben
(Wens et al., 2013). Als kardiovaskulare Risikofaktoren bei MS-Patienten gelten erhohte
Homocystein- und Harnsaurespiegel (Moghaddasi et al., 2013), korperliche Inaktivitat
und Kortisontherapie (Wei et al., 2004, Paltamaa et al., 2006) sowie im akuten MS-
Schub eine veranderte endotheliale Homoostase durch vermehrte Ausschuttung von
CD31+ (Platelet endothelial cell adhesion molecule (PECAM-1). Man kann vermuten,
dass jene Konditionen, die eventuell zu einer messbaren Einschrankung der
endothelialen Vasodilatation fuhren, im schubfreien Intervall nicht vorhanden sind und

wir deshalb keine eindeutig reduzierte Endothelfunktion in unserer Untersuchung
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feststellen kdnnen (eine akuter MS-Schub fuhrte wahrend der Studie bei uns zum

Ausschluss).

Es ist zu vermuten, dass das Kollektiv der MS-Patienten in unserer Studie nicht
reprasentativ fur alle MS-Patienten stehen kann. Da es sich mit einem mittleren Alter
von 32 Jahren um eine relativ junge Studienpopulation handelt, kdnnte man
argumentieren, dass sich die oben genannten Risikofaktoren erst spater in funktionellen

Defiziten im Sinne einer messbaren reduzierten Endothelfunktion feststellen lassen.

5.2 Effekte von EGCG auf die Endothelfunktion

Ein weiteres Ziel unserer Untersuchungen war der Effekt von EGCG auf die
Endothelfunktion bei MS-Patienten. Wie im Tiermodell im Vorfeld ausfuhrlich bewiesen
wurde, fuhrt EGCG aus grunem Tee in vivo zur Verbesserung der Endothelfunktion
(Potenza et al., 2007, Jang et al., 2013). Wir konnten jedoch keine eindeutig positiven
Wirkungen durch EGCG auf die Endothelfunktion von MS-Patienten feststellen (weder
akut noch chronisch). Die bisher einzige vergleichbare Studie von Widlansky et al., die
den Effekt von EGCG auf die Endothelfunktion von Patienten mit koronarer
Herzerkrankung untersuchte, konnte im Gegensatz zu unserem Ergebnis eine
Verbesserung durch 300 mg EGCG zeigen. Nahezu analog zu unserer Untersuchung
wurden in der Messung akut und chronische Effekte einer ECGC-Einnahme auf die
Endothelfunktion mittels FMD untersucht. Hierbei konnte eine signifikante Verbesserung
(FMDmax von 7,1 % auf 8,6 %) durch 300 mg EGCG erzielt werden. In
Ubereinstimmung zu unserer Studie zeigten sich keine Langzeiteffekte der taglichen
EGCG-Einnahme (Widlansky et al., 2007). Auffallend ist jedoch, dass die basale
Endothelfunktion fir ein Patientenkollektiv mit nachgewiesener koronarer
Herzerkrankung mit einer FMDmax um 7 % relativ gut ist. Dies konnte durch die
Einnahme vasoaktiver Medikamente verursacht sein, da in dieser Studie 83 % der
Patienten unter Statin- und 45 % unter ACE-Hemmer-Dauertherapie standen. Da die
Auswirkung dieser Medikamente auf die Endothelfunktion belegt ist (Anderson et al.,

1995, Prasad et al., 1999), konnte dies das Ergebnis von Widlansky beeinflusst haben.

Fur grinen Tee zeigen vorangegangene Untersuchungen gunstige Effekte auf die

Endothelfunktion. Park et al. konnten bei einem Patientenkollektiv mit terminaler
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Niereninsuffizienz eine signifikante Verbesserung der FMD durch 5 g grines Teepulver
taglich erreichen (FMDmax (%) von 5,7 auf 8,7) (Park et al., 2010). Auch die
Arbeitsgruppe um Nagaya konnte eine Verbesserung der Endothelfunktion bei
Rauchern durch grinen Tee nachweisen (Nagaya et al., 2004). Bei diesen Studien
wurde gruner Tee in seiner naturlichen Zusammensetzung verabreicht und nicht wie in
unserer Studie EGCG als Monosubstanz. Mdoglicherweise entstehen die
endothelverbessernden Wirkungen des grinen Tees synergistisch durch Catechine und
andere Teeinhaltsstoffe wie z. B. Koffein. Unter dieser Annahme ware durch eine
isolierte EGCG-Gabe keine Verbesserung der FMD zu erwarten. Beide o. g. Studien
untersuchen Patientengruppen mit betrachtlichen kardiovaskularen Risikofaktoren
(Rauchen und chronische Niereninsuffizienz). Eventuell sind bei derartigen
Patientenkollektiven Verbesserungen durch Interventionsmaldnahmen leichter zu
erzielen als bei Probanden ohne wesentliche Einschrankung der Gefalifunktion. Ob
gruner Tee einen Einfluss auf die Endothelfunktion bei MS besitzt, wurde bisher noch

nicht untersucht.

