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Zusammenfassung

Die Schéddigung des Endothels steht hdufig am Anfang in der Pathogenese von kardiovaskuldren
Erkrankungen und fiihrt zu einer endothelialen Dysfunktion. Diese ist unter anderem durch eine
verminderte NO-Produktion in Endothelzellen gekennzeichnet und kann schon sehr frith im
Verlauf von kardiovaskuldren Erkrankungen beobachtet werden. Sie kann mit Hilfe von
Endothelfunktionsmessungen quantifiziert werden, wobei sich die Messung der Fluss-
abhingigen Vasodilatation (Flow-mediated dilation; FMD) als Messmethode etabliert hat.
Geringe FMD-Werte korrelieren mit einem erhohten Risiko fiir Herzinfarkt und Schlaganfall
und gelten als frithprognostischer Faktor zur Bestimmung des individuellen kardiovaskulidren

Risikos.

Der Verzehr von sekundiren Pflanzenstoffen geht mit einem verminderten Risiko fiir Herz-
Kreislauf-Erkrankungen einher und zeigte in einigen Interventionsstudien positive Effekte auf
die FMD. Griiner Tee, der reich an Polyphenolen und insbesondere an Catechinen ist, fiihrte in

einer Reihe von Studien zu einem Anstieg der FMD.

Unklar bleibt jedoch, ob dieser positive Effekt tiberwiegend auf die Wirkung der enthaltenen
Catechine zuriickzufiihren ist. EGCG (Epigallocatechingallat) erwies sich dabei in vitro als das
kardio- und vasoprotektiv wirkungsvollste der Tee-Catechine. Es kann aber nicht ausgeschlossen
werden, dass auch dariiberhinaus andere Stoffe im Griinen Tee fiir den FMD-Anstieg

verantwortlich sind.

Um diese Frage zu beantworten, wurde eine prospektive Cross-over-Studie an 50 gesunden
Probanden durchgefiihrt, die in randomisierter Reihenfolge an unterschiedlichen Messtagen eine
identische Menge von 200 mg EGCG als Griinen Tee, Griintee-Extrakt, reines EGCG oder
Wasser als Kontrolle zu sich nahmen. In der vorliegenden Arbeit wurden die Effekte nach der
Verabreichung von Griinem Tee, Griintee-Extrakt und Wasser als Teil der Studienergebnisse

ausgewertet und beschrieben.



Dabei wurde die FMD jeweils vor und zwei Stunden nach Substanzeinnahme gemessen.
Zusétzlich wurden die Plasmakonzentrationen der Tee-Inhaltsstoffe vor und nach
Substanzeinnahme bestimmt, um einen moglichen Zusammenhang mit der Verdnderung der
FMD-Werte herstellen zu konnen. Zwei Stunden nach Griinem Tee konnte eine signifikante
Steigerung der FMD von 4,49% auf 5,85% um 1,36% beobachtet werden. Die Einnahme von
reinen Catechinen in Form von Tee-Extrakt hatte dagegen keinen signifikanten Effekt auf die
FMD. Es gab bei beiden Interventionen keine signifikante Korrelation zwischen Catechin-

Plasmaspiegeln und der Verdnderung der FMD-Werte.

Verdnderungen in den Plasmakonzentrationen von Koffein, Theophyllin und Theobromin als
weitere Inhaltsstoffe des Griinen Tees korrelierten ebenfalls nicht signifikant mit dem Anstieg

der FMD nach Griinem Tee.

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass die Catechine allem Anschein nach nicht
fiir eine Verbesserung der Endothelfunktion durch Griinen Tee verantwortlich sind. Vielmehr

scheint das Zusammenwirken mehrerer im Tee enthaltener Stoffe eine Rolle zu spielen.



Abstract

Damaging of the endothelium often stands at the beginning of the pathogeneses of
cardiovascular disease and causes endothelial dysfunction. This is characterized by low nitric
oxide production in endothelial cells and can be found in the early onset of cardiovascular
disease. By assessing the endothelial function with flow-mediated dilation (FMD) as an
established method of measurement, it is possible to quantify the loss of endothelial function. A
low FMD correlates with a higher risk for myocardial infarction and stroke and is a prognostic

marker for the individual cardiovascular risk profile.

The consumption of secondary plant-based substances is associated with a decreased risk for
developing cardiovascular diseases and interventional studies indicate a positive effect on FMD.
Drinking green tea, that is rich in polyphenols and especially in catechins, showed an increase in

FMD in previous studies.

However, it remains unknown whether the positive effect of green tea consumption is
predominantly mediated by the catechins. In vitro EGCG (epigallocatechingallate) proved most
effective of all green tea catechins in terms of cardio- and vasoprotection. But the role of other

substances in green tea in the increase of FMD in humans is unresolved.

To elucidate this question, a prospective cross over study with 50 healthy subjects was
performed. Participants ingested an equivalent amount of 200 mg EGCG in form of green tea,
green tea extract or pure EGCG in a randomized order and FMD measurements were performed
on different days. Water served as a control. The present work describes the results for green tea,

green tea extract and water as part of the study results.

FMD was measured before and two hours after the ingestion of each intervention. In addition,
plasma concentrations of tea polyphenols, caffeine, theobromin and theophylline before and after
ingestion were measured for a potential correlation with changes in FMD. Two hours after green
tea, a significant increase of 1.36% in FMD from 4.49% to 5.85% was observed. The intake of
catechins as green tea extract had no significant effect on endothelial function. There was no
significant correlation between catechin plasma levels and changes in FMD in both

interventions.



\

Changes in the plasma levels of caffeine, theophylline and theobromine as additional substances
in green tea, did not correlate significantly with the increase of FMD after green tea

consumption.

The results of this study show that catechins alone are apparently not responsible for the
improvement of FMD caused by green tea. In addition, the findings suggest that the combination
of tea substances and their synergistic effects could explain the positive effect of green tea on the

cardiovascular system.
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Einleitung 10

1. Einleitung

1.1 Funktionen des Endothels

Die groBen Gefifle im menschlichen Korper besitzen typischerweise einen dreischichtigen

Wandaufbau (Abbildung 1).

subendotheliale Matrix

]-adventitia

Abbildung 1. Der dreischichtige Wandaufbau einer menschlichen Arterie
Die drei Schichten der Geféaflwand von innen nach auf3en.
Mit freundlicher Genehmigung von Dr. S. Ghesquiere’.

Die duBerste Schicht, Adventitia (Tunica adventitia), besteht vorwiegend aus kollagenem
Bindegewebe in variabler Stirke. Nach Innen in Richtung Lumen, grenzt die Adventitia an die
Media (Tunica media). Diese mittlere Schicht wird durch spiralig angeordnete, glatte
Muskelzellen gebildet, die in einer extrazelluldren Matrix aus Proteoglykanen, Kollagen und
Elastin verankert sind. Die Muskelzellen der Tumica media sind untereinander durch
porenbildende Proteine (Gap Junctions/Connexone) verbunden. Diese Gap Junctions liegen sich
in der jeweiligen Muskelzellmembran gegeniiber und ermdglichen einen schnellen Austausch
von lonen und kleinen Molekiilen. Auf diese Weise kann die Depolarisation von einer Zelle an
die sie umgebenden Zellen weitergeleitet werden. Die Tunica media agiert damit als
mehrkernige Zelleinheit (Synzytium). Bei einer Kontraktion {iben die Muskelzellen aufgrund
ithrer Ausrichtung einen Zug in alle Richtungen aus, was zur Vasokonstriktion und damit zu

einer Verkleinerung des GefafSlumens fiihrt.
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Das Innere der GefdBle ist mit der schmalen Intima (7unica intima), bestehend aus dem

einschichtigem Endothel und der darunterliegenden subendothelialen Matrix, ausgekleidet.*”

Das Endothel ist fiir die Gefdl3gesundheit und die Entstehung kardiovaskuldrer Erkrankungen
von zentraler Bedeutung. Die Zellen der innersten GefdBschicht iibernehmen eine Vielzahl
wichtiger Regulierungsprozesse und iiben durch ihre hohe Stoffwechselaktivitit eine Barriere
Funktion zwischen den im Blut zirkulierenden Stoffen und dem Organismus aus.” Das Endothel
ist fiir die Bildung verschiedener Substanzen, wie beispielsweise vasokonstriktorisch wirkendes
Endothelin-1 und Thromboxan oder vasodilatatorisch wirkende Mediatoren (Stickstoffmonoxid
[NO] oder Prostaglandine, v.a. PGIl,), verantwortlich und kann damit den GefaBtonus

regulieren.*’

NO vermittelt insbesondere die Weitstellung groBerer arterieller GefiBe.® Dieser endogene
Dilatator wird in Endothelzellen mithilfe der endothelialen NO-Synthase (eNOS) aus L-Arginin
abgespalten und diffundiert frei in die darunterliegende Media.® In den glatten Muskelzellen der
Tunica media bindet NO an die l9sliche Guanylatcyclase, die darauthin aktiviert wird und aus
Guanosintriphosphat (GTP) cyclisches Guanosinmonophosphat (cGMP) generiert.” Der
steigende c¢GMP-Spiegel fiihrt iiber die Aktivierung verschiedener Proteinkinasen (u.a.
Proteinkinase B) zu einer Hemmung der Aktin-Myosin-Interaktion und damit zu einer

Vasodilatation.*

Arterien des menschlichen Korpers konnen auf physikalische Beanspruchung mit einer
Modulation des GefdBdurchmessers reagieren. Durch einen erhdhten intraluminalen Blutfluss
wirken Schub- oder Scherkrifte (Shear Stress) auf Endothelzellen ein. Dadurch 6ffnen
mechanosensible Calcium-Kanile in der Zellmembran und es gelangt vermehrt Ca®* in das
Cytosol.*” Induziert durch Shear Stress 6ffnen spezielle Kalium-Kanile, was eine Negativierung
des Membranpotentials nach sich zieht und den Ca*'-Einstrom weiter begiinstigt.'"’ Das
zytosolische Ca”" steigert in einem Calcium-Calmodulin-Komplex die eNOS-Aktivitit, sodass
mehr NO in den Endothelzellen produziert wird."" Acetylcholin und Bradykinin bewirken
rezeptorvermittelt ebenfalls einen Anstieg des intrazelluliren Ca®" und damit eine vermehrte

NO-Produktion.*
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Neben der Funktion als endogener GefdBldilatator besitzt NO ein breites vasoprotektives

Wirkungsspektrum und ist von groBer Bedeutung fiir die Funktionstiichtigkeit der

13,14 15,16
h™ h'>

Endothelzellschicht."> Es kann unter anderem antithrombotisc , antiinflammatorisc
sowie antihypertensiv' ' wirksam werden. NO vermindert die Oxidierung von LDL** und wirkt
antiproliferativ auf glatte Muskelzellen”. Dariiber hinaus verhindert es die Leukozytenadhsion,
indem es die Expression entsprechender Oberflichenmolekiile hemmt.” Dadurch konnen
schidliche Prozesse in der GefiaBwand und die Entstehung arteriosklerotischer Plaques durch NO
aufgehoben oder verlangsamt werden. Durch eine verminderte NO-Produktion in geschidigten
Endothelzellen ist keine addquate GefdaBreaktion auf Beanspruchung moglich. Dieses Stadium
wird als endotheliale Dysfunktion bezeichnet und tritt sehr friih in der Genese kardiovaskuldrer
Erkrankungen auf.>**

Aus der abnehmenden GefaBreagibilitét resultieren hohere intravasale Driicke und eine erhdhte
Flussgeschwindigkeit des Blutes. Diese Beanspruchung fiihrt {iber einen ldngeren Zeitraum zu
einer ausgedehnten Schidigung der Intima. Es entsteht ein sich selbst verstirkender Kreislauf,
der zu einer fortschreitenden Zerstorung der Endothelintegritit fiihrt.” Bei einer eingeschrinkten
Funktion der eNOS und einer verminderten NO-Bioverfiigbarkeit in Endothelzellen féllt auch
die Gefdfidilatation als Antwort auf Shear Stress geringer aus. Dies kann mittels
Endothelfunktionsmessungen quantifiziert werden. Die Messung der Flow-mediated dilation
(FMD) als eine mogliche Messmethode fiir Endothelfunktion bietet sich zur Einschitzung des
individuellen kardiovaskuldren Erkrankungsrisikos an und kann als sensitiver frithprognostischer

Faktor genutzt werden.”**

1.2 FMD als prognostischer Faktor fur kardiovaskulare Erkrankungen

Als Ursachen fiir die Entstehung von Arteriosklerose wurden neben Hypertonus, Diabetes
mellitus, Dyslipiddmie und Nikotinkonsum auch riskantes Essverhalten, ein hoher BMI und
mangelnde korperliche Aktivitit als Risikofaktoren identifiziert.”® Erkrankungen des vaskuliren
Systems gehen in den meisten Féllen Schiddigungen des Endothels voraus, die zu einer
endothelialen Dysfunktion fiihren. Dies ist vor allem durch eine verminderte NO-Produktion in
Endothelzellen gekennzeichnet®” und kann mithilfe von Endothelfunktionsmessungen wie der

FMD-Bestimmung nachgewiesen werden.
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Ein friihzeitiges Eingreifen in die Krankheitsentstehung und eine Abschétzung des individuellen

. . . . . PR T 24,25,27,28
kardiovaskuliren Risikoprofils wird so moglich.***>*"

Maruhashi et al. zeigten in einer FMD-Studie an Teilnehmern aller Altersgruppen (17-86 Jahre),
dass entsprechend des individuellen kardiovaskuldren Risikos, signifikant unterschiedliche
FMD-Werte gemessen werden konnten (ohne Risikofaktor FMD: 6,7 = 3,6 %; ein Risikofaktor
FMD: 5,5+3,0%; kardiovaskuldre Vorerkrankung FMD: 4,9 +3,0%, p< 0,001).29 Das
Probandenalter, BMI- und Blutdruckwerte, Nikotinabusus sowie Diabetes mellitus besallen
einen Einfluss auf die FMD.” Es konnte auch gezeigt werden, dass niedrige an der
Brachialarterie gemessene FMD-Werte, mit der endothelialen Dysfunktion in Koronargefaflen
korrelierten.”® Patienten mit einer normalen Endothelfunktion der Koronarien hatten eine
signifikant hohere FMD der Brachialarterie, als Individuen bei denen in den Herzkranzgefaf3en
eine verminderte Reaktion auf eine Acetylcholin-Perfundierung nachgewiesen werden konnte.
Der prognostische Wert der FMD-Messung wurde in einem léngerfristigen
Beobachtungszeitraum von zwei Jahren bestitigt. Patienten mit einer FMD von < 1,9 % hatten
ein deutlich erhéhtes Risiko fiir ein kardiovaskulires Ereignis.”' Diese Ergebnisse unterstreichen
den Aussagewert der FMD als unabhingigen prognostischen Faktor fiir die Entstehung
kardiovaskuldrer Erkrankungen. In der Metaanalyse von Ras et al. in die insgesamt 23 Studien
mit 14.753 Teilnehmern eingingen, wurden die FMD-Werte mit dem kardiovaskuldren Risiko
korreliert.’® Die Auswertung der Studien zeigte, dass mit einer Verminderung der FMD um 1 %
das absolute Risiko fiir die Entstehung kardiovaskuldrer Erkrankungen um 0,92 stieg. Dieser

Zusammenhang war bei Vorerkrankten deutlich stirker ausgeprigt als bei Gesunden.*

Die Messung der FMD ist eine schnell durchfiihrbare, kostengilinstige und nicht-invasive
Methode, die diagnostische Hinweise auf eine eingeschriankte Endothelfunktion gibt. Dariiber
hinaus kann eine verminderte FMD sehr frith in der Arteriosklerose-Entstehung festgestellt

33
werden.

Auf diese Weise entsteht ein Behandlungsspielraum, der es ermoglicht das
individuelle kardiovaskuldre Risiko zu beeinflussen, noch bevor makroskopisch erkennbare
GefdBldsionen auftreten. Neben der Reduktion von Risikofaktoren, wie mangelnde Bewegung,
erhohte Blutfettwerte, erhohter Blutzuckerspiegel und Rauchen, kann auch die Erndhrung einen

wichtigen Beitrag zur Gefda3gesundheit leisten.
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1.3 Flow-mediated dilation als Methode der Endothelfunktionsmessung

Die komplexen und vielféltigen Aufgaben des Endothels machen es schwierig, seine Funktion
mit einer Messgrofe zusammenzufassen. Celermajer et al.>* versuchten eine adiquate und
aussagekriftige Messmethode zu etablieren und Dbeschrieben 1992 erstmals einen
Versuchsaufbau, indem die sogenannte flussvermittelte Vasodilatation (Flow-mediated dilation,

FMD) gemessen wurde.

Der Ablauf der ultraschallgestiitzten Endothelfunktionsbestimmung bildet bis heute die
Grundlage der FMD-Messung. Durch das Aufpumpen einer Blutdruckmanschette am Unterarm
wird eine Unterversorgung weiter distal induziert. Durch das ziligige Ablassen und die reaktive
Hyperdmie entsteht tempordr ein erhohter arterieller Blutfluss, der als Shear Stress auf die
GefiaBwiande einwirkt. Diese erhohte Wandspannung ist der physiologische Stimulus, auf den
das Endothel mit einer erhohten NO-Produktion reagiert. Dies bewirkt eine Vasodilatation, die
mittels GefaBultraschall erfasst wird.* Die Fihigkeit des Endothels ausreichend NO zu
synthetisieren bildet, wie bereits beschrieben, einen wichtigen Indikator filir die
GefaBgesundheit.® In vitro wurde gezeigt, dass es durch die Zugabe eines NO-Synthase-
Hemmers (N-Monomethyl-L-Arginin, L-NMMA) zu einer signifikanten Verminderung der
flussvermittelten Vasodilatation kommt.”> Dies verdeutlicht die NO-Abhingigkeit dieser
Gefdfreaktion. Pohl et al. zeigten am Tiermodell, dass Gefdfle auf einen erhohten intraluminalen
Blutfluss mit einer Weitstellung reagieren, vorausgesetzt sie besitzen eine intakte
Endothelzellschicht. Nach Entfernung des Endothels konnte die Zunahme des
GefaBdurchmessers als Reaktion auf den Stimulus nicht mehr beobachtet werden.*® Dies konnte
von Green et al. durch Studien am Menschen bestétigt werden. Auch hier war die FMD von
gesunden Probanden nach einer L-NMMA-haltige Infusion stark vermindert.”*’

Der zugrundeliegende Mechanismus der Vasodilatation bei der FMD ist bis jetzt nicht
vollstindig aufgekldrt. Neben NO scheinen, abhidngig vom Stromgebiet, andere Botenstoffe wie
PGI, und der Endothelium-Derived Hyperpolarizing Factor (EDHF) eine Rolle zu spielen.”® An
Arteriolen eNOS-negativer Méuse, dessen Endothel durch das fehlende Gen nicht in der Lage
war NO zu synthetisieren, konnte ebenfalls eine Gefdlerweiterung als Antwort auf Shear Stress

gemessen werden. Verabreichte man diesen Tieren einen Cyclooxygenase-Hemmer
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(Indometacin), der die Produktion von Prostaglandin inhibiert, blieb die Vasodilatation aus.
Daraufhin postulierten die Autoren dieser Studie, dass Prostaglandine in einigen Stromgebieten
zur FMD beitragen und insbesondere bei einem verminderten NO-Angebot eine geringfiigige

Erweiterung des GefiBdurchmessers hervorrufen.”

Nach der FMD-Bestimmung wird im Rahmen von Studien auch die endothelunabhingige
Vasodilatation gemessen, die durch die Verabreichung von Nitroglycerin (GTN, Glyceryl
trinitrate, GTN-induced Vasodilatation) bewirkt wird. Durch das im Uberschuss zugefiihrte NO
erreicht das Gefdl seinen maximalen Durchmesser unabhédngig von der endothelialen NO-
Produktion. Durch die GTN-Messungen konnen Riickschliisse auf die Funktionstiichtigkeit der
Media gezogen werden, da das zugefiihrte NO eine direkte Wirkung auf die glatten Muskelzellen
der GefdBwand hat. Eine verminderte GTN kann auf einen Elastizitatsverlust der Arterienwénde
hinweisen, was wiederum zu einer Verfilschung der Messwerte bei der FMD-Bestimmung
fiihren kann.* Insbesondere bei FMD-Untersuchungen im Rahmen von Interventionsstudien
bietet die anschlieBende GTN-Messung die Moglichkeit zur Unterscheidung einer

endothelabhingigen von einer endothelunabhingigen Vasodilatation.*!

1.4 Kardiovaskulare Risikoreduktion durch Polyphenole

Einen gilinstigen Einfluss auf die Entstehung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen scheint der
Verzehr von sekundédren Pflanzenstoffen zu besitzen. Einige Autoren berichteten von der
Assoziation eines regelmifBigen und hohen Konsums dieser Stoffe mit einem verminderten
kardiovaskuliren Risiko. Beispielsweise wies die epidemiologische ,,Zutphen Elderly Study***
an 805 minnlichen Probanden eine Korrelation zwischen einem hohen Polyphenolgehalt in der
Nahrung und der verminderten Inzidenz von Herz-Kreislauf-Erkrankungen nach. Die
Teilnehmer dieser Studie wurden mittels Interview zu ihren Ess- und Trinkgewohnheiten
befragt, wobei sich zeigte, dass Probanden mit einem hohen Flavonoid-Konsum weniger oder
spiater Myokardinfarkte erlitten. Selbst in der von hohem BMI, Rauchen, erhdhtem
Gesamtcholesterin, niedrigem HDL und hohem Bluthochdruck bereinigten Statistik blieb der
positive Effekt der Flavonoide statistisch signifikant.*> Ahnliche Ergebnisse ergab eine finnische

Langzeitstudie in einem Follow-up von mehr als 20 Jahren.
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Hier zeigte sich ebenfalls eine inverse Korrelation zwischen hoher Flavonoid-Aufnahme und der
Mortalitit fir ~Herz-Kreislauf-Erkrankungen.””  Andere Studien belegten, dass die
unterschiedlichen Inzidenzen kardiovaskuldrer Erkrankungen in verschiedenen Ladndern unter
anderem auf die Essgewohnheiten der Bevolkerung und den Verzehr von Flavonoiden

zuriickzufiihren ist.**

In asiatischen Landern, wie beispielsweise Japan, in denen hauptséchlich durch den Verzehr von
Griinem Tee téglich sehr viel Flavonoide (ca. 70 mg/d) aufgenommen werden, erlitten deutlich
weniger Menschen einen Herzinfarkt und auch das durchschnittliche Erkrankungsalter lag

signifikant hoher.***

Bei Herzkatheter Untersuchungen zeigte sich eine Korrelation zwischen
dem Stenosegrad der Herzkranzgefile und dem zuvor erfassten Teekonsum der
Studienteilnehmer. In den Gefdllen von Patienten, die tdglich mehr als vier Tassen Griinen Tee
zu sich zu nahmen, wurden wesentlich weniger relevante Stenosen festgestellt als in einer
Vergleichsgruppe von Probanden, die angaben keinen Tee zu trinken.***’ Hinzukommt, dass

auch das Langzeitliberleben nach einem Myokardinfarkt durch den regelméBigen Genuss von

. 48
Griinem oder Schwarzem Tee verbessert werden konnte.

Flavonoide konnen unter anderem durch die Senkung der Serumlipide der Entstehung und dem
Fortschreiten einer Arteriosklerose entgegenwirken. Imai et al. wie auch Stensvold et al. zeigten,
dass eine hohe Flavonoid-Aufnahme mit einem signifikant geringerem Cholesterin- und
Triglyceridspiegel sowie einem niedrigerem Arteriosklerose-Index (LDL/HDL-Quotient)

einherging.*"°

Der oxidative Status der Lipide konnte durch die regelmiBige Aufnahme von
Flavonoiden zusétzlich verbessert werden. Der Spiegel an oxidiertem LDL (oxLDL) sank, wenn
iiber den Tag verteilt zehn oder mehr Tassen Griiner Tee verzehrt wurden.”” Auch der negative
Effekt von Zigarettenrauchen, einer der Hauptursachen fiir erhdhten oxidativen Stress, konnte

durch Teekonsum vermindert werden.**!

Zahlreiche Studien zeigten, dass ein hoher Flavonoid-
Verzehr primédr und sekundér praventiv gegen die Entstehung von Arteriosklerose und den damit
verbundenen Komplikationen wirksam sein kann. Zum vielfdltigen Wirkungsspektrum dieser
Stoffgruppe gehdrt auch die positive Beeinflussung der Endothelfunktion, was im Rahmen

einiger FMD-Studien in Kurz- und Langzeitinterventionen untersucht wurde. >
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1.5 Endothelfunktionsstudien zu polyphenolhaltigen Nahrungsmitteln

Sekundére Pflanzenstoffe sind Substanzen, die in farbigen Blatt- und Fruchtanteilen vorkommen
und der Pflanze unter anderem zur Abwehr von Schidlingen dienen.>® Ein Teil dieser Stoffe sind
phenolische Verbindungen und werden als Xanthone, Glycoside, Phenole oder Polyphenole
bezeichnet. Die Polyphenole werden abhéngig von ihren funktionellen Gruppen in eine Vielzahl
von Unterklassen unterteilt. Flavonoide gehoren zu den Polyphenolen und kommen vermehrt in
der Schale von Obst- und Gemiisesorten vor. Flavonoide konnen wiederum in andere
Substanzgruppen wie Catechine, Isoflavone, Anthocyane unterteilt werden.’® Die Effekte, die
mit dem Verzehr dieser und anderer Flavonoide aus verschiedenen Lebensmitteln (Obst,
Gemiise, Tee, Rotwein und Kakao) in Zusammenhang gebracht werden, untersucht man seit

51,57-59 s . :
’ Im Zuge dessen wurden diverse Wirkmechanismen

einigen Jahren sehr intensiv.
beschrieben, die den positiven Einfluss der Polyphenole auf die Endothelfunktion erkléren

konnten.

Anthocyane sind die Haupt-Flavonoide in Beeren und finden sich vor allem in dunkel gefarbten
Pflanzenteilen.”” In Endothelfunktionsstudien vermochte eine Supplementation mit reinen
Anthocyanen eine signifikante Steigerung der FMD im Vergleich zu Placebo zu bewirken™
Diese FMD-Steigerung korrelierte mit dem Anstieg von c¢cGMP, das als Indikator fiir
Vasorelaxation herangezogen wurde. Davon leiteten die Autoren dieser Studie ab, dass eine
verbesserte Vasodilatation durch Anthocyane am ehesten auf einer Aktivitdtszunahme der NO-
Synthase beruhte. Diese Annahme wurde gestiitzt durch einen weiteren Studienansatz, bei dem
durch die Hemmung der eNOS (durch die Zugabe von L-NMMA) keine FMD-Verbesserung

durch Anthocyane gezeigt werden konnte.”

Weintrauben enthalten neben Anthocyanen noch weitere biochemisch aktive Substanzen, wie
Resveratrol, Delphinidin oder Quercetin.’* Diese Stoffe bleiben auch in der Weiterverarbeitung
der Trauben zu Wein enthalten. Der Genuss von Rotwein wird als einer der Griinde diskutiert,
weshalb die Inzidenz von Myokardinfarkten in Léndern wie Frankreich, trotz des hohen
Verzehrs von gesittigten Fettsduren, wesentlich niedriger ist als in anderen europdischen

Landern (,,Franzosisches Paradoxon®).”!
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In FMD-Studien zeigte sich vor allem die positive Akutwirkung von alkoholfreiem Rotwein, der
in einer Interventionsstudie einen héheren Anstieg der FMD bewirkt als das Kontrollgetrink mit

normalem Alkoholgehalt.®%*

Die Verbesserung der Endothelfunktion schien durch die Wirkung
der enthaltenen Flavonoide begriindet zu sein, da sich auch die Einnahme von Rotwein-Extrakt,
bestehend aus Epicatechin, Catechin und trans-Resveratrol, positiv auf die FMD auswirkte.>*
Dariiber hinaus konnte fiir Resveratrol eine erhdhte Promotoraktivitdt am codierenden Abschnitt
der NO-Synthase nachgewiesen werden, was eine verstiarkte Expression dieses Schliissel-

Enzyms zur Folge hatte.®

Ein weiteres flavonoidhaltiges Genussmittel mit FMD-verbessernder Wirkung ist Kakao. Dunkle
Schokolade enthilt, je nach Fertigungsprozess, viele freie Flavonoide, vor allem Catechine und

3658 Der Verzehr von Kakao als Schokolade oder Getriink konnte nachweislich eine

Epicatechine.
Verbesserung der Endothelfunktion bewirken. Dabei profitierten kardiovaskuldr gesunde
Individuen®® und Patienten mit einer bereits bestehenden, durch Rauchen®® oder Diabetes
mellitus®’” verursachten endothelialen Dysfunktion, gleichermaBen. In einer Langzeitintervention
iiber eine Woche wurde nach tiglich dreimaligem Genuss eines Kakaogetrianks eine schrittweise
Verbesserung der FMD-Werte beobachtet.® In vitro bewirkten Epicatechine, die
hochkonzentriert in Kakaobohnen zu finden sind, eine gesteigerte Enzymaktivitit der eNOS.®
Passend dazu konnte an Probanden zwei Stunden nach dem Genuss von Kakao neben einem
FMD-Anstieg eine Erhohung der NO-Metabolite im Blut nachgewiesen werden.®” Andere

experimentelle Studien zeigten, dass die antioxidativen Eigenschaften der Catechine eine NO-

Oxidation verhindern und es so linger in seiner protektiv wirksamen Form erhalten blieb.*

1.6 Endothelfunktionsstudien zu Schwarzem und Grunem Tee

In Griinem und Schwarzem Tee findet sich eine besonders hohe Konzentration von Flavonoiden.
FMD-Studien an unterschiedlichen Probandenkollektiven bestétigten einen positiven Einfluss
dieser Teesorten auf die Endothelfunktion. Schreuderetal. zeigten an 20 gesunden
Studienteilnehmern, die {liber sieben Tage tdglich drei Tassen Schwarzen Tee tranken, eine
durchschnittliche FMD-Steigerung von 5,8 auf 7,2 %.” Dieser Effekt konnte ebenfalls fiir
geringe Dosen von tiglich 100 mg Tee-Flavonoiden gezeigt werden, was weniger als einer Tasse

Schwarzen Tee entspricht.”
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An niereninsuffizienten Patienten mit eingeschriankter Endothelfunktion konnte Schwarzer Tee

signifikant die FMD verbessern.”' Ahnliche Ergebnisse zeigte eine Studie an KHK-Patienten.’”

Griiner und Schwarzer Tee zeigten sich dabei gleichermallen wirksam auf die Endothelfunktion
von gesunden Probanden. Jochmann et al. zeigten, dass der FMD-Anstieg zwei Stunden nach
Griinem oder Schwarzem Tee in etwa gleich war und eine Steigerung von 5,0 % nach Griinem
und 4,4 % nach Schwarzem Tee bewirkt werden konnte.” Kim et al. beobachteten 30, 90 und
120 Minuten nach Griinem Tee einen Anstieg der FMD-Werte bei gesunden ménnlichen
Rauchern.”* Bei einem anderen Probandenkollektiv konnte durch einen tiglichen Verzehr von
5 g Griinem Tee iiber zwei Wochen ein mittlerer Anstieg der FMD-Werte von 7,2 auf 9,3 %
gezeigt werden.”* Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass sich der Tee-Konsum auch in der

Langzeitanwendung positiv auf die Endothelfunktion beim Menschen auszuwirken scheint.

1.7 Die Inhaltsstoffe des Grunen Tees

Tee als HeiBgetraink wird durch einen Aufguss mit heiBem Wasser und den getrockneten
Blattern der Teepflanze Camellia sinensis gewonnen. Es existieren unterschiedliche Arten von
Tee, die in Geschmack, Geruch und Aussehen differieren kénnen. Griinde fiir diese Variabilitét
sind neben der Verarbeitung der Blétter und der Teezubereitung auch der Erntezeitpunkt und das

Anbaugebiet mit den jeweils vorherrschenden klimatischen Bedingungen.”

Die Blatter der Teepflanze werden bei der Ernte entweder von Hand oder maschinell geschnitten
und direkt im Anschluss zur jeweiligen Tee Sorte weiterverarbeitet. Fiir die Produktion von
Griinem Tee werden die Teebldtter unmittelbar nach dem Schneiden erhitzt. Dies fiihrt zur
Inaktivierung der Polyphenoloxidase, die den Fermentationsprozess katalysiert. Diese Enzym
oxidiert die im Teeblatt enthaltenen Catechine und komplexiert sie zu hdheren
Polymerstrukturen, wie Theaflavine und Thearubine, die insbesondere in Schwarzem Tee zu
finden sind.”> Teezubereitungen, bei denen die Blitter erst einige Zeit nach dem Schneiden
erhitzt werden, gehoren zu den halbfermentierten Sorten; diese werden als Oolong-Tee
bezeichnet. Schwarzer, vollfermentierter Tee bleibt drei bis sechs Stunden unbehandelt, bevor er
erhitzt und getrocknet wird.”® 76-78 % des global produzierten Tees aus Camellia sinensis wird

als Schwarzer Tee, 20-22 % als Griiner und 2 % als Oolong-Tee vertrieben.”’
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Nach Schétzungen der ,,Food and Agriculture Organisation of the United Nations* (FAO)
wurden im Jahre 2012 weltweit insgesamt ca. 4,7 Millionen Tonnen getrockneter Teeblétter der
Sorte Camellia sinensis produziert.” Griiner Tee aus der Camellia-sinensis-Pflanze (nachfolgend

kurz Tee genannt) enthélt eine Vielzahl an biochemisch aktiven Stoffen (Tabelle 1).