Auffallend diskrepant sind die Ergebnisse einer chronischen EGCG-Einnahme in
klinischen Studien verglichen mit der positiven Langzeitwirkung durch Tee in
epidemiologischen Studien. Trotz des positiven Akuteffekts durch EGCG in bisher einer
Studie (Widlansky et al., 2007), konnte noch keine Langzeitverbesserung durch die
chronische Zufuhr von isoliertem EGCG bewiesen werden. Moglicherweise verhindert
das Zusammenspiel der im Tee enthaltenen Antioxidantien den vorzeitigen Abbau
einzelner wirksamer Komponenten. Dies ist bei Gabe einer Monosubstanz nicht maglich

und konnte zu einem schnelleren Abbau von EGCG als im ,Teeverbund® fihren.

Auch fur schwarzen Tee zeigen sich positive Effekte auf die Endothelfunktion nach
akuter und chronischer Einnahme (Duffy et al., 2001, Schreuder et al., 2014). Wir
konnten im Vorfeld zeigen, dass der Konsum von griunem und schwarzen Tee
gleichermalRen zur akuten Verbesserung der FMD fuhrt (Jochmann et al., 2008) und
beide Teesorten in gleichem Malie zur Stimulation der endothelialen NO-Synthase
fuhren (Lorenz et al.,, 2009b). Wahrend Catechine in grinem Tee mit 80-90 % den
Hauptanteil aller Flavonoide ausmachen, sind sie in schwarzem Tee nur mit 20-30 %
aller Flavonoide vertreten (Schini-Kerth et al., 2011). Nach akuter und chronischer
Einnahme von schwarzem Tee konnten erhohte Catechin-Plasmakonzentrationen

gemessen werden. Veranderungen der Catechin-Plasmakonzentrationen korrelierten



Diskussion 58

jedoch nicht mit Veranderungen der Endothelfunktion, sodass die Autoren dieser Studie
anderen Flavoinoiden bzw. Inhaltsstoffen des schwarzen Tees den gunstigen Effekt auf
die Endothelfunktion zuschreiben (Widlansky et al., 2005).

Die epidemiologische Datenlage zeigt in der Summe einen positiven Effekt durch
regelmaligen Teekonsum auf die kardiovaskulare Gesundheit (Arab et al., 2009,
Kokubo et al., 2013). Es gibt jedoch auch einige Populationsstudien, die keinen
Zusammenhang zwischen Tee (Brown et al., 1993, Hertog et al., 1997, Sesso et al.,
2003) oder einer flavonoidreichen Ernahrung (Wang et al.,, 2012) und dem
kardiovaskularen Risiko zeigen. Diese Kohortenstudien wurden an Populationen in
GroRbritannien bzw. den USA durchgefuhrt. Dort wird Tee im Allgemeinen mit Milch
getrunken. Wie von unserer Arbeitsgruppe bereits gezeigt, hat der Modus des
Teekonsums eine entscheidende Auswirkung auf seine Bioverfugbarkeit. Unsere
Arbeitsgruppe fand, dass Tee mit Milch oder Sojamilch zu keine Verbesserung der
Endothelfunktion, gemessen in FMD, besitzt (Lorenz et al., 2007, Lorenz et al., 2009a).
Diese Erkenntnis zum Einfluss von Milch auf Tee ist moglicherweise nur ein Beispiel fur
Einflussfaktoren auf die Wirkungsweise des Tees. Es ist zu vermuten, dass weitere
bisher nicht untersuchte Nahrungsmittel langfristig mit den Catechinen interagieren und

mitursachlich fur die teilweise diskrepanten Ergebnisse einiger klinischer Studien sind.