Tabelle 1. Biochemisch aktive Stoffe in Griinem Tee
Catechine” 30-42 %
Catechin 0,3-0,6%
EC 5-7%
ECG 9-12%
EGC 9-12%
EGCG 48-55%
Weitere Flavonoide® 5-10 %
Koffein® 3-5%
Theogallin® 2-3%
Theophyllin® 0,03 %
Theobromin® 0,1 %
Mineralstoffe® 6-8 %

Tee ist unabhidngig vom Grad der Fermentation reich an Polyphenolen. Diese sekundiren
Pflanzenstoffe sind hauptsdchlich Kohlenstoffverbindungen aus mehreren Phenolringen.
Flavonoide machen dabei mit etwas 30-40 % des Trockengewichts, den groBten Anteil der
Polyphenole des Tees aus.” Flavonoide bestehen aus zwei aromatischen Ringen und einem

oxygenierten, heterocyclischen Kohlenstoffring (Abbildung 2).

($2)
N

Abbildung 2. Allgemeine Strukturformel eines Flavonoids

Zwei aromatische (A und B) und ein oxygenierter, heterocyclischer Kohlenstoffring (C).
Stoffeigenschaften werden hauptséachlich durch die funktionellen Gruppen am C-Ring (2) bestimmt.
Darstellung nach Balentine”, mit freundlicher Genehmigung des Taylor & Francis-Verlags.
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Die Stoffeigenschaften der einzelnen Flavonoid-Verbindungen werden durch die Anzahl
gebundener OH-Gruppen und funktioneller Gruppen am C-Ring bestimmt.®’ Beim Erhitzen der
Teeblitter wird durch die Inaktivierung der Polyphenoloxidase die Entstehung von Di-, Tri- oder
Polymeren verhindert, sodass im Griinen Tee fast ausschlielich einfache Flavonoid-Molekiile
zu finden sind. Catechine besitzen eine solche Monomer-Struktur (Abbildung 3) und machen

etwa 80-90 % der Flavonoide im Griinen Tee aus.’’

OH
OH
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Abbildung 3. Allgemeine Strukturformel eines Catechins

Abhéngig von ihrem gebundenen Rest (R1 oder R2) unterscheiden sich Catechine in ihren
Stoffeigenschaften.

Darstellung nach Balentine”, mit freundlicher Genehmigung des Taylor & Francis-Verlags.

Catechine sind wasserldsliche, geruch- und farblose Bestandteile des Tees, die unter anderem zu

seiner Bitterkeit beitragen und eine stark antioxidative Wirkung aufweisen.””*

Epicatechin
(EC), Epicatechingallat (ECG), Epigallocatechin (EGC) und das Epigallocatechingallat (EGCG)
sind die vier Hauptvertreter der Catechine im Griinen Tee.”” Thre antioxidative Wirkstirke ist
abhingig von der Anzahl an gebundenen Hydroxylgruppen. EGCG ist das wirkungsvollste
Antioxidans und in absteigender Potenz folgen EGC, ECG, EC und Catechin.””® EGCG wurde
in vorherigen in vitro Studien mit seinen antiinflammatorischen und antithrombotischen

Eigenschaften als das wirksamste aller Tee-Catechine beschrieben.™ ™
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Abbildung 4 zeigt die Strukturformeln der vier Haupt-Catechine, die in Griinem Tee enthalten

sind.
OH OH
OH OH
" HO O ot
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"OH "OH
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Epicatechin (EC) Epigallocatechin (EGC)
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Abbildung 4. Strukturformeln der vier Haupt-Catechine im Griinen Tee
Epicatechin (EC), Epicatechingallat (ECG), Epigallocatechin (EGC), Epigallocatechingallat (EGCG).
Darstellung nach Roginskygs, mit freundlicher Genehmigung von American Chemical Society.

EGCG bildet etwa 4 % des Trockengewichts der Teeblitter."’ In jungen Teeblittern und
unfermentierten Teesorten ist die hochste Konzentration an EGCG zu finden.*®® Catechine, die
mit dem Tee oral aufgenommen werden, gelangen zum groBten Teil im Jejunum und Ileum
durch Diffusion in die intestinale Schleimhaut. Durch die natiirliche Abschilferung der
Darmzellen wird ein Teil der Catechine ungenutzt wieder ausgeschieden. Der andere Teil
gelangt durch Diffusion ins Plasma und auf diesem Wege weiter zu Leber und Niere, wo
Catechine enzymatisch sulfatiert, glucuronidiert oder methyliert werden. Dies fiihrt dazu, dass

die Bioverfiigbarkeit dieser Stoffklasse sehr gering ist.*""’

Die biologisch wirksamste Form der
Catechine stellt die freie, unkonjugierte und nicht proteingebundene Form dar.”® Etwa 60

Minuten nach dem Genuss von Grinem Tee sind Catechine im Plasma nachweisbar. Sie
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erreichen nach etwa 1,5-2 Stunden ihr Maximum und fallen nach 12 Stunden unter die
Nachweisgrenze.” Der Koffeingehalt der Teeblitter wird auf etwa 2,5-5,5% in der
Trockenmasse geschitzt.”' Eine Tasse Tee mit 180 ml enthilt abhingig von der Art des
Aufbriihens, durchschnittlich etwa 60-80 mg Koffein, eine Tasse frisch gebriihter Kaffee enthélt
zum Vergleich etwa 100 mg. Griiner, Oloong und Schwarzer Tee haben etwa den selben
Koffeingehalt, wobei dieser von der Briihzeit, der Menge der verwendeten Teeblitter, der
BlattgroBBe sowie der Wassertemperatur, mit der die Teeblétter {ibergossen werden, abhéingig

ist.”

1.8  In-vitro-Studien zur Wirkung von Tee-Catechinen auf das Endothel

Die Catechine des Griinen Tees besitzen eine hohe antioxidative Wirkung. Die
Lipidperoxidation der Zellmembran sowie die oxidative Schidigung der DNA konnten durch
thre Wirkung als Radikalfinger vermindert werden. Teraoetal. zeigten die
membranschiitzenden Effekte dieser Stoffgruppe in einem einfachen Modell an unilamelldren
Liposomen, die unter oxidativen Stress gesetzt wurden.”” Die Applikation des Griinen Tees
verminderte die Anzahl der DNA-Strangbriiche und die Zellmembranoxidation verglichen mit
unbehandelten Zellen.”>** Oxidativer Stress, der auf Endothelzellen einwirkt, kann exogen
beispielsweise durch Tabakkonsum entstehen. Er kann jedoch auch endogen durch erhdhte
Aktivitdt der NADPH-Oxidase im Rahmen der physiologischen Zellatmung anfallen. Eine hohe
Konzentration reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) wie Wasserstoffperoxid (H,O,) oder
Superoxidanionen (O”) fiihren zu einer Verminderung der NO-Verfiigbarkeit in den
Endothelzellen.” Peroxinitrit (ONOO), das durch die Reaktion von NO und ROS entsteht,
bewirkt ebenfalls eine Oxidation von Zellstrukturen und lidsst den NO-Spiegel weiter absinken.
Fallen zu viele reaktive Sauerstoffspezies an, wird ein NO-Mangel durch eine sinkende
Expression und Aktivitit von eNOS zusitzlich verstirkt.” Catechine konnen freie Radikale
direkt binden und damit ihre schidliche Wirkung neutralisieren. Zudem konnte eine Abnahme
der NADPH-Oxydase-Aktivitdt durch die Wirkung von Epicatechin-Metaboliten beobachtet
werden.”®”” Folglich entstanden weniger schidliche freie Radikale und das NO-Angebot in den

85,96,97

Endothelzellen konnte verbessert werden. Zusitzlich scheinen Catechine auch direkt eine

Aktivitdtssteigerung der endothelialen NO-Synthase zu bewirken.
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So zeigte die Inkubation boviner Endothelzellen mit reinem EGCG eine Steigerung der eNOS-
Syntheseleistung um das Vierfache.* Dies wurde iiber die Aktivierung einiger Proteinkinasen
des PI3K-Akt-Signaltransduktionswegs und einer Phosphorylierung des eNOS-Enzyms

erreicht.®*

Studien an vorkontrahierten Aortenringen zeigten durch die Zugabe von Catechinen eine
Steigerung der NO-vermittelten Relaxation. Bei vorheriger Behandlung der GefaB3-Préparate mit
L-NMMA wurde die Relaxation abhéngig von der EGCG-Konzentration verhindert. Bis zu einer
Konzentration von 25 uM EGCG blieb die Relaxation vollstindig aus, wdhrend EGCG-
Konzentrationen > 50 uM trotz der Zugabe von L-NMMA relaxierten.* In GeféBabschnitten mit
einer intakten Endothelzellschicht konnte durch die Wirkung der Catechine eine verbesserte
Vasodilatation erreicht und ein signifikanter Anstieg von ¢cGMP beobachtet werden. EGCG
besall dabei im Vergleich zu den anderen getesteten Catechinen (EC, ECG, EGC) die hochste

Wirksamkeit.”®

1.9 Fragestellung

Der Genuss von Griinem Tee hat einen positiven Einfluss auf die Endothelfunktion und zeigte in
verschiedenen Lang- und Kurzzeitstudien einen Anstieg der FMD. Griiner Tee enthélt eine hohe
Konzentration an Flavonoiden, insbesondere den monomeren Catechinen EC, ECG, EGC und
EGCG. Letzteres erwies sich in vitro als das kardio- und vasoprotektiv wirkungsvollste Tee-
Catechin. Bislang konnte jedoch nicht gekldrt werden, ob die Verbesserung der
Endothelfunktion beim Menschen auf die Wirkung der Catechine zuriickzufiihren ist oder ob
andere Inhaltsstoffe involviert sind. Mit der vorliegenden Arbeit sollen folgende Fragen

beantwortet werden:

* Konnen die beschriebenen Effekte des Griinen Tees allein auf die Wirkung der Catechine
zurlickgefiihrt werden oder tragen auch andere Stoffe zu einer Verbesserung der
Endothelfunktion bei?

* Gibt es einen Unterschied in der Bioverfiigbarkeit der Catechine nach verschiedenen
Darreichungsformen?

* Welche Stoffe im Griinen Tee bewirken einen Anstieg der FMD?
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Dazu wurden in der vorliegenden Studie in einem Cross-over-Studiendesign verschiedene
Darreichungsformen der Catechine in ihrer Wirkung auf die Endothelfunktion an 50 gesunden
Probanden getestet. Die Studienteilnehmer nahmen in randomisierter Abfolge Griinen Tee,
Griintee-Extrakt oder isoliertes EGCG zu sich. Mit jeder Intervention wurde jeweils 200 mg
EGCG verabreicht. Als Kontrolle diente eine konstante Menge heiles Wasser. Die
Endothelfunktion der Probanden wurde jeweils vor der Einnahme und zwei Stunden danach
mittels FMD gemessen. Zusitzlich wurden die Catechin-, Koffein-, Theobromin- und
Theophyllin-Konzentrationen im Plasma der Probanden bestimmt. Die erhobenen Daten wurden
statistisch auf einen mdglichen Zusammenhang zwischen der Anderung der Plasmakonzentration

dieser Substanzen und der FMD-Verédnderung gepriift.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Teil der Ergebnisse der FMD-Studie ausgewertet. Dabei
werden die Effekte nach der Verabreichung von Wasser, Griinem Tee und Griintee-Extrakt

beschrieben.
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2. Methoden

2.1 Probandenrekrutierung

Im Zeitraum von August 2012 bis August 2013 wurden insgesamt 207 Ménner im Alter von 20-
50 Jahren als Probanden in die FMD-Studie aufgenommen. Die Rekrutierung erfolgte iiber
Probandengesuche im Intranet der Charit¢é oder durch Aushdnge im Raum Berlin. Potentielle
Probanden erhielten zundchst eine E-Mail mit allen notwendigen Informationen und in den
folgenden Tagen wurde telefonisch Kontakt aufgenommen, um eine miindliche Vorauswahl
anhand festgelegter Kriterien zu treffen. Ein erstes Telefongesprich mit potentiellen
Studienteilnehmern diente dazu, Ein- und Ausschlusskriterien zu besprechen sowie die zeitliche
Verfiigbarkeit der Probanden zu ermitteln. Mogliche Einflussfaktoren auf die Endothelfunktion,
wie Medikamenteneinnahme, Alkoholkonsum, Tétigkeiten in Schichtarbeit und Erndhrung
wurden abgefragt. Der Tee- (Schwarzer und Griiner Tee) und Kaffeekonsum der Probanden
wurde ebenfalls erfasst, um einen Gewdhnungseffekt auszuschlieBen und die Menge an téglich
verzehrtem Koffein abschitzen zu konnen. Das Probandenkollektiv wurde so gewihlt, dass
keine kardiovaskuldren Risikofaktoren vorlagen und eine Einschrinkung der Endothelfunktion
soweit wie mdglich ausgeschlossen werden konnte. Da Schwankungen des Ostrogenspiegels im
Rahmen des weiblichen Zyklus zu verinderten FMD-Werten fiihren” wurden ausschlieBlich
méinnliche Studienteilnehmer rekrutiert. Die im Studienprotokoll festgelegten Einschlusskriterien
sowie die Blutparameter (siche Einschlusskriterien) wurden beim ersten Messtermin iiberpriift.
Die Studie wurde von der Ethikkommission der Charité Universitdtsmedizin Berlin unter der
Nummer EA1/277/09 genehmigt. Zudem wurde die Studie unter ClinicalTrials.gov registriert
(Identifier:NCTO01662232;URL:https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01662232?term=EGCG%2C

+Greenttea&rank=4).



Methoden 27

2.2 Ein- und Ausschlusskriterien

Eine Voraussetzung fiir den Einschluss in die Studie war, dass die aufgelisteten Laborparameter

in Tabelle 2 in den vorgegebenen Messbereichen lagen.

Tabelle 2. Einschlusskriterien.

Triglyceride (TG) < 180 mg/dI
High Density Lipoprotein (HDL) > 35 mg/dl
Low Density Lipoprotein (LDL) < 160 mg/dl
Gesamtcholesterin < 240 mg/d|
Lipoprotein (a) [Lp(a)] < 300 mg/dI

Homocystein 6-12 uymol/l
Hamoglobin A1c (HbA1() 5,6 %
C-reaktives Protein (C-rP) 5 mg/dl

I\

I\

Ausschlusskriterien fiir die Teilnahme an der Studie sind im Folgenden aufgelistet:

* chronische oder schwerwiegende Erkrankungen (z.B. Erkrankungen des rheumatischen
Formenkreises, onkologische oder autoimmune Vorerkrankungen)

* Diabetes mellitus

* Hypertonus (systolisch > 140 mmHg und diastolisch > 90 mmHg)
«  BMI > 27 kg/m’

* Rauchen

* Alkoholabusus

* regelméBige Medikamenteneinnahme

* regelméBiger Konsum von Griinem oder Schwarzem Tee

* Teilnahme an weiteren Studien
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2.3 Studiendesign

In einem prospektiven randomisierten Cross-over-Studiendesign nahmen alle Probanden
entweder Griinen Tee als Heiflgetridnk, Tee-Extrakt, reines EGCG oder heilles Wasser zu sich.
Die Reihenfolge der Substanzeinnahme wurde vor Beginn der Studie mit einer
Randomisierungsnummer elektronisch festgelegt. Mit jeder Intervention, aufler dem
Kontrollgetraink Wasser, wurde jeweils die gleiche Menge an 200 mg EGCG verabreicht. Die
Wassermengen fiir die Einnahme von Griinem Tee, Griintee-Extrakt und EGCG wurden mit 442
ml immer gleich bemessen. Vor der Substanzeinnahme war eine Unterscheidung zwischen den
Interventionen moglich. Die willkiirliche Einflussnahme der Probanden auf die Endothelfunktion
wurde jedoch als sehr gering eingeschitzt. Die FMD-Messungen fanden jeweils vor der
Intervention und 120 Minuten danach statt. Untersucht wurden die Verdnderung der FMD und
GTN von t0 zu t2 nach Einnahme von Tee, Extrakt und Wasser sowie Konzentrationen der Tee-
Polyphenole im Plasma der Probanden. Die FMD-Auswertung verlief computergestiitzt, sodass
eine Beeinflussung der Messergebnisse durch den Untersucher ausgeschlossen werden konnte.
Die Termine der FMD-Messungen wurden so gewdhlt, dass eine Wash-out-Phase von
mindestens drei messfreien Tagen eingehalten wurde. Die Probanden sollten mindestens acht
Stunden vor der FMD-Messung niichtern bleiben und sich keiner iiberméBigen korperlichen
Aktivitdt aussetzen, wie zum Beispiel schnelles Gehen oder Fahrradfahren. Zusétzlich wurden
die Probanden darauf hingewiesen, am Tag vor der Messung auf Alkohol, Kaffee und Tee zu

verzichten sowie die Einnahme von Vitamin- und Mineralstofftabletten auszusetzen.
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2.4  Zubereitung der Interventionen

In Tabelle 3 und 4 sind die Materialien fiir die Zubereitung und die Interventionen aufgelistet.

Tabelle 3. Materialien zur Zubereitung der Interventionen

Artikel Zweck

Prazisionswaage Abwiegen des Tees

Waage ,Siena* Abwiegen des Wassers

Stoppuhr Stoppen der Zeit fiir die Tee-Zubereitung
elektrischer Wasserkocher Erhitzen des Wassers zur Tee-Zubereitung
Permanent Teefilter, GroRe L Filtern des Aufgusses

Glasteekanne Auffangen der Griin-Tee-Zubereitung
Tassen mit Fassungsvermoégen Einnahme von 442 ml Wasser oder Tee
von mindestens 500 ml durch den Probanden

Tabelle 4. Interventionen

Gruner Darjeeling Tee PussimbingBio Second Flush Kings Teagarden, Berlin;
Mindesthaltbarkeit 16.01.2014

Kapsel mit Griintee-Extrakt Firma: Nutri-Fit GmbH & Co. KG
Mindesthaltbarkeit: Feb. 2014

Kapsel mit 200 mg EGCG Firma: Nutri-Fit GmbH & Co. KG

Mindesthaltbarkeit: Nov. 2013

Die Probanden nahmen an vier verschiedenen Messtagen, jeweils nach der ersten FMD-Messung
heiBes Wasser, Griinen Tee, Griintee-Extrakt oder 200 mg reines EGCG entsprechend der

randomisierten Abfolge zu sich.

Fir die Intervention Wasser wurden 500 ml Leitungswasser mit einem elektrischen
Wasserkocher auf 100°C erhitzt und die Fliissigkeitsmenge von 442 g mit einer Waage

abgemessen (entsprach 442 ml).

Zur Zubereitung des Griinen Tees wurden mithilfe der Prédzisionswaage 6,75 g Teeblitter
abgewogen und in eine Glaskanne gegeben. Die Teekanne mit den Teeblittern wurde auf die

zweite Waage fiir die Fliissigkeitsbestimmung gestellt und tariert.
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AnschlieBend wurden 1 1 Wasser auf 100°C erhitzt und die Teeblétter damit bis zu einem Netto-

Wassergewicht von 550 g iibergossen. Zu Beginn wurde die Stoppuhr gestartet um bei Minute

1.00, 2.00 und 2.30 den Aufguss kriftig zu schwenken.

Bei Minute 3.00 wurde der Tee rasch in einen Glasbehilter filtriert, um die fliissige und feste
Phase zligig voneinander zu trennen. Beim Abgieen musste darauf geachtet werden mdoglichst
wenige Teebldtter in den Teefilter gelangen zu lassen, damit der Ziehprozess die Zeit von drei
Minuten nicht iiberschritt. Die Teetasse wurde auf die Waage gestellt, tariert und anschlieBend
bis exakt 442 g Nettogewicht mit Tee gefiillt (entspricht 442 ml). 5 ml des Teerestes wurden mit
dem Datum sowie der Randomisierungsnummer des Probanden beschriftet und bei -80°C
eingefroren. Die EGCG-Konzentration der beschriebenen Teezubereitung betrug 452 + 8,6 mg/L
(MW = SD) (n=6).

Alle Probanden erhielten 442 ml Griinen Tee und nahmen damit 200 mg EGCG zu sich. Der
EGCG-Gehalt des Extrakts, der mittels Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (High
performance liquid chromatography; HPLC) vor Studienbeginn bestimmt wurde, lag bei
4923 £ 1,4 mg/g (MW = SD) (n=3). Fiir die Einnahme von 200 mg EGCG wurden mit der
Kapsel 406,3 mg Griintee-Extrakt verabreicht. Der Griintee-Extrakt und das reine EGCG wurde
den Probanden mit 442 ml heiBem Wasser (dquivalent zu 442 ml Griinem Tee) verabreicht. Mit
dem ersten Schluck Wasser sollte die Kapsel heruntergeschluckt und anschlieBend ziigig die
restliche Fliissigkeit in der Tasse ausgetrunken werden. Beginn und Ende der Einnahme wurden

dokumentiert.

2.5 Durchfuhrung der FMD- und GTN-Messung

Die FMD-Messungen fanden in einem eigenen Raum mit konstanter Raumtemperatur (22-24°C)
und in ruhiger Umgebung statt. Am ersten Untersuchungstag wurden die Probanden iiber die
Risiken der Blutabnahme und der Verabreichung von Nitroglycerin zur Bestimmung der

endothelunabhidngigen Vasodilatation aufgeklért.
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In Tabelle 5 wird der zeitliche Ablauf der Messungen detailliert dargestellt.

Tabelle 5. Zeitlicher Ablauf der FMD- und GTN-Messungen

7.00 Uhr

7.15 Uhr

7.20 Uhr

7.35 Uhr

t0
7.45 Uhr

7.55 Uhr

8.05 Uhr

8.15 Uhr

8.25 Uhr

1,5h
Wartezeit

Zeitpunkt
abhangig
vom Ende
der
Substanz-
einnahme

t2

BegriRung des Probanden
1. Visit: Einweisung, Aufklarungsgesprach, Beantwortung letzter Fragen und
Unterschreiben der Aufklarungs- und Einwilligungsbdgen;

2.,3.,4. Visit: Messvoraussetzungen werden abgefragt

Blutabnahme nicht-dominanter Arm
Versendung der Blutproben zur Laboruntersuchung; dunkle Lagerung der 6 ml EDTA-
Réhrchen fiir die Catechin-Bestimmung

Lagerung des Probanden auf der Liege, Blutdruckmanschette und EKG-Elektroden
werden angebracht, Initial einmalige Blutdruckmessung, danach alle 10 Minuten
10 Min. Ruhephase

Lagerung des Untersuchungsarms in die Halterung der Ultraschallsonde
Bildeinstellung am Ultraschallgerat, Starten des Computerprogramms (Einloggen +
FMD-Studio starten), Zentrifugation der EDTA-R6hrchen zur Catechin-Bestimmung

Durchfiihrung der FMD-Messung
10 Min. Messpause
Auf Blutdruckkontrolle ist zu achten, um die Wirkung des Nitroglycerins abzuschatzen

Untersuchungsarm verbleibt in der Halterung; Weiterverarbeitung des
Probandenplasmas

Durchfiihrung der GTN-Messung

10 Min. Ruhepause nach Nitroglycerinapplikation
Blutdruckkontrolle, Markierung der Position der Ultraschallsonde am Oberarm
Vorbereitung der jeweiligen Intervention (Kapsel, Tee oder Wasser)

Beginn der Substanzeinnahme
Ende der Einnahme wird dokumentiert; Beginn der Wartezeit

Probanden begeben sich in den Aufenthaltsraum, kérperliche Aktivitat wird vermieden

Blutabnahme nicht-dominanter Arm; Lagerung des Probanden auf der Liege,
Blutdruckmanschette und EKG-Elektroden werden angebracht; Lagerung des
Untersuchungsarms in die Halterung der Ultraschallsonde, Ablauf wie fur t0 beschrieben
Durchfiihrung der FMD-Messung

10 Min. Messpause

Durchfiihrung der GTN-Messung

10 Min. Ruhepause nach Nitroglycerinapplikation, Blutdruckkontrolle

Die zu untersuchende Person wurde zunichst zehn Minuten ruhig gelagert, um anschlieend eine

Ultraschall-Untersuchung an der Arteria brachialis des dominanten Arms durchzufiihren.

Hierfiir wurde ein Linearschallkopf verwendet, um die Armarterie longitudinal im B-Mode-Bild

darzustellen. Der Diameter des Gefifles wurde zunichst unter Ruhebedingungen durch den
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Abstand zwischen der anterioren und posterioren GefiBwand an der Grenzfliche von Intima zu
Gefédflumen erfasst. Zur Untersuchung der Reaktion des Gefédlles auf Shear Stress wurde eine
aufblasbare Blutdruckmanschette am Untersuchungsarm unterhalb des Ellenbogens in etwa 10-
14 cm Entfernung zum Schallkopf angebracht. Die Manschette wurde nach Vermessung des
Ausgangsdurchmessers auf einen suprasystolischen Druck von 250-260 mmHg aufgepumpt und
nach einer Stauungszeit von fiinf Minuten ziigig abgelassen. Durch das rasche Ablassen der
Manschette entstand ein deutlich erh6hter Blutfluss innerhalb des Gefilles, der einen erh6hten
Shear Stress auf die Arterienwénde ausiibte. Das Gefd3 reagierte auf diese GefdBwanddehnung
mit einer Dilatation. Diese Vasodilatation der Brachialarterie als Antwort auf erhohte
Wandspannung ist reproduzierbar und an anderen groBeren GefiBen (Femoral-'" und

Radialarterie'")

gleichermalen zu beobachten. Der maximale Durchmesser wird
durchschnittlich etwa 90 Sekunden nach der Stauung erreicht und zieht sich dann auf Basalwerte
zuriick.'” Mit den beiden Werten »Ausgangsdurchmesser und ,,Maximale Dilatation bei
reaktiver Hyperdmie* wurde die FDM in Prozent mit folgender Formel berechnet:

FMD in % = Max. Dilatation bei reaktiver Hyperdmie - Ausgangsdurchmesser x 100
Ausgangsdurchmesser

Jeder endothelabhidngigen FMD-Messung folgte nach zehnminiitiger Pause eine
endothelunabhéngige Messung. Dafiir wurde den Probanden 0,4 mg Nitroglycerin (Englisch:
glyceryl trinitrate, GTN) sublingual als Spray verabreicht. Die Nitroglycerin-Applikation zeigt
im Durchschnitt nach drei bis vier Minuten ihre maximale Wirkung.'®®

Zur Erfassung des Maximaldiameters geben einige Guidelines vor den Gefaf3durchmesser so
lange aufzuzeichnen, bis die NO-Wirkung ein Plateau erreicht oder der Diameter sich wieder
eindeutig verkleinert.'>'*

In dieser Studie wurde der Durchmesser kontinuierlich iiber zehn Minuten erfasst. Die
endothelunabhidngige Vasodilatation wurde, angelehnt an die FMD-Berechnung mit folgender
Formel bestimmt:

GTN in % = Max. Dilatation nach Nitroglycerin - Ausgangsdurchmesser x 100
Ausgangsdurchmesser
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2.6  Versuchsaufbau zur FMD-Messung

In Tabelle 6 sind die Materialien fiir die Durchfithrung der FMD-Messungen aufgelistet.

Tabelle 6. Materialien zur FMD-Messung und Erfassung der Daten.

Artikel Bezeichnung

Ultraschallgerat Vivid 7 GE Healthcare

Ultraschallsonde Linearschallkopf 12 mHz

Videokonverter Canopus AVDC-55

GroRbildschirm Firma ViewSonic

Laptop MacBook Pro 13 Zoll

Software Cardiovascular Suite 2.0, Firma Quipu, Pisa,
Italien

Automatisches Blutdruckmessgerat und 5-Kanal EKG Dash 3000, Firma Marquette
EKG-Klebeelektroden

Halterung der Ultraschallsonde Anfertigung der Medizintechnik des Charité
Campus Mitte
Blutdruckmanschette 14 cm Firma ERKA Kallmeyer Medizintechnik, Bad

Télz, Deutschland
Handauflage aus Schaumstoff

Vor der FMD-Messung wurden alle verwendeten Geréte angeordnet und angeschlossen. Das
Ultraschallgerdt wurde zunéchst an den Videokonverter und dieser an den Laptop angeschlossen
um ihn anschlieBend mit dem GroBbildschirm zu verbinden. Der Bildschirm war an der Wand
iiber dem Kopfteil der Liege befestigt und diente der besseren Bildauflosung. Beim Starten der
elektronischen Geréte war auf die Reihenfolge zu achten: Als erstes wurde das Ultraschallgerit
eingeschaltet und anschlieBend die Software Cardiovascular Suite 2.0 am Laptop gestartet. Nach
vollstdndigem Hochfahren des Ultraschallgerites wurden folgende Einstellungen getroffen: Mit
der Taste Sonde wurde der Schallkopf (ML12) gewihlt, um die gewiinschte Bildeinstellung
einzustellen. Zur Uberwachung wihrend des Messdurchlaufs wurden eine Blutdruckmanschette
am nicht-dominanten Arm und EKG-Elektroden am Oberkorper des Probanden befestigt. Der
Untersuchungs-Arm des Probanden musste fiir die FMD-Bestimmung korrekt und stets auf die
gleiche Weise gelagert werden. Der rechte Arm wurde dafiir um ca. 50° abduziert und in die
Halterung der Ultraschallsonde eingelegt. Das Handgelenk musste auf der Schaumstoffunterlage
abgelegt werden, sodass die Palmarseite der Hand nach oben zeigte und der Unterarm nicht

auflag. Als letztes wurde die Blutdruckmanschette zur Induktion des Shear Stress immer im
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gleichen Abstand von 10-14 cm zur Ultraschallsonde an den Unterarm angebracht. Die optimale

Lagerung des Untersuchungsarms sowie der Versuchsaufbau sind in Abbildung 5 dargestellt.

Abbildung 5. Versuchsaufbau und Lagerung des Untersuchungsarms

1) Schaumstoffauflage fir die Hand; 2) Blutdruckmanschette zur Induktion des Shear Stress; 3)
Halterung fur die Ultraschallsonde; 4) Linearschallkopf zur Darstellung eines Abschnitts der Arteria
brachialis.

Nach korrekter Lagerung konnte mit der Einstellung des Ultraschallbildes begonnen werden.
Zunichst wurde mit dem Linearschallkopf ein Abschnitt der Arteria brachialis aufgesucht und
im longitudinalen Anschnitt dargestellt. Wichtig dabei war es einen geraden Arterienverlauf
ohne Verzweigungen aufzusuchen. Das Endothel sollte ausreichend gut dargestellt sein, damit
die Software die gegeniiberliegenden GefdBwinde iiber den gesamten Zeitraum der Messung
erkennen und vermessen konnte (automatische Edgedetection). Nach zufriedenstellender
Adjustierierung der sonographischen GefdB3darstellung wurde die Ultraschallsonde in der
entsprechenden Position mittels Halterung fixiert. Bei der Befestigung der Sonde war darauf zu
achten, sie moglichst ohne zu viel Druck auf den zu untersuchenden Arterienabschnitt zu
befestigen und dennoch eine konstante Bildeinstellung sicherzustellen. Der Proband wurde

gebeten, Bewegungen oder Sprechen wihrend des Messdurchlaufs zu vermeiden.
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2.7 Computergestutzte Auswertung

Fiir die Endothelfunktionsmessungen wurde eine optimale Bildeinstellung am Ultraschallgerét
vorgespeichert. Darin wurde unter anderem die Eindringtiefe des B-Mode-Bildes festgelegt, um
das Endothel in einem kleinen Bildausschnitt besonders kontrastreich darzustellen. Die
gewdhlten Bildeinstellungen wurden iiber den gesamten Zeitraum der Studie beibehalten und
unter FMD-Superficial auf dem Ultraschallgeréit gespeichert. Vom Hersteller des Programms
Cardiovascular Suite wurde empfohlen 100 FMD-Messungen mit dem Programm
durchzufiihren, bevor die Software als Messmethode im Rahmen einer klinischen Studie genutzt
werden kann. Die Probemessungen sollten dazu dienen, die Qualitit des B-Mode-Bildes
einzuschitzen und ein Gefiihl dafiir zu entwickeln, ob eine sichere Edgedetection mit der
gewidhlten Bildeinstellung moglich ist. Zudem musste der Ablauf der GTN- und FMD-
Messungen trainiert werden, da das Programm die zeitliche Messabfolge mit einem akustischen
Signal  vorgab  (Aufpumpen/Ablassen  Blutdruckmanschette, = Verabreichung  des
Nitroglycerinsprays). Im Juni und Juli 2012 wurden zur Vorbereitung der vorliegenden Studie
insgesamt 100 Probemessungen an Freiwilligen durchgefiihrt. Es wurden Screenshots zur
Begutachtung der Bildqualitit angefertigt und die Ultraschalleinstellungen in enger
Zusammenarbeit mit dem Hersteller des Programms optimiert. Nach diesem Training wurde im

August 2012 mit den FMD-Messungen fiir diese Studie begonnen.