Wir haben keine Metaboliten des EGCG bestimmt. Grund dafur sind fehlende
Standards in der HPLC-Analyse. Es gibt methylierte EGCG-Formen, die auch im
Plasma zirkulieren. Man konnte vermuten, dass ein Teil des EGCGs methyliert (oder
anderweitig metabolisiert) im Plasma vorliegt und daher die biologische Aktivitat von
EGCG vermindert ist (Hashimoto et al., 2014). Es ware interessant zu wissen, ob in
unserer Studienpopulation eine erhdhte bzw. schnellere Metabolisierung des EGCG im
Vergleich zur Allgemeinbevolkerung vorlag. Wie schwierig es ist, die Metaboliten des
EGCG zu bestimmen, zeigt eine aktuelle Untersuchung aus China, wobei in
Hepatozyten von Menschen, Hunden, Ratten und Affen in vitro keine Metaboliten des
EGCG detektiert werden konnten (Chen et al. 2012)

Obwohl sich die Menge des akut oral aufgenommenen EGCG im Studienverlauf
verdoppelte, zeigte sich in unseren Plasmabestimmungen eine nahezu vergleichbare
Konzentration an EGCG. Nach 200 mg oral aufgenommenem EGCG lag sie bei 76
ng/ml und nach 400 mg bei 86 ng/ml. Wie in der Einleitung angefuhrt, ist aus

Kinetikstudien bekannt, dass in einem Bereich von 200-600 mg oraler Aufnahme von
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EGCG die Plasmakonzentration linear ansteigt. Da es bisher keine Daten zur Kinetik

bei MS gibt, kdnnte ein anderer Metabolismus bei der MS diskutiert werden.

5.3 Methode der FMD

Bei der genaueren Analyse der einzelnen klinischen Studien fallt auf, dass nicht nur die
verwandten Prufsubstanzen, sondern auch die Methoden der
Endothelfunktionsmessung sehr variierten. Wir sind der Meinung, dass die FMD trotz
einiger Limitationen die am besten geeignete Methode darstellt, um die
Endothelfunktion in klinischen Studien zu evaluieren. Die Limitationen der Methode und

der Vergleich zu anderen werden im folgenden Abschnitt diskutiert.

Die Messung der Endothelfunktion mittels FMD stellt aktuell die am haufigsten
publizierte Methode der peripheren Endothelfunktionsmessung dar. Bei korrekter
Durchfuhrung ergibt sich fur die FMD eine geringe Messvarianz (Donald et al., 2006).
Sie Dbildet bei standardisietem Vorgehen auch in Multizenter-Studien die
Endothelfunktion reproduzierbar ab (Ghiadoni et al., 2012).

Vergleicht man Daten der Literatur, gibt es grol3e methodische Unterschiede bei der
Erfassung der Endothelfunktion (Bots et al., 2005). Trotz Leitlinien zur FMD-Messung
(Corretti et al., 2002, Thijssen et al., 2011), fehlt ein wissenschaftlicher Konsens Uber
ein standardisiertes Untersuchungsprotokoll. Unterschiede ergeben sich beispielsweise
in der Positionierung der Blutdruckmanschette. Sie wird von einigen Arbeitsgruppen am
Oberarm, von anderen am Unterarm platziert. Es konnte gezeigt werden, dass beim
Anbringen am Oberarm vasodilatatorische Substanzen auch NO-unabhangig freigesetzt
werden (Thijssen et al., 2011) und bereits minimale Unterschiede im
Untersuchungsprotokoll die Ergebnisse maligeblich beeinflussen (Doshi et al., 2001,
Black et al., 2008). Unabhangig von einheitlichen Standards, bleibt die Evaluation der
Endothelfunktion mittels FMD eine sehr empfindliche Methode. Neben Nahrungszufuhr
konnen korperliche Aktivitat, Alkoholkonsum und Stress entscheidend das Ergebnis der
Messung beeinflussen (Woo et al., 2004). Die technischen Anforderungen an den
Untersucher sind bei der FMD hoch. Zur Beherrschung der anspruchsvollen
Untersuchungstechnik werden nach den Richtlinien eine minimale Untersuchungszahl
von 100 Messungen sowie eine hohe jahrliche Untersuchungsrate gefordert, um eine