2.7.1  Grundkalibrierung der Software Cardiovascular Suite

Zuerst wird initial eine Grundkalibrierung durchgefiihrt, damit das Programm das B-Mode-Bild
des Ultraschallgerdtes im richtigen MafBstab vermessen kann. Die Grundkalibrierung und
Bildeinstellung FMD-Superficial werden wihrend der gesamten Studiendauer ohne
Verdnderungen beibehalten. Fiir die Kalibrierung des Programms Cardiovascular Suite wird

folgendermallen vorgegangen:
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* Einloggen in Cardiovascular Suite mittels Benutzername (User Name) und Passwort
(Password)

* Unter Settings wird der Button FMD-Studio gewahlt (Abbildung 6).

Settings

o 3 R
B & @ o .:
Ceneral FMD Studio  Carotid Studic Security License Key Advanced
Flow Mediated Dilation
Recording Time (mm:ss): 10:00 - | Colors
Baseline 60 |7 sec. | NN Contours
Ischemia 300 |[5] sec. | NN
Vasodilation 240 '.2.' sec. | I
M Share Rate Detection
() Detection by OCR
R
() Detection by Image Analysis
GTN Induced Dilation
Recording Time (mm:ss): 06:00 - | Colors
Baseline 60 |[] sec. | Contours
Vasadilation 540 '.;.' sec. | NN
EAcoustic Alert Glass.aiff ﬂ
? ( Close )] ( Apply )

Abbildung 6. Settings
Unter Settings kann die Grundkalibrierung des Computerprogramms vorgenommen werden. Die
gewahlten Einstellungen werden im gesamten Studienzeitraum nicht verandert.

Im oberen Feld Flow Mediated Dilation kann die Recording Time ausgewéhlt werden. Diese
wird auf zehn Minuten festgelegt; 60 Sekunden zur Ermittlung des Ausgangsdurchmessers
(Baseline), 300 Sekunden fiir die Okklusion der Blutdruckmanschette (Ischemia) und 240

Sekunden fiir die Ermittlung des GefaBdurchmessers bei reaktiver Hyperdmie (Vasodilatation).

Im darunterliegenden Feld muss der Button Shear Rate Detection aktiviert werden, damit das
Programm die Dopplerfunktion des Ultraschallgerites miterfasst. Die Software registriert auf
diese Weise den Blutfluss und berechnet daraus den auf die GefiBwinde einwirkenden Shear

Stress (als Shear rate angegeben).

Unter Shear Rate Detection wird die Option Detection by Image Analysis gewidhlt, damit das

Programm direkt das B-Mode-Bild fiir die Shear-rate-Berechnung verwendet.
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Wird der kleine Stift rechts im Bild angewéhlt, erscheint das B-Mode-Bild auf dem
Computerbildschirm (Abbildung 7) und es kann die Dopplerfunktion kalibriert werden.

Doppler Flow Analysis Configuration

CALIB

o XD
L Qi 1000 cm/sec._ 5

<l p 11> »l

Abbildung 7. Doppler Flow Analysis Configuration
In diesem Fenster wird die Dopplerfunktion des Ultraschallgerates fir die Shear Rate Detection kalibriert.

Kalibrierung der X-Achse:

Zunichst wird am Ultraschallgerdt die Taste Messung betétigt und der Messmodus Zeit gewéhlt.
AnschlieBend wird mit dem Cursor im Dopplerfeld auf der X-Achse eine Zeitspanne festgelegt.
In dieser Studie werden 3001 ms verwendet. Um diese Einstellung zu sichern, wird im
Programm Calib aktiviert und fiir die X-Achse die entsprechende Zeiteinheit (drei Sekunden)
gewihlt. Mit dem Cursor des Computers wird die zuvor festgelegte Zeitspanne im Video-Fenster
der Software exakt nachgezogen und bei korrektem Vorgehen automatisch iibernommen.
Erfolgreich kalibriert ist die X-Achse, wenn die gewéhlte Zeitspanne als weille Zahl neben CAL

X angezeigt wird.
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Kalibrierung der Y-Achse:

Zunichst wird am Ultraschallgerit die Taste Messung betitigt und der Messmodus Distanz
ausgewdhlt. AnschlieBend wird mit dem Cursor im Dopplerfeld auf der Y-Achse ein Abstand
festgelegt. In dieser Studie wird 1 cm verwendet. Um diese Einstellung zu sichern, wird im
Programm Calib aktiviert und fiir die Y-Achse die entsprechende Distanz (1 cm) gewéhlt. Mit
dem Cursor des Computers wird die zuvor festgelegte Distanz im Videofenster der Software
exakt nachgezogen und bei korrektem Vorgehen automatisch vom Programm iibernommen.
Erfolgreich kalibriert ist die Y-Achse, wenn die gewdhlte Distanz als weille Zahl neben CAL Y

angezeigt wird.

In Settings FMD Studio im unteren Feld (Abbildung 6) wird die Aufnahmedauer der GTN
Induced Dilation eingestellt; Unter Recording Time wird die Aufnahmedauer von insgesamt
zehn Minuten festgelegt; 60 Sekunden zur Ermittlung des Ausgangsdurchmessers (Baseline) und
540 Sekunden fiir die Erfassung des maximalen Durchmessers nach Nitroglycerin

(Vasodilatation).

2.7.2 Software Cardiovascular Suite

Zur Durchfiihrung einer FMD-Messung wird zundchst das Programm Cardiovascular Suite
geoffnet und durch die Eingabe von User Name und Password gestartet. Es erscheint das
Hauptmenii mit den Unterpunkten von links nach rechts angeordnet: User, Setting, Archive, New
Studies, Manuals, Quit. Um eine neue FMD-Analyse zu starten, wird New Studies gewéhlt.
Daraufhin erscheint eine Eingabemaske fiir die Probandendaten, in der Name, Geschlecht und
Alter angegeben werden. Das Programm generiert eine neue Probandenakte und hinterlegt in
dieser das zum Probanden gehorige Messungsvideo im Archiv. Unter Modality kann gewihlt
werden, ob eine FMD- oder GTN-Messung durchgefiihrt werden soll. In diesem Schritt wird die
Modality FMD gewiéhlt. Als letzter Punkt muss unter Video Source der Button Video Device
angewdhlt werden, damit das Programm das eingespeiste B-Mode-Bild als Grundlage fiir die

FMD-Auswertung verwendet.



Methoden 39

Mit dem Button New Study wird die Messung gestartet und es erscheint das FMD-Studio
(Abbildung 8).

User: wiraschall - Logged at. 2012-08-06 12 17 17 2 Qw7 “ 5

Abbildung 8. FMD-Studio

1) Video-Fenster; 2) Controls panel; 3) DataDisplay (CAL- festgelegter Kalibrierungsmalstab; ROI-
Abmessung Lange x Breite der Region of Interest; SR- momentane Shear Rate die mittels
Dopplerfunktion erfasst wird; DIAM- GefalRdurchmesser in Millimetern; TIME- Léange des Videos); 4)
Instantaneous Diameter Chart, 5) Shear Rate Chart, 6) Mean Diameter Chart.

Das grofite Fenster des FMD-Studios, mittig im Bildschirm, ist das Video-Fenster. Darin werden
das B-Mode-Bild sowie die Pulse-Wave-Kurve des Ultraschallgerites tiibertragen. Rechts
daneben befindet sich das so genannte Controls panel, in dem CALIB, ROI, ELAB, REC und
RESET untereinander angeordnet sind. Neben dem Controls panel befindet sich rechts das
DataDisplay und darunter das Fenster [Instantaneous Diameter Chart, welches iiber den
gesamten Zeitraum den momentanen Gefialdurchmesser anzeigt, sobald die Region of Interest
im Video-Fenster festgelegt wird (Region of Interest, wird unter ,,Ablauf der FMD-Messung*

ndher erldutert).
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Die Werte rechts oben und unten im Instantaneous Diameter Chart-Fenster geben den Mal3stab
in Millimetern an, in dem der GefdBdurchmesser angezeigt wird. Ganz unten rechts im
Bildschirm wird im Fenster Shear Rate Chart die auf die GefiBwand wirkende Shear rate
angezeigt. Unten links im Bildschirm ist das Fenster Mean Diameter Chart, welches den

Gefdfldurchmesser anzeigt, sobald eine neue FMD-Messung mit dem REC-Button gestartet wird.

Im Mean Diameter Chart wird durch das Starten der Messung der GefaBdurchmesser angezeigt.
In der unteren Leiste finden sich die Zeitvorgaben, die zuvor unter Settings und Recording Time
fiir Baseline (60 Sekunden), Ischemia (300 Sekunden) und Vasodilatation (240 Sekunden)
festgelegt wurden. Das Programm ermittelt in den ersten 60 Sekunden nach Betdtigen des REC-
Buttons den durchschnittlichen Ausgangsdurchmesser (Baseline). Nach 60 Sekunden wird die
Blutdruckmanschette aufgepumpt und es beginnt die Ischdmiezeit von 300 Sekunden, wobei der
Durchmesser durchgéngig aufgezeichnet wird. Nach 360 Sekunden gibt das Programm ein
akustisches Signal und die Blutdruckmanschette wird ziigig abgelassen. Die Software registriert
danach fiir 90 Sekunden den maximal erreichten Durchmesser, der durch die Gefaf3dilatation als
Antwort auf die vorherige Okklusion erreicht wird. Die FMD in Prozent wird aus dem
durchschnittlichen Ausgangsdurchmesser, der liber 60 Sekunden gemittelt wird und dem
maximalen Wert der Dilatation errechnet (Siehe Formel 2.3. Durchfithrung der FMD- und GTN-
Messungen). Das Video lauft weitere 150 Sekunden, um in den letzten 30 Sekunden die
Recovery aufzunehmen. Die Recovery sollte unter optimalen Untersuchungsbedingungen zeigen,
dass das GefdB3 nach der Vasodilatation ungefahr seinen urspriinglichen Ausgangsdurchmesser

annimmt.

Das Mean Diameter Chart nach einer abgeschlossenen FMD-Messung ist in Abbildung 9

dargestellt; die Messzeitpunkte Baseline, Ischemia, Vasodilatation und Recovery sind markiert.
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Baseline Ischemia Vasodilation

Ausgangs- Aufpumpen der Blutdruckmanschette auf 250 mmHg; Schnelles Ablassen der Blutdruckmanschette und
durch- Beginn der Ischdmiezeit Registrierung des Maximalen GefaRdurchmessers;
messer Aufnahme der Recovery

wird

ermittelt

Abbildung 9. Mean Diameter Chart nach einer abgeschlossenen FMD-Messung.

Im unteren Zeitstrahl sind die Angaben fiir Baseline (60 sek.), Ischemia (300 sek.) und Vasodilatation
(240 sek.) zu erkennen. Das Programm mittelt den Wert fir den Ausgangdurchmesser des Gefalies Uber
60 Sekunden (Strich 1) und verwendet den grof3ten Durchmesser, der innerhalb von 90 Sekunden (Strich
2) nach Ablassen der Manschette erreicht wird, fir die Berechnung der FMD in Prozent. In den letzten 30
Sekunden wird die Recovery gemittelt (Strich 3). Rechts im Bild ist der MaRstab der Abbildung in
Millimetern angegeben (max: 4,76 mm; min: 3,20 mm).

2.7.3  Ablauf der Software-gestutzten FMD- und GTN-Messung

Zu Beginn einer FMD-Messung wird die Region of Interest (ROI) festgelegt und die Erkennung
der Pulse Wave Kurve (PW) eingestellt. Die ROI ist der Bereich des abgebildeten
Gefédfabschnitts, der zur Vermessung des GefaBdurchmessers und letztlich zur Berechnung der
FMD ausgewertet wird. Die ROI wird als farbig umrandeter Bereich manuell vom Untersucher
im Video-Fenster festgelegt. Die Abmessungen dieses Kastchens werden unter ROI im Controls
panel angezeigt. Die optimale Position die ROI ist in einem Bereich des Gefidlles, in dem das
Endothel und der dreischichtige Wandaufbau des Gefdlles gut zu erkennen sind. Als
Voraussetzung fiir eine FMD-Auswertung mittels Software sollten die gegeniiberliegenden

Wandabschnitte der Brachialarterie gut zu erkennen sein.

Die ROI wird zu Beginn der Messung festgelegt und darf nach Bedienen des REC-Buttons nicht
mehr bewegt oder verdndert werden. Ist die ROI definiert, beginnt das Programm in diesem
festgelegten Bereich mit der automatischen Edgedetection. Im DataDisplay wird daraufhin unter
DIAM der GefaBdurchmesser in Millimetern angezeigt. Auch die Erfassung der Shear Rate

beginnt automatisch mit dem Festlegen der ROI.
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Es erscheint ein roter Kasten um die Dopplerkurve. Die Pulse Wave wird bei erfolgreicher
Erkennung mit einer blauen Linie nachgezeichnet und die X-Achse mit einem griinen Strich
markiert. Im DataDisplay erscheint unter SR der Wert der gemessenen Shear Rate
(Abbildung 7). Danach wird durch den REC-Button die FMD-Messung gestartet und der
Gefdlldurchmesser ab diesem Zeitpunkt auch im Fenster Mean diamater chart abgebildet
(Abbildung 8). In der ersten Minute der begonnenen FMD-Messung ist es mdglich, die Messung
noch einmal zu stoppen und von Neuem starten zu lassen. Hierfiir ist der RESET-Button
vorgesehen. Die Videoaufzeichnung darf lediglich am Anfang der FMD-Messung abgebrochen
werden, wenn noch keine Stauung erfolgt ist, da bereits die kurze Okklusion durch die
Manschette Sheare Stress induziert und das Endothel in folgenden Messungen nicht
physiologisch reagiert. Nach Abschluss einer FMD-Messung sollte daher auch eine Wartezeit
von mindestens 90 Minuten eingehalten werden, bevor erneut eine Endothelfunktionsmessung

durchgefiihrt wird.'®*

Jeder FMD-Messung folgt nach einer zehnminiitigen Pause eine GTN-Messung. Dabei wurde
auf Kopfschmerzen, Schwindel und Blutdruckabfall hingewiesen, die als mogliche
Nebenwirkungen der Nitroglycerin-Applikation auftreten konnen. Zusétzlich wurde der Proband
erneut nach moglichen Kontraindikationen, wie Erkrankungen am Herzen, Migrineleiden oder
Allergien befragt. Zur Uberwachung der Nitroglycerin-Wirkung wurde besonders auf die Puls-

und Blutdruckkontrolle vor und nach Verabreichung geachtet.



Methoden 43

Der Ablauf mit den Zeitvorgaben der GTN-Messung ist in Abbildung 10 dargestellt. Nach den
ersten 60 Sekunden der GTN-Messung gibt die Software ein Signal, woraufhin ein Hub
(entspricht 0,4 mg Nitroglycerin) des Nitroglycerin-Sprays sublingual verabreicht wird. Das
Starten der Messung gestaltet sich analog zur FMD-Messung. Die einzige Abweichung besteht
darin, dass gleich zu Beginn unter Modality GTN ausgewéhlt wird. Bei der GTN-Messung
entfillt die Erfassung der Shear Rate. Der Bildschirm teilt sich dementsprechend in fiinf Fenster

mit gleicher Funktion wie im FMD-Studio. Das Fenster Shear Rate Chart bleibt ausgespart.

Abbildung 10. GTN-Studio
1) Video-Fenster; 2) Controls panel; 3) DataDisplay; 4) Instantaneous diameter chart; 5) Mean Diameter
Chart. Das GTN-Studio folgt der Bildschirmaufteilung des FMD-Studios.

Das Fenster Mean diameter chart hat einen anderen Aufbau, da das Aufpumpen der Manschette
(Ischemia) und die Recovery am Ende entfallen. Stattdessen erfolgt nach der Erfassung des
Ausgangsdurchmessers die Applikation des Nitroglycerins zur Aufzeichnung der maximalen

Vasodilatation.
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Im Zeitstrahl im unteren Teil des Mean diameter chart finden sich die zuvor unter Settings und

Recording Time gewidhlten Zeitvorgaben (Abbildung 11).

Baseline Vasodilation

Ausgangs Verabreichung des Nitrosprays und anschlieBend Registrierung des maximalen GefaRdurchmessers uber die
durchmesser | gesamte verbleibende Zeit

wird
ermittelt

Abbildung 11. Mean Diameter Chart nach einer abgeschlossenen GTN-Messung

Im unteren Zeitstrahl sind die Angaben fiir Baseline (60 Sek.) und Vasodilatation (540 Sek.) zu erkennen.
Das Programm mittelt den Wert fiir den Ausgangsdurchmesser des Gefalies tiber 60 Sekunden (Strich 1)
und verwendet den gréRten Durchmesser innerhalb der nachsten 540 Sekunden (Strich 2) nach
Nitroglycerinapplikation fur die Berechnung der GTN in Prozent. Rechts im Bild ist der Mafistab der
Abbildung in Millimeter angegeben (max: 5,36 mm; min: 3,08 mm).
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2.8 Blutabnahmeprotokoll und Weiterverarbeitung der Proben

In Tabelle 7 und & sind die verwendeten Materialien fir die Blutentnahmen und die

Weiterverarbeitung des Probandenplasmas fiir die Catechinbestimmung aufgefiihrt.

Tabelle 7. Materialien fiir die Blutabnahme

Artikel Firma Artikelnummer
Vacutainer®-Safety-Lok™-Sicherheits- Becton Dickinson GmbH, Germany 367281
Blutabnahmeset 21 G

BD Vacutainer® One Use Holder Becton Dickinson GmbH, Germany 364815

BD Vacutainer® Heparin- Réhrchen (3 ml)  Becton Dickinson GmbH, Germany 367374
EDTA-Ro6hrchen (4 ml) Becton Dickinson GmbH, Germany 367864
Serum-Réhrchen (5 ml) Becton Dickinson GmbH, Germany 367955

Tabelle 8. Materialien fiir die Weiterverarbeitung der Proben

Artikel Firma Artikelnummer
BD Vacutainer® EDTA-Réhrchen (6 ml) Becton Dickinson GmbH, Germany 368861

1,5 ml Eppendorfgefalle

20 pl Ascorbinsaurepuffer

1000 pl Eppendorfpipette

Folienstift zur Beschriftung

Zentrifuge: Megafuge 1.0 Heraeus

Vor der ersten und zweiten FMD-Messung wurde eine Blutentnahme am nicht-dominanten Arm
des Probanden zur Bestimmung der festgelegten Blutparameter durchgefiihrt. Die verwendeten

Materialien sind zusammen mit dem jeweiligen Zeitpunkt der Bestimmung in Tabelle 9

aufgefiihrt.

Tabelle 9. Zeitpunkt der Parameter-Bestimmung im Studienablauf und die dazugehoérigen

Vakuumréhrchen
Roéhrchen Blutparameter Abnahmezeitpunkt
Heparin 3 ml (hellgrin) C-rP, TG, Gesamtcholesterin, HDL, LDL zu jeder Blutabnahme
EDTA 4 ml (lila) gekthlt ~ Homocystein 1. Visit t0
EDTA 4 ml (lila) HbA1¢ 1. Visit t0
Serum 5 ml (goldgelb) Lp(a) 1. Visit t0

EDTA 6 ml (lila) Catechin-Plasmakonzentrationen zu jeder Blutabnahme
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Es wurden zwei EDTA-ROhrchen (6 ml) fiir die spidtere Bestimmung der Catechin-
Konzentration abgenommen. Unmittelbar nach der Abnahme wurden die Proben zundchst 20
Minuten bei Raumtemperatur dunkel gelagert. Zur Weiterverarbeitung des Blutes wurden beide
Réhrchen zehn Minuten bei 4°C und 3500 rpm zentrifugiert und jeweils 1 ml des Uberstands in
vier Eppendorfgefie (1,5 ml) gegeben. Da Catechine instabile, oxidationsanfallige
Verbindungen sind, wurden zwei der vier Plasma-Proben mit Ascorbinsdure-Puffer versetzt. Zur
Catechin-Stabilisierung wurde zu 1 ml des EDTA- Plasmas je 20 ul Pufferlosung gegeben.
(Endkonzentration in der Probe: 18 mM NaH,PO4, 22 mM Ascorbinsdure, 68 uM EDTA) und
bei -80°C tiefgefroren. Die Zusammensetzung des Ascorbinsdure-Puffers ist in Tabelle 10

aufgefiihrt.

Tabelle 10. Ascorbinsaure-Puffer zur Catechin-Stabilisierung

Substanz Menge
NaH,PO4 1,19
Ascorbinsaure 2049
EDTA (0,5 M) 68,45 pl
ddH,0 10 ml

Die Bestimmung der Catechin-Konzentrationen in den mit Puffer konservierten Proben wurde
nach der Methode von Zimmermannetal. am Institut fiir Erndhrungs- und
Lebensmittelwissenschaften =~ der  Rheinischen  Friedrich-Wilhelms-Universitit ~ Bonn

durchgefiihrt.'®

Bei dieser Methode werden zundchst Proteine mittels Dimethylformamid
(DMF) und Trichloressigsdure ausgefillt, da die meisten Catechine proteingebunden vorliegen
und zur Bestimmung in die freie Form tiiberfiihrt werden miissen. AnschlieBend werden die
Proben zentrifugiert und der Uberstand in ein frisches GefiB iiberfiihrt. Mithilfe der HPLC wird
der Uberstand aufgetrennt und quantifiziert. Die Catechine im Plasma der Probanden nach

Genuss von Griinem Tee und Griintee-Extrakt wurden jeweils vor und nach Hydrolyse

(Abspaltung der Glucuronidierung und Sulfatierung) bestimmt.
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2.9 Statistische Auswertung

Die Daten fir die FMD- und die GTN-Messungen wurden mit dem Computerprogramm
Cardiovascluar Suite gemessen und nach jedem Studientag zur Datenerfassung in Excel 2007
iibertragen. Zur Dokumentation wurde nach jeder Messung ein Screenshot angefertigt und auf
einem externen Speichermedium gesichert. Die Ergebnisse der Blutproben fiir die Blutwerte und
die Catechin-Bestimmungen wurden in die Ergebnistabelle eingefiigt und so in die
Gesamtauswertung einbezogen. Am Ende der Studie wurde dieser Datensatz in das Statistik-
Programm SPSS Statistics (Release 2013; IBM SPSS Statistics for Macintosh; Version 22.0)
importiert und ausgewertet. Zunidchst wurden die Daten auf ihre Verteilung gepriift. Die
Analysen erfolgten mittels des Shapiro-Wilk-Tests mit einem Signifikanzniveau von 95 %. Fiir

die FMD- und GTN-Werte konnte die Normalverteilung angenommen werden.

Die Catechinkonzentrationen im Plasma der Probanden, die vor jeder FMD-Messung bestimmt
wurden, waren dagegen liberwiegend nicht-parametrisch verteilt. Alle Berechnungen beziiglich
der Catechine erfolgten daher mit nicht-parametrischen Rang-Tests. Ahnlich verhielt es sich mit
den drei Substanzen Koffein, Theobromin wund Theophyllin. Die nachgewiesenen
Konzentrationen waren nicht normalverteilt, folglich wurde auch hier mit nicht-parametrischen
Rang-Tests gearbeitet. Die Analysen fir die FMD- und GTN-Werte wurden mittels
Varianzanalyse flir Messwiederholungen (Analysis of Variance, ANOVA) durchgefiihrt. Es
wurde fiir alle Testungen ein Signifikanzniveau von 95 % bestimmt. Im Pos¢-hoc-Testing wurde
ein paarweiser Vergleich der drei Studienarme durchgefiihrt und zur Alpha-Adjustierung die
Bonferroni-Korrektur verwendet. Die FMD-Messungen zum Zeitpunkt t0 und t2 fiir Wasser,
Griinen Tee und Griintee-Extrakt wurden verglichen und die Mittelwerte der Messreihen mittels

T-Test fiir verbundene Stichproben auf signifikante Unterschiede untersucht.

Um eine mogliche Korrelation zwischen dem beobachteten FMD-Anstieg und dem Catechin-
Anstieg im Plasma der Probanden nachzuweisen, wurde der Spearman-Rangkorrelations-
koeffizient fiir parameterfreie Daten errechnet und die Nullhypothese (HO: es liegt keine
signifikante Korrelation vor) anschliefend in einem Permutationstest {iberpriift. Gleichermal3en
wurde bei den Konzentrationen fiir Koffein, Theobromin und Theophyllin vorgegangen: Auch

hier wurden die Spearman-Korrelation und ein Permutationstest fiir die Signifikanziiberpriifung
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verwendet. Zuvor wurde gepriift, ob ein signifikanter Anstieg der Konzentrationen von t0 zu t2
vorliegt. Die Signifikanz des Anstiegs in den Stoffkonzentrationen von t0 zu t2 wurde mithilfe
des nicht-parametrischen Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests flir zwei verbundene Stichproben
getestet (Signifikanzniveau von 95 %). Alle Angaben entsprechen den Mittelwerten und
Standardabweichungen (MW + SD) der Werte von 50 Probanden. In die Auswertung der
Plasmakonzentrationen fiir Griintee-Extrakt gingen aufgrund einer hdmolytischen Probe nur 49

Werte ein.
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3. Ergebnisse

3.1 Vergleich der Inhaltsstoffe in den Interventionen Griner Tee und

Gruntee-Extrakt

Um die Wirkung der verschiedenen Darreichungsformen der Catechine auf die Endothelfunktion
testen zu konnen, wurde den Probanden 442 ml Griiner Tee und Grintee-Extrakt mit 442 ml
Wasser verabreicht. Mit beiden Interventionen nahmen Probanden jeweils 200 mg EGCG zu

sich. Der Griintee-Extrakt enthielt alle Catechine, die im Griinen Tee als HeiBgetrdnk zu finden

waren. Die Inhaltsstoffe des Tees und des Extrakts sind in Tabelle 11 aufgelistet.

Tabelle 11. Vergleich der Inhaltsstoffe im Griinen Tee und Griintee-Extrakt

TB GA Koffein GC Catechin GCG EC EGC ECG EGCG

Grtiner Tee (mg/l) 150 354 265 113 10,8 7,8 51,6 141 89,1 4525
GTE (mg/g) <0,01 13,2 7,1 <0,01 6,5 16,5 69,5 145 70,5 4923

TB-Theobromin, GA- Gallussaure, GC-Gallocatechin, GCG-Gallocatechingallat, EC-Epicatechin, EGC-

Epigallocatechin, ECG-Epicatechingallat, EGCG- Epigallocatechingallat, GTE- Griintee-Extrakt

3.2 Probandenrekrutierung und Basischarakteristika der
Studienpopulation

Im Zeitraum von August 2012 bis August 2013 wurden 207 Ménner fiir die Studie rekrutiert.

Nach E-Mail-Kontakt und einem Telefongesprich zur Kliarung der Ein- und Ausschlusskriterien
wurden 56 Probanden in die Studie aufgenommen. Insgesamt folgten sechs Dropouts. Griinde
fiir den Abbruch der Studienteilnahme waren Serumlipidwerte aullerhalb des vorgegebenen
Bereiches und auf Probandenseite das als unangenehm empfundene Aufpumpen der
Blutdruckmanschette, die Blutabnahme oder die lange Niichternheitsphase am Vormittag. Zwei

Probanden brachen aus diesen Griinden die Teilnahme an der Studie vorzeitig ab. 50 Ménner im

Alter von 20 - 50 Jahren durchliefen erfolgreich alle vier Arme der Studie.
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Abbildung 12 visualisiert den Probandeneinschluss in die Studie.

Aushdnge in
Supermarkten

47 Probanden
zeitlich nicht
verfligbar

4 Probanden
Ausschluss von
Seiten der
Studienleitung

Telefongesprach zur
Vorauswahl

Insgesamt
207 Probanden
rekrutiert

56 Probanden
in die Studie
eingeschlossen

50 Probanden

erfolgreicher
Studienabschluss

Abbildung 12. Flow-Diagramm der Studie

Aufrufe im Intranet der
Charité

104 Probanden
Ein- und
Ausschlusskriterien
nicht erfallt

2 Probanden
Freiwilliger
Studienabbruch
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Tabelle 12 zeigt die Basischarakteristika der Studienpopulation mit den Mittelwerten und den
dazugehorigen Standardabweichungen der im Studienprotokoll festgelegten

Einschlussparameter.

Tabelle 12. Basischarakteristika der 50 Teilnehmer

MW SD
Alter bei Einschluss 33,9 7,6
BMI (kg/m?) 23,7 2,5
Sys BD (mmHg) 122 9,4
Dia BD (mmHg) 69,7 7,6
Lp(a) (mg/l) 153,2 277,7
Homocystein (umol/l) 11,3 4,7
HbA1: (%) 5,2 0,3
HDL (mg/dl) 54,3 11,4
LDL (mg/dl) 112,2 34,2
Gesamtcholesterin (mg/dl) 178,7 34,2
TG (mg/dl) 93,2 51,1
C-rP (mg/l) 1,2 2,1

MW- Mittelwert, SD- Standardabweichung, BMI- Body mass index, Sys BD- systolischer Blutdruck, Dia
BD- Diastolischer Blutdruck, Lp(a)- Lipoprotein (a), HbA1.- Glykiertes Hamoglobin, HDL- High Density
Lipoprotein, LDL- Low Density Lipoprotein, TG- Triglyceride, C-rP- C-reaktives Protein.

Die Blutfettwerte (Gesamtcholesterin, Triglyceride, HDL, LDL) im Plasma der Probanden
wurden bestimmt um kardiovaskulidre Risikofaktoren weitgehend auszuschliefen. Das
atherogene Potential hoher Blutfettwerte ist durch eine Vielzahl von randomisiert kontrollierten
Studien belegt und die Bestimmung diente daher als Parameter zur Bewertung der

% Der Anteil der Triglyceride bot dariiber hinaus einen Indikator

kardiovaskuldren Gesundheit.
fiir den Grad der Niichternheit der Probanden. Zum vollstaindigen Ausschluss einer Dyslipiddmie
wurde Lipoprotein (a) [Lp(a)] bestimmt. Lp(a) gehort zur Gruppe der Low-density Lipoproteine
und ist dem LDL in seinem Aufbau sehr &dhnlich. Hohe Lp(a)-Werte korrelieren mit einem
erhohten Risiko fiir ein frithes Auftreten von Myokardinfarkten und Schlaganféllen.'”’ Patienten
mit einer Lp(a)-Erhohung zeigen hdufig eine positive Familienanamnese, da diese Art der
Fettstoffwechselstorung eine erbliche Komponente besitzt. Konzentrationen iiber 300 mg/dl im
Blut werden als eigenstindige Risikofaktoren fiir die Entstehung eines kardiovaskuldren
Ereignisses gewertet.'”’ Durch Homocystein-Erhéhungen im Blut konnen Endothelzellen

geschidigt werden und das Risiko fiir die Entstehung einer Thrombose steigt. Durch hohen

Kaffee-, Tabak- und Alkoholkonsum kann dieser Wert ebenfalls ansteigen. Aus diesem Grund
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wurde die Homocystein-Konzentration als Parameter fiir die Gefdl3gesundheit in das
Studienprotokoll aufgenommen. Zusitzlich wurden zur Uberpriifung der Ausschlusskriterien
Hamoglobin Alc (HbAlc) und C-reaktives Protein (C-rP) bestimmt, um eine
Glukosetoleranzstorung sowie eine akut- oder chronisch-entziindliche Erkrankung

auszuschlieBen.

3.3 Vergleich der FMD-Messungen

Die FMD-Werte der drei Interventionen Wasser, Griiner Tee und Griintee-Extrakt zum Zeitpunkt
t0 wurden miteinander verglichen und mittels ANOVA auf signifikante Unterschiede untersucht.
Dieser Schritt ist notwendig, um vergleichbare Ausgangsbedingungen fiir jeden Studienarm vor
der Intervention zu verdeutlichen sowie die Validitdt des Designs der Crossover-Studie
sicherzustellen. Die Boxplots der Abbildung 13 zeigen den Ausgangsdurchmesser des Gefil3es

und die FMD zum Zeitpunkt t0 vor Einnahme der jeweiligen Substanz.
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Abbildung 13. Vergleich der Ausgangsdurchmesser (A) und der FMD-Messungen (B) vor Wasser,
Griinem Tee und Griintee-Extrakt

(A) Vergleich der Ausgangsdurchmesser der Arteria brachialis; (B) Vergleich der FMD t0. Es zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Mittelwerten des Ausgangsdurchmessers und der FMD
vor der Einnahme von Wasser, Griinem Tee und Griintee-Extrakt. Ausreif3er sind durch Punkte
gekennzeichnet, GT- Griiner Tee, GTE- Griintee-Extrakt. Dargestellt sind Median und Spannweite von
n=50 Probanden.
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Der Ausgangsdurchmesser des untersuchten Gefdles zum Zeitpunkt t0 lag vor Wasser bei
4,07 £0,49 mm, vor Grinem Tee bei 4,11 £0,51 mm und vor Griintee-Extrakt bei
4,05 + 0,48 mm. Es bestanden keine signifikanten Unterschiede zwischen den Absolutwerten der
GefiaBdurchmesser vor Wasser, Tee oder Extrakt. Die FMD betrug vor Wasser 5,05 £ 2,65 %,
vor Griinem Tee 4,49+2,77% und vor Griintee-Extrakt 4,72 +3,16 %. Signifikante
Unterschiede zwischen der FMD vor Wasser, Tee oder Extrakt gab es nicht. Fiir jeden
Probanden wurde die FMD vor und zwei Stunden nach Substanzeinnahme gemessen und die
Verianderung der Werte (FMD-Change; AFMD % = FMD t2 in % - FMD t0 in %) berechnet. In
Abbildung 14 sind beispielhaft die FMD-Messungen zum Zeitpunkt t0 und t2 fiir die
verschiedenen Interventionen gezeigt. Es handelt sich um die vom Computerprogramm

angezeigten Messverldufe der FMD-Bestimmungen und die daraus errechneten Change-Werte.

to0 t2

FMD vor Substanzeinnahme FMD nach Substanzeinnahme
Wasser

FMD-Change
-1,64%

Griiner Tee

FMD-Change
+2,26%

Griintee-
Extrakt

FMD-Change
+0,59%

Abbildung 14. Gegeniiberstellung der FMD-Messungen vor und zwei Stunden nach
Substanzeinnahme

Die berechneten Change-Werte in % fiir Wasser, Griiner Tee und Griintee-Extrakt sind angegeben. Die
dargestellten Messkurven sind exemplarisch ausgewahlt.
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Abbildung 15 zeigt den GefaBBdurchmesser und die FMD zwei Stunden nach Wasser, Tee oder

Extrakt in Form von Boxplots.
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Abbildung 15. Vergleich der FMD-Messungen zwei Stunden nach der Einnahme von Wasser,
Griinem Tee und Griintee-Extrakt

(A) Vergleich der Ausgangsdurchmesser; (B) Vergleich der FMD t2. Zwei Stunden nach Grinem Tee war
im Vergleich zu Wasser ein signifikanter Unterschied in der FMD zu sehen. Signifikanz ist mit * markiert,
Ausreif3er sind durch Punkte gekennzeichnet. GT-Griiner Tee, GTE-Grlintee-Extrakt. Dargestellt sind
Median und Spannweite von n=50 Probanden.