ausreichende Qualifikation zu gewahrleisten (Corretti et al., 2002, Thijssen et al., 2011).
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Dennoch bleibt die Methode stark untersucherabhangig (Brunner et al., 2005). Deshalb
wurden alle FMD-Messungen in der vorliegenden Studie von einem Untersucher
ausgefuhrt. Essentiell fur eine reproduzierbare FMD-Messung ist es, dass bei einer
FMD-Untersuchung der gleiche Abschnitt des Gefalles wiedergefunden wird. Um
Fehlerquellen diesbezuglich zu minimieren, wurde von unserer Arbeitsgruppe speziell
eine Halterung fur Unterarm und Schallkopf konstruiert. Eine weitere Schwierigkeit liegt
in der Ausmessung der Endothelschichten bei der Auswertung. Der Diameter der Art.
brachialis ist mit drei Millimetern sehr klein. Minimale Ungenauigkeiten des vergroRerten
Nativbildes am Bildschirm konnen deutliche Schwankungen nach sich ziehen. Dies ist
dann problematisch, wenn keine klare durchgangige Darstellung des Endothels im
Ultraschallbild gelingt. Dies fuhrt insbesondere zu Messungenauigkeiten direkt nach
Ablassen der Staumanschette, wenn ein qualitativ gutes Bild innerhalb von 15
Sekunden wieder eingestellt werden muss. Um diesbezuglich die Messungenauigkeiten
zu minimieren, wurden in den letzten 10-15 Jahren automatische Auswertsysteme
entwickelt. Es konnte gezeigt werden, dass die Inter- und Intraobservervariabilitat damit
verringert wird und kleinere Veranderungen der FMD besser erfasst werden konnen
(Tomiyama et al., 2012). Durch die fehlende Invasivitat halten wir diese Methode trotz
der oben genannten Limitationen fur eine geeignete Untersuchungsform. Strengere
Guidelines mit exakten Protokollen sind jedoch fur eine bessere Vergleichbarkeit der

Ergebnisse notwendig.

5.4 Vasodilatation durch EGCG in vitro

Im experimentellen Teil unserer Studie konnten wir zeigen, dass EGCG bei
Aortenringen der Maus NO-abhangig zur Vasodilatation fuhrt. Dieses Ergebnis ist
konsistent zu frUheren Ergebnissen unserer (Lorenz et al., 2009b) und anderer
Arbeitsgruppen (Ajay et al., 2003, Potenza et al., 2007). Bisher wurde die NO-
Abhangigkeit angenommen, da unter Zugabe eines NO-Inhibitors (L-NAME) eine
Vasodilatation durch EGCG ausblieb. Letztendlich fehlte jedoch der Beweis einer
wirklichen NO-Abhangigkeit des Effekts durch EGCG, da die Verwendung eines
Inhibitors mdglicherweise keine vollstandige NO-Blockade bewirkt. Die Inhibitoren
verdrangen L-Arginin kompetitiv von seiner Bindungsstelle an der eNOS und hemmen
auf diesem Weg die L-Citrullin-Bildung (Salerno et al., 2002).
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Es existieren konkurrierende Hypothesen zur Wirkungsweise der EGCG-vermittelten
Vasodilatation. Wir zeigten bereits, dass EGCG durch schnelle Aktivierung der eNOS
zu einer endothelabhangigen Vasodilatation in vorkontrahierten Rattenaorten fuhrt.
Diese Aktivierung wird posttranslationell Uber eine Phosphatidylinositol 3-kinase (Pl 3-
K)-, Protenkinase A (PKA)- und Akt-abhangige Phosphorylierung der eNOS vermittelt.
Der eNOS-Proteingehalt wird dabei durch EGCG nicht beeinflusst (Lorenz et al., 2004).
Andere experimentelle Daten sprechen daflr, dass zusatzliche endothelunabhangige
Mechanismen eine Rolle spielen konnten. Die Arbeitsgruppe Alvarez et al. fand, dass
die Effekte von EGCG auf die Vasodilatation isolierter Aortenringe zumindest teilweise
endothelunabhangig durch nicht-selektive Hemmung verschiedener Phosphodiesterase
(PDE) - Isoformen vermittelt werden. Durch PDE-Hemmung kam es durch EGCG zur
Aufrechterhaltung erhdhter cAMP- und cGMP-Spiegel in den glatten Muskelzellen und
eine Kontraktion blieb aus (Alvarez et al., 2006). Es konnten also mehrere
Mechanismen der EGCG-vermittelten Vasodilatation zugrunde liegen. Dass davon ein
wesentlicher Mechanismus NO-abhangig ablauft, konnte in der vorliegenden Arbeit

erstmals bewiesen werden.