Zwei Stunden nach der Intervention (t2) gab es zwischen den Absolutwerten der
Ausgangsdurchmesser vor der Stauung keine signifikanten Unterschiede in den Mittelwerten
(Wasser 4,14 £ 0,52 mm; Griiner Tee 4,10 + 0,48 mm; Griintee-Extrakt 4,14 + 0,49 mm). Die
Mittelwerte der FMD zwei Stunden nach Substanzeinnahme unterschieden sich hingegen
signifikant. Im anschlieBenden Post-hoc-Paarvergleich mit Bonferroni-Korrektur zeigte sich ein
signifikanter Unterschied zwischen der FMD nach Wasser und Griinem Tee (p = 0,009), nicht
jedoch beim Vergleich ,,Wasser zu Griintee-Extrakt™ (p =0,5) und ,,Griiner Tee zu Griintee-

Extrakt” (p = 0,3).

Im Folgenden wurde die Verdnderung der Werte von t0 zu t2 innerhalb der Interventionen
untersucht. Die Mittelwerte der FMD fiir t0 und t2 im jeweiligen Studienarm wurden mittels T-

Test fiir verbundene Stichproben auf einen signifikanten Unterschied getestet.
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Abbildung 16 zeigt die Mittelwerte der FMD zum Zeitpunkt t0 und t2 fiir Wasser, Griiner Tee

und Griintee-Extrakt.
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Abbildung 16. Vergleich der FMD-Werte zum Zeitpunkt t0 und t2 in den Studienarmen Wasser,

Griiner Tee und Griintee-Extrakt

Signifikanz ist mit * markiert. Fir Wasser und Griintee-Extrakt war keine signifikante Veranderung der
FMD zu beobachten. GT - Griiner Tee, GTE - Griintee-Extrakt, t0 - vor Substanzeinnahme, t2 - zwei
Stunden nach Substanzeinnahme. Dargestellt sind Mittelwert und Standardfehler von n=50 Probanden.

Die FMD stieg zwei Stunden nach Einnahme des Griinen Tees von 4,49 +2,77 % auf

5,85+ 3,61 % signifikant um 1,36 % an (p =0,004). Bei den anderen Interventionen gab es

keine signifikante Verdnderung von t0 zu t2. Nach Einnahme von heilem Wasser verringerte
sich die FMD vom Zeitpunkt t0 (5,05 + 2,65 %) zu t2 (4,21 + 2,65 %) um 0,84 % (p =0,8).
Nach Griintee-Extrakt stieg die FMD von t0 (4,72 + 3,16 %) auf t2 (4,90 £+ 3,04 %) nicht

signifikant um 0,18 % (p = 0,7).
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In Abbildung 17 wurde die FMD-Change von Wasser, Tee und Extrakt verglichen.
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Abbildung 17. Vergleich der FMD-Change von Wasser, Griiner Tee und Griintee-Extrakt
(A) Balkendiagramm; (B) Boxplot. Es bestand ein signifikanter Unterschied zwischen der FMD-Change
von Wasser und Griinem Tee. Die Unterschiede zwischen Wasser und Griuntee-Extrakt sowie Gruner
Tee und Gruntee-Extrakt waren nicht signifikant. Signifikanzen sind mit * markiert, Ausrei3er sind durch

Punkte gekennzeichnet, GT-Grlner Tee, GTE-Grlntee-Extrakt. Dargestellt sind Mittelwert und
Standardfehler (A) bzw. Median und Spannweite (B) von n=50 Probanden.

Die Change-Werte in % von Wasser und Griinem Tee unterschieden sich signifikant (p = 0,03).
Der Griintee-Extrakt zeigte einen tendenziell positiven Einfluss auf die FMD (+ 0,18 %), der
sich jedoch nicht signifikant von Wasser unterschied (p=0,5). Beim Vergleich der
Interventionen Griiner Tee und Griintee-Extrakt lieB sich ebenfalls kein signifikanter

Unterschied nachweisen (p = 0,1).

3.4 Vergleich der GTN-Messungen

Sowohl Griiner Tee als auch der Griintee-Extrakt besalen keinen Einfluss auf die
endothelunabhéngige Vasodilatation (Vasodilatation nach Verabreichung von Nitroglycerin).
Zwischen den Werten der Nitroglycerin-induzierten Vasodilatation (GTN) vor und zwei Stunden

nach den Interventionen konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede beobachtet werden.
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In Abbildung 18 sind die GTN-Werte vor und nach der Einnahme von Wasser, Griinem Tee und

Griintee-Extrakt sowie die GTN in % vor und nach Griinem Tee als Boxplots dargestellt.
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Abbildung 18. Vergleich der GTN-Messungen vor und zwei Stunden nach der Einnahme von
Wasser, Grilnem Tee und Griintee-Extrakt

(A) Vergleich der GTN-Messungen vor Einnahme der jeweiligen Substanz, (B) Vergleich der GTN-
Messungen zwei Stunden nach Einnahme der jeweiligen Substanz, (C) Vergleich der GTN vor und zwei
Stunden nach Griinem Tee. Zwischen den jeweiligen Werten gab es keine signifikanten Unterschiede.
Ausreif3er sind durch Punkte gekennzeichnet, GT-Griiner Tee, GTE-Grlintee-Extrakt. Dargestellt sind
Median und Spannweite von n=50 Probanden.

Vor der Einnahme von Wasser betrug die GTN 19,57 + 6,40 %, vor Griinem Tee 19,70 £+ 6,14 %
und vor Griintee-Extrakt 18,82 + 6,07 %. Zwei Stunden nach der Einnahme von Wasser lag die
GTN bei 19,25+ 7,42 %, von Griinem Tee bei 18,91 + 6,24 % und von Griintee-Extrakt bei
18,46 £5,62 %. Griiner Tee zeigte keinen Einfluss auf die endothel-unabhingige
Gefafidilatation. Zwischen den Werten der Gefdfidilatation vor (19,70 £ 6,14 %) und nach
(18,91 + 6,24 %) Tee bestand kein signifikanter Unterschied (p = 0,3).
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3.5 Plasmakonzentrationen von Catechinen und Korrelation mit FMD

Zur Untersuchung der Wirkstoffe im Griinen Tee, die fiir einen positiven Einfluss auf die FMD
verantwortlich sein konnten, wurden in allen Studienarmen vor jeder FMD-Messung die
Catechin-Konzentrationen im Plasma der Probanden bestimmt. Zum Zeitpunkt t0 und zwei
Stunden nach Applikation von heiBem Wasser konnten bei allen Probanden in allen
Studienarmen keine Catechine nachgewiesen werden. Nach Griinem Tee und Griintee-Extrakt
zeigte sich zwei Stunden nach Einnahme in den Blutproben ein signifikanter Anstieg der
Catechine. Nach Griintee-Extrakt konnten nach der Hydrolyse im Vergleich zum Griinen Tee
signifikant hohere Plasmaspiegel sowohl fiir einzelne als auch fiir die Summe der Catechine
festgestellt werden (EC p =0,005; EGC p<0,001; EGCG p<0,001; Summe der Catechine
p =0,002). Eine Ausnahme bildet das ECG, das nach Griinem Tee hoher konzentriert im Plasma
vorlag als nach Griintee-Extrakt (p<0,001). Im néchsten Schritt wurden die Catechin-
Konzentrationen im Plasma der Probanden mit dem Anstieg der FMD zwei Stunden nach

Einnahme des Griinen Tees oder Griintee-Extrakts verglichen.
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Abbildung 19 zeigt die Plasmakonzentrationen der Catechine zwei Stunden nach der Einnahme

von Griinem Tee und Griintee-Extrakt jeweils vor und nach Hydrolyse.
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Abbildung 19. Plasmakonzentrationen der einzelnen sowie der Summe der Catechine zwei
Stunden nach Griinem Tee und Griintee-Extrakt

Mittelwerte und Standardfehler der Catechin-Konzentrationen im Plasma der Probanden sind vor und

nach Hydrolyse dargestellt.
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Es wurde der Korrelationskoeffizient zwischen den Catechin-Plasmakonzentrationen in der
Probe t2 und der FMD-Change mittels Spearman-Korrelation fiir nicht-parametrisch verteilte

Daten berechnet und auf Signifikanz gepriift (Dotplots in Abbildung 20 und Abbildung 21).
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Abbildung 20. Korrelation der Catechin-Plasmakonzentrationen nach Hydrolyse und der FMD-
Change zwei Stunden nach Griinem Tee

Es wurde keine signifikante Korrelation zwischen dem Anstieg der Plasmakonzentrationen und der
Veranderung der FMD nach Griinem Tee festgestellt. Der Korrelationskoeffizient und die dazugehérige
Signifikanz sind mit r und p angegeben, GT-Grliner Tee. In die Auswertung gingen die
Plasmakonzentrationen und FMD-Werte von n=50 Probanden ein.
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Abbildung 21. Korrelation der Catechin-Konzentrationen nach Hydrolyse und FMD-Change zwei
Stunden nach Griintee-Extrakt

Der Anstieg der Plasmakonzentration von ECG und die Veranderung der FMD nach Griintee-Extrakt
korrelieren signifikant. Fur alle anderen Catechine wurde kein signifikanter Zusammenhang festgestellit.
Signifikanz ist mit * gekennzeichnet. Der Korrelationskoeffizient und die dazugehdrige Signifikanz sind mit
r und p angegeben, GTE- Griintee-Extrakt. In die Auswertung gingen die Plasmakonzentrationen und
FMD-Werte von n=49 Probanden ein.



Ergebnisse 62

Zwischen den Catechin-Konzentrationen im Plasma und dem FMD-Anstieg nach Griinem Tee
konnte kein statistisch signifikanter Zusammenhang ermittelt werden. Dies galt fiir alle vier
Catechine EC (r=-0,1; p=0,4), ECG (r=-0,2; p=0,3), EGC (r=-0,1; p=0,4), EGCG (r=-
0,2; p=0,1) sowie die Summe aller Catechine (r =-0,2; p=0,1).

Beim Griintee-Extrakt zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen dem Anstieg von ECG
und der Verdnderung der FMD von t0 zu t2 (r=0,3; p=0,04). Allerdings hat der Griintee-
Extrakt gegeniiber Wasser zu keiner signifikanten Verbesserung der FMD gefiihrt. Fiir alle
anderen gemessenen Catechine (ECr=0,2p=0,1; EGCr=0,2,p=0,2; EGCGr=0,2,p=0,1)
und die Summe der Catechine (r=0,2; p=0,1) bestehen, wie beim Griinen Tee, keine

signifikanten Zusammenhénge.

3.6  Bestimmung von Theophyllin, Theobromin, Koffein und
Korrelationen mit FMD

Fir die Catechine konnte lediglich fiir ECG eine signifikante Korrelation zwischen
Plasmaanstieg und FMD-Verinderung nach Extrakt gezeigt werden. Die biologische Relevanz
ist jedoch eingeschrinkt, da durch die Einnahme des Griintee-Extrakts kein signifikanter FMD-
Anstieg bewirkt wurde. Darauthin wurden weitere Inhaltsstoffe des Griinen Tees untersucht.
Griiner Tee hat einen hohen Koffein-Gehalt. Theobromin und Theophyllin sind Abbauprodukte
des Koffeins, wobei letzteres die Eigenschaft eines Phosphodiesterase-Inhibitors besitzt'”®, der in
den Abbau von cGMP eingreifen kann. Da diese drei Stoffe also potentiell Einfluss auf die
Endothelfunktion nehmen konnen, wurden sie zusétzlich zu den Catechinen bestimmt und in die
Auswertung einbezogen. Koffein, Theobromin und Theophyllin wurden vor und nach dem
Genuss von Griinem Tee bestimmt und ein moglicher Zusammenhang zwischen der

Konzentrationsverdnderung dieser Stoffe im Plasma und dem FMD-Anstieg untersucht.

Bereits vor der Einnahme von Wasser, Griinem Tee und Griintee-Extrakt wurden Koffein,
Theobromin und Theophyllin im Plasma der Probanden nachgewiesen. Sie wurden allerdings
zusétzlich nur mit dem Griinen Tee aufgenommen, da der Griintee-Extrakt frei von diesen
Stoffen war. Alle Plasma-Konzentrationsbestimmungen und Korrelationen mit der FMD wurden

daher nur mit den Werten vor und nach Griinem Tee durchgefiihrt. Fiir Theophyllin wurde ein
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signifikanter, wenn auch sehr geringfligiger Anstieg von 3,48 + 2,93 ng/ml auf 4,32 +£2,53
pg/ml um 0,84 + 1,40 pg/ml (p <0,001) gezeigt. Die Theobromin-Konzentration im Plasma der
Probanden sank von 2,60 + 1,99 ng/ml auf 2,42 + 1,52 pg/ml nicht signifikant um 0,18 + 0,82
pg/ml (p=0,4). Die Koffein-Plasmakonzentration stieg von 4,68 + 5,10 pg/ml vor der Tee-
Einnahme auf 14,15+5,74 pg/ml zwei Stunden danach. Es konnte ein signifikanter
Konzentrationsanstieg um 9,47 + 4,24 ng/ml (p < 0,001) beobachtet werden. Abbildung 22 zeigt

die Konzentrationen der drei Substanzen vor und nach der Einnahme von Griinem Tee.
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Abbildung 22. Plasmaspiegel von Theophyllin, Theobromin und Koffein vor und zwei Stunden
nach 442 ml Griinem Tee

Die Plasmaspiegel von Koffein und Theophyllin stiegen signifikant an. Die Theobromin-Konzentration
veranderte sich nicht signifikant. Signifikanzen sind mit * gekennzeichnet. Dargestellt sind Mittelwert und
Standardfehler von n=50 Probanden.
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Anschliefend wurde gepriift, ob zwischen dem Anstieg der FMD wund der
Konzentrationsverdnderung von Theophyllin, Theobromin und Koffein im Plasma der
Probanden eine signifikante Korrelation besteht. Auflerdem wurde die absolute
Plasmakonzentration von Koffein zwei Stunden nach Tee bestimmt und ein mdglicher

Zusammenhang mit dem Anstieg der FMD untersucht.

Abbildung 23 zeigt die FMD-Change und die Verdnderung der Konzentrationen von
Theophyllin, Theobromin und Koffein sowie die absolute Konzentration von Koffein zwei

Stunden nach Griinem Tee in Form von Dotplots.
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Abbildung 23. Korrelation der Plasma-Konzentrationsverdnderung von Theophyllin, Theobromin
und Koffein sowie die absolute Koffeinkonzentration mit der FMD-Change zwei Stunden nach
Griinem Tee.

A. Fur Theophyllin und Theobromin konnte kein signifikanter Korrelationskoeffizient zwischen der
Konzentrationsveranderung und dem FMD-Anstieg nach Tee gezeigt werden.