Die niedrige Bioverfugbarkeit von EGCG in vivo konnte eventuell die Diskrepanz der
EGCG-Wirkung zwischen wunserer Kklinischen Studie und dem Ergebnis der
Ringuntersuchung erklaren. Durch direkte Zugabe auf die Aortenringe wurde im
Ringexperiment sichergestellt, dass EGCG direkt am Gefall wirken kann. Bei oraler
Aufnahme kann beim Menschen keine vergleichbar hohe Plasmakonzentration wie im
Ringexperiment erreicht werden. In vivo wird EGCG nach oraler Aufnahme in der Leber
methyliert, glukuronidiert und sulfatiert. Besonders die Methylierung erfolgt in der Leber
relativ schnell durch die im Leberzytosol ansassige Catechol-O-methyltransferase
(COMT) (Lu et al, 2003). Aus Kinetikstudien ist bekannt, dass hochste
Plasmakonzentrationen 1-2 Stunden nach oraler Aufnahme erreicht werden bei einer
Plasmahalbwertszeit von 3,4 + 0,3 Stunden (Lee et al., 2002). In der Folge kommt es zu
einem graduellen Abfall, bis nach 24 Stunden keine EGCG-Spiegel mehr gefunden
werden. Wir haben den FMD-Messzeitpunkt deshalb 1,5 Stunden nach oraler
Aufnahme gewahlt. Bei unseren gemessenen EGCG-Plasmakonzentrationen zeigte
sich eine hohe intraindividuelle Variabilitat trotz Einhalten einer strengen Diat. Hohe
EGCG-Konzentrationen bei einigen unserer Probanden korrelierten trotzdem nicht mit

héheren FMD-Werten. Im Mittel konnten in anderen Studien vergleichbare
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Plasmakonzentrationen nach entsprechender EGCG-Einnahme erzielt werden (Lee et
al., 2002, Widlansky et al., 2007).

Andere Catechine besitzen langere Halbwertszeiten als EGCG. Beispielsweise erreicht
ECG seine hochste Plasmakonzentrationen nach 24 Stunden. In der Theorie sind durch
langer wirksame Catechine Langzeiteffekte leichter zu erzielen, da diese nicht nur
kurzfristig zur Endothelverbesserung fuhren (Warden et al., 2001). Bei Verabreichung
einer Monosubstanz sollte die Einnahme in kunftigen Studien mehrmals taglich in
kurzeren Intervallen stattfinden. Nachteilig ware dies moglicherweise fur eine gute
Compliance. In Ubereinstimmung mit der Hypothese, dass aufgrund der kurzen
Halbwertszeit von EGCG ein protektiver Effekt nur durch die mehrmals tagliche
Einnahme erreicht werden kann, fuhrten bei epidemiologischen Untersuchungen eine
mehrmals tagliche Aufnahme von grinem Tee (mind. 3 Tassen) zur Reduktion des

kardiovaskularen Risikos (Peters et al., 2001).

Um alle bekannten Einflusse auf die Bioverfugbarkeit von EGCG zu kontrollieren,
mussten Probanden eine sehr strenge Diat einhalten. Bekanntermalien bewirkt eine
gleichzeitige Aufnahme mit Albumin, Vitamin C oder Fischdl einer groRere
Bioverfugbarkeit von EGCG, wohingegen die gemeinsame Aufnahme mit Calzium,
Magnesium zur Inaktivierung fuhrt (Mereles and Hunstein, 2011). Der zeitgleiche
Konsum von Milchprodukten fuhrt zu reduzierter antioxidativer Kapazitat (Bourassa et
al., 2013) und verhindert eine Steigerung der endothelialen NO-Produktion durch Tee
(Lorenz et al., 2007). Desweiteren tragt Serumalbumin zum Transport und zur
Stabilisierung von EGCG bei, indem es eine Oxygenierung verhindert (Ishii et al., 2005).

Ein erniedrigtes Serumalbumin fuhrt zu niedrigen EGCG-Plasmaspiegeln.

Nach Herstellerangaben sind in einer Kapsel Sunphenon® mindestens 95 % EGCG
enthalten. Die Reinheit und die Konzentration weiterer Inhaltsstoffe im Sunphenon
wurden in der Studie nicht untersucht. Daher konnte die gegebene Menge an
Sunphenon auch nicht an die Reinheit (also die tatsachlich vorliegende EGCG-Menge
in den Kapseln) angepasst werden. Man hatte sicherlich mehr als 200 mg in die
Kapseln einwiegen mussen, um genau 200 mg EGCG zu verabreichen. Leider hatten
wir bei der Konzeption der SuniMS-Studie keinen Einfluss darauf. Ob die Gabe von

exakt 200 mg EGCG das Studienergebnis beeinflusst hatte, ist sicherlich fraglich.
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5.5 Beeinflussung der LDL-Werte durch EGCG

Hohe Lipidwerte zahlen zu den Hauptrisikofaktoren fur kardiovaskulare Erkrankungen
(Taylor et al.,, 2013). Es gibt Hinweise darauf, dass Catechine zur LDL-Reduktion
fuhren. Obwohl die Ergebnisse bisheriger Studien nicht konsistent sind, zeigt eine
kurzlich verodffentliche Metaanalyse (hauptsachlich wurde EGCG-haltiges Teepulver
verwandt) eine signifikante Abnahme des Cholsterin- und LDL-Spiegels durch
Catechine (Kim et al., 2011). In der bisher einzigen Untersuchung zur Wirkung von
EGCG auf den LDL-Spiegel fuhrten 400 mg bzw. 800 mg EGCG bei adipdsen Frauen
zur Reduktion um 7,9 % bzw. 6,6 % nach 2 Monaten (Wu et al., 2012). In unserer Arbeit
fanden wir einen nicht-signifikanten Trend zu einer lipidsenkenden Wirkung durch
EGCG nach 3 Monaten (p=0,058). Entgegen unserer Ergebnisse zeigen
Untersuchungen, dass der lipidsenkende Effekt des grunen Tees eventuell durch
andere Inhaltsstoffe als durch Catechine vermittelt wird. So wurde im Tiermodell der
Cholesterinspiegel signifikant durch eine Teeldsung gesenkt, die alle Bestandteile des
grunen Tees aulder EGCG bzw. Catechine enthielt. Ursachlich konnten Veranderungen
der hepatischen Genexpression lipogenetischer Enzyme ausgemacht werden (Yasui et
al., 2012). Insofern besteht weiterer Forschungsbedarf zur Bestatigung der

lipidsenkenden Teeinhaltsstoffe.

5.6 Limitationen der Arbeit

1) Eine Hauptlimitation ist die relativ geringe Fallzahl. Sowohl bei der Untersuchung der
EGCG-Wirkung auf die Endothelfunktion bei MS als auch beim Vergleich der
Endothelfunktion von MS-Patienten mit Gesunden kénnen unsere Ergebnisse nur als
Hinweise interpretiert werden und mussen durch zukunftige Studien mit groReren

Fallzahlen validiert werden.

2) In wieweit der Einfluss ,MS" auf die Effekte von EGCG einen Einfluss hatte, kbnnen
wir nicht beantworten. Da Sunphenon® lediglich die Zulassung im Rahmen einer
Behandlung der multiplen Sklerose (und bei Glaukom) besitzt und als Prufsubstanz bei
Gesunden Probanden nicht zugelassen ist, sehen wir diese Limitation als sehr kritisch

aber unumganglich.

3) Es besteht durch exogene Faktoren wie Nahrungsmittel und Medikamente ein

moglicher Einfluss auf die EGCG-Wirkung, der nicht vollstandig erfasst wurde. Wie im
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vorangegangenen Abschnitt beschrieben, besitzen zahlreiche Nahrungsmittel Einfluss
auf die EGCG-Bioverfugbarkeit, die nicht alle aus dem Diatplan der Patienten
ausgeschlossen wurden. Die Einnahme von potentiell
endothelfunktionsbeeinflussenden Medikamenten wurde nicht erhoben und fand keine

Berucksichtigung bei der Randomisierung.

4) Unter den weiblichen Studienteilnehmern wurde der hormonelle Status nicht erfasst.
Es ist bekannt, dass Hormonschwankungen wie im Menstruationszyklus oder nach der
Menopause die Endothelfunktion beeinflussen kdnnen (Jochmann et al., 2009, Naka et
al., 2011, Moreau et al., 2012). Dies konnte bei den weiblichen Studienteilnehmern zur

Beeinflussung der Endothelfunktionsmessung gefuhrt haben.

5) Zuletzt wurde kein automatisches  Auswertungssystem  verwendet.
Untersucherbedingte Messungenauigkeiten bei der Auswertung der Endothelfunktion

konnen nicht ausgeschlossen werden.
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