B. Der Anstieg der Koffeinkonzentration und die FMD-Change korrelierten ebenfalls nicht signifikant. Nur
die absolute Koffeinkonzentration und der FMD-Anstieg zwei Stundnen nach Tee korrelierten signifikant.
Der Korrelationskoeffizient und die dazugehdrige Signifikanz sind mit r und p angegeben; GT- Griner
Tee; In die Auswertung gehen die Plasmakonzentrationen und FMD-Werte von n=50 Probanden ein.
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Fir die Verdnderung der Konzentrationen im Plasma der Probanden, konnte weder fiir
Theophyllin noch fiir Theobromin eine signifikante Korrelation mit der FMD-Change zwei
Stunden nach dem Genuss von Griinem Tee berechnet werden (Theophyllin (r = 0,06; p = 0,70),
Theobromin (r=0,18; p=0,22)). Dariiber hinaus war auch die Korrelation zwischen dem
Anstieg der Koffeinkonzentration im Blut und dem FMD-Anstieg nicht signifikant (Koffein
(r=0,19; p=0,18)). Fir die absolute Konzentration von Koffein zwei Stunden nach der
Einnahme von Griinem Tee konnte jedoch eine signifikante Korrelation mit dem FMD-Anstieg

gezeigt werden (r = 0,3; p = 0,04).

Tabelle 13 zeigt zusammenfassend alle erhobenen FMD- und GTN-Werte sowie die

Plasmakonzentrationen der Catechine, des Koffeins, Theobromins und Theophyllins.
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Tabelle 13.

Ubersichtstabelle der FMD- und GTN-Messungen sowie der Plasma-
konzentrationen der Tee-Inhaltsstoffe

Wasser Griner Tee Gruntee-Extrakt
t0 t2 t0 t2 t0 t2
FMD-Messungen:
Basisdurch- 4,07 4,14 4,11 4,10 4,05 4,14
messer (mm) (0,49) (0,52) (0,51) (0,48) (0,48) (0,49)
FMD (mm) 4,28 4,32 4,29 4,34 4,24 4,34
(0,56) (0,55) (0,54) (0,54) (0,49) (0,51)
FMD (%) 5,05 4,21 4,49 5,85 4,72 4,90
(2,65) (2,65) (2,77) (3,61) (3,16) (3,04)
A FMD (%) -0,84 (3,27) 1,36 (3,18) 0,18 (3,06)
GTN-Messungen:
Basisdurch- 4,06 4,11 4,08 4,10 4,08 4,12
messer (mm) (0,50) (0,52) (0,50) (0,49) (0,48) (0,48)
GTN (mm) 4,38 4,88 4,87 4,85 4,83 4,87
(0,52) (0,50) (0,53) (0,46) (0,43) (0,45)
GTN (%) 19,57 19,25 19,70 18,91 18,82 18,46
(6,40) (7,42) (6,41) (6,24) (6,07) (5,62)
A GTN (%) -0,32 (5,41) -0,79 (5,00) -0,36 (4,71)
Catechin-Plasmakonzentrationen (ng/ml):
EC n.d. n.d. n.d. 0 n.d. 0
(0,00) (0,00)
ECG n.d. n.d. n.d. 34,11 n.d. 21,68
vor (15,00) (10,94)
Hydrolyse EGC n.d. n.d. n.d. 1,67 n.d 2,41
(4,32) (4,89)
EGCG n.d. n.d. n.d. 66,88 n.d. 102,72
(27,01) (47,16)
Summe Catechine n.d. n.d. n.d. 103,91 n.d. 127,02
(41,88) (58,01)
EC n.d. n.d. n.d. 12,61 n.d. 17,23
(13,47) (15,62)
ECG n.d. n.d. n.d. 35,83 n.d. 22,27
nach (15,10) (10,71)
Hydrolyse EGC n.d. n.d. n.d. 27,33 n.d. 33,64
(12,77) (14,84)
EGCG n.d. n.d. n.d. 65,16 n.d. 98,19
(27,99) (45,65)
Summe Catechine n.d. n.d. n.d. 140,19 n.d. 170,47
(52,91) (69,55)
Plasmakonzentrationen (ug/ml):
Koffein 3,82 2,85 4,68 14,15 5,02 4,58
(4,01) (3,21) (5,10) (5,74) (6,04) (5,63)
Theobromin 2,36 1,94 2,6 2,42 2,78 2,32
(1,68) (1,42) (1,99) (1,52) (2,24) (1,76)
Theophyllin 3,15 2,49 3,48 4,32 3,43 2,93
(2,73) (2,23) (2,93) (2,53) (3,32) (2,90)
A Koffein -0,96 (1,10) 9,47 (4,24) -0,54 (2,32)
A Theobromin -0,42 (0,50) -0,18 (0,82) -0,47 (0,75)
A Theophyllin -0,66 (0,72) 0,84 (1,40) -0,57 (1,01)

Angaben entsprechen den Mittelwerten und Standardabweichungen von n=50 Probanden, fiir die Plasmakonzentrationen des
Griintee-Extrakts sind es aufgrund einer hdmolytischen Probe n=49. Basisdurchmesser (mm): Ausgangsdurchmesser zu Beginn
der FMD- oder GTN-Bestimmung in mm, FMD (mm): Maximale Dilatation des GefaRes bei reaktiver Hyperamie in mm, FMD (%):
FMD in %, GTN (mm): Maximale Dilatation des GefaRRes nach Applikation des Nitroglycerin-Sprays in mm, GTN (%): GTN in %, A
FMD (%): FMD-Change, Veranderung von FMD t0 % zu FMD t2 %; A GTN (%): GTN-Change, Veranderung von GTN t0 % zu GTN
t2 %, EC: Epicatechin, ECG: Epicatechingallat, EGC: Epigallocatechin, EGCG: Epigallocatechingallat, Summe Catechine: Summe

aller Catechine, n.d.: nicht detektierbar, A: Veranderung der Plasmakonzentrationen von t0 zu t2.
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4. Diskussion

In einer prospektiven Cross-over-Studie wurde der Effekt von Catechinen in verschiedenen
Darreichungsformen auf die FMD als Parameter der Endothelfunktion von 50 gesunden
ménnlichen Probanden getestet. Alle Probanden nahmen 200 mg EGCG entweder durch Griinen
Tee als Getriank oder durch einen Griintee-Extrakt zu sich. Als Negativkontrolle diente hei3es
Wasser. Die FMD wurde vor und zwei Stunden nach Substanzeinnahme gemessen, um den
Einfluss der Catechine auf die Endothelfunktion zu ermitteln. Dabei zeigte sich, dass Griintee-
Extrakt und Griiner Tee in aufgebriihter Form die Endothelfunktion unterschiedlich stark
beeinflussen. Der Griintee-Extrakt bewirkte nur eine geringe Steigerung der FMD-Werte von
0,18 %, ohne gegeniiber der Wirkung von heilem Wasser ein signifikantes Niveau zu erreichen.
Nach Griinem Tee hingegen zeigte sich ein signifikanter FMD-Anstieg von 1,36 %. Die
Catechinkonzentrationen im Plasma der Probanden korrelierten nicht mit der Verdnderung der
FMD nach Tee und Extrakt. Die Ergebnisse der hier durchgefiihrten Interventionsstudie lassen
vermuten, dass Catechine beim Menschen lediglich zu einem geringen Teil einen Anstieg der
FMD bewirken und dafiir andere Stoffe des Griinen Tees involviert sind. Es scheint, dass mit der
steigenden Anzahl enthaltener Substanzen in den Interventionen (Wasser: ohne Inhaltsstoffe,
Griintee-Extrakt: Catechine, Griiner Tee: Catechine und weitere Inhaltsstoffe) die positiven

Effekte auf die FMD zunehmen.

4.1 FMD-Veranderung nach Gruinem Tee und Gruntee-Extrakt

In der durchgefiihrten FMD-Studie bewirkte Griiner Tee mit einem EGCG-Gehalt von 200 mg
an 50 gesunden mannlichen Probanden eine signifikante Verbesserung der Endothelfunktion um
1,36 % gegeniiber der Kontrolle. Griiner Tee zeigte keinen Einfluss auf den Basaldurchmesser
oder die endothelunabhéngige, durch Nitroglycerin induzierte Vasodilatation. Diese Ergebnisse

1,73,74,109 .
TL7374.109 11 der Studie von

bestitigen vorangegangene Interventionsstudien mit Griinem Tee.
Alexopoulos et al. flihrte der Genuss von Griinem Tee bei einem kleinen Probandenkollektiv
(n = 14), bestehend aus gesunden Miannern und Frauen, zu einer signifikanten FMD-Steigerung
von 3,69 %.'” Die Studie von Kim et al. zeigte als Langzeiteffekt ebenfalls einen signifikanten
FMD-Anstieg an gesunden Rauchern, die tdglich iiber zwei Wochen 8 g Griinen Tee zu sich

4
nahmen.’
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Ergebnisse der Studie von Nagaya et al. weisen darauf hin, dass eine durch Rauchen verursachte
Einschriankung der Endothelfunktion durch Griinen Tee partiell riickgéingig gemacht werden

110

kann. "~ RegelméBiger Tabakkonsum erhoht das Risiko fiir die Entstehung von Herz-Kreislauf-

Erkrankungen und spiegelt sich in niedrigeren FMD-Werten wider.'"

Raucher profitieren
moglicherweise zusitzlich von den Effekten des Griinen Tees, insbesondere von seinen
antioxidativen Eigenschaften. Bei gesunden Probanden mit regelméfBigem Tabakkonsum konnte
durch die Einnahme von Griinem Tee der oxidative Status der Serumlipide so verbessert werden,
dass sich signifikant weniger oxLDL im Plasma nachweisen lieB.*>''* Endotheliale
Progenitorzellen (EPC), die iiber eine Entdifferenzierung geschiddigtes Endothel ersetzen
konnen, sind im Blut von Rauchern in der Regel vermindert. Durch den Genuss von Griinem Tee
stieg die Anzahl der EPC an, was mit dem beobachteten FMD-Anstieg korrelierte.”* In der

vorliegenden Studie war Tabakkonsum ein Ausschlusskriterium und somit kann kein Vergleich

mit der Hohe des FMD-Anstiegs vorgenommen werden.

Jochmann et al. fanden in einer Studie an 21 postmenopausalen Frauen 120 Minuten nach
Einnahme von Griinem bezichungsweise Schwarzem Tee einen Anstieg der FMD.” Der
Schwarze Tee enthielt nur die Hilfte der Catechine des Griinen Tees. Beide Teesorten zeigten
jedoch einen etwa gleich hohen signifikanten Anstieg der FMD gegeniiber Wasser. Die Autoren
schlossen daraus auf eine Beteiligung anderer oder weiterer Tee-Inhaltsstoffe an der
Verbesserung der Endothelfunktion.” Diese Ansicht wird von den Ergebnissen der vorliegenden
Studie gestiitzt, da die Verabreichung des Griintee-Extrakts, der neben 200 mg EGCG nur
Catechine enthielt, keinen statistisch signifikanten Effekt auf die Endothelfunktion besaf3. Die
vorliegenden Studienergebnisse zeigen zum ersten Mal, dass ein EGCG-haltiger, koffeinfreier
Griintee-Extrakt keine signifikanten Kurzzeiteffekte auf die Endothelfunktion in gesunden
Individuen ausiibt und nicht im selben Mafle wirksam ist wie Griiner Tee als Getrdnk. Die beiden
Catechin-Darreichungsformen (Tee und Extrakt) haben somit keine dquivalente Wirkpotenz. Der
Extrakt ist in seiner Wirkung zwischen Griinem Tee und Wasser einzuordnen. Dies deutet darauf
hin, dass Griiner Tee als Heigetrdnk neben den Catechinen weitere Substanzen enthilt, die zu

einer Verbesserung der Endothelfunktion beitragen.
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Bislang wurden nur wenige Studien zur Wirkung von Griintee-Catechinen in Form von
Extrakten verdffentlicht. Dabei wurden entweder die Langzeiteffekte eines Tee-Extrakts oder
isoliertes EGCG analysiert. Tinahones et al. verwendeten einen Extrakt, der nach fiinfwochiger
Einnahme eine FMD-Steigerung von 5,68 auf 11,98 % gegeniiber Placebo bewirkte.''? Die
Tagesdosis in Form von Kapseln enthielt 375 mg Catechine und 150 mg Koffein, was dem
Gehalt in 8,43 g Griinem Tee entsprach. Neben EC, ECG, EGC bestand das verwendete Préparat
zu 72 % aus EGCG (ca. 270 mg). Die Studienteilnehmerinnen waren gesunde pramenopausale
Frauen. Aussagen zum Hormonstatus der Frauen und dem jeweiligen Messzeitpunkt innerhalb
des Hormonzyklus wurden dabei nicht getroffen. Dies scheint jedoch keine unerhebliche Rolle
bei der Bewertung der Studienergebnisse zu spielen, da beispielsweise Hashimoto et al. zeigten,
dass Ostrogene die Endothelfunktion in relevantem MaBe beeinflussen.”” Abhingig von der
Zyklusphase und dem korrespondierenden Hormonspiegel wurden signifikant unterschiedliche
FMD-Werte bei Frauen gemessen. Dies galt sowohl fiir natiirliche Ostrogenschwankungen im
Rahmen des weiblichen Zyklus als auch fiir exogen zugefiihrte Hormonpréparate.'”” In der
vorliegenden Studie wurden daher nur mannliche Probanden fiir die Studie rekrutiert, um den
Einfluss von Ostrogen sicher auszuschlieBen. Hinzukommt, dass bei Tinahones et al. nur die
mehrwochige Einnahme des Griintee-Extrakts untersucht wurde.''” Somit kénnen keine

Riickschliisse auf die Akutwirkung des Praparates vorgenommen werden.

Schroeter et al. untersuchten ebenfalls die Wirkung von Polyphenolen auf die FMD und sind
bisher die Einzigen, die an einer sehr kleinen Probandenzahl von n=3 eine positive und
signifikante Korrelation zwischen Plasmawerten und Verdnderung der Endothelfunktion zeigen
konnten.”> Es wurden dabei Catechin und Epicatechin sowie einige Metabolite dieser Stoffe im
Blut untersucht. Epicatechin in einer Dosis von 1 und 2 mg/kg Korpergewicht, das mit einem
Kakao-Getrdnk verabreicht wurde, verbesserte die FMD signifikant. Der Plasma-
Konzentrationsanstieg eines Epicatechin-Metaboliten (Epicatechin-7-O-Glucoronid) korrelierte
dabei signifikant mit dem FMD-Anstieg. Fiir Catechin hingegen konnten keine positiven Effekte
gezeigt werden. Darauthin postulierten die Autoren eine zumindest partielle Beteiligung des
Epicatechin am Anstieg der FMD.”> Die Wirksamkeit von Epicatechin erscheint jedoch
angesichts dieser geringen Probandenzahl nicht ausreichend belegt und eine Verallgemeinerung

dieser Studienergebnisse ist schwierig.
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Dariiber hinaus zeigte eine aktuelle Studie an einem grofBeren Probandenkollektiv (37 Ménner
und Frauen), dass die tdgliche Einnahme von 100 mg Epicatechin iiber einen Zeitraum von vier
Wochen keinen signifikanten Anstieg der FMD bewirkte. Auch zwei Stunden nach der letzten
EC-Einnahme wurde kein signifikanter FMD-Anstieg gemessen.''* Diese Ergebnisse wurden in
der hier vorliegenden Studie indirekt bestdtigt. Die Einnahme eines EC-haltigen Griintee-
Extraktes zeigte keinen relevanten Effekt auf die FMD und die EC-Konzentration im Plasma der

Probanden korrelierte nicht mit der FMD-Verdnderung nach Tee.

In einer FMD-Studie von Widlansky et al. wurden die Kurzzeiteffekte von reinem EGCG
beschrieben. 300 mg EGCG bewirkte bei Patienten mit einer bestehenden KHK 120 Minuten
nach Einnahme eine signifikante Steigerung der FMD von 1,5 %.'"” Allerdings unterschieden
sich die Prozentwerte der FMD zwei Stunden nach der Einnahme von Placebo und EGCG nicht
(sowohl nach Placebo als auch nach EGCG: FMD t2= 8,6 %). Dariiber hinaus wurden vor
EGCG niedrigere Werte flir die Ausgangs-FMD gemessen als vor Placebo. Auf diese Weise
konnte ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den FMD-Werten von t0 zu t2 fiir
EGCQG, nicht jedoch fiir Placebo gezeigt werden. Der beobachtete Effekt des EGCGs konnte
daher auch als Folge der hoheren Ausgangs-FMD in der Placebo-Intervention bewertet werden.
Bei der Untersuchung der Langzeiteffekte in dieser Studie konnte nach zweiwdchiger Einnahme
von tiglich 300 mg EGCG keine signifikante Verdnderung der FMD festgestellt werden. Der

115 1y
Hinzu kommen

positive Einfluss von EGCG wurde damit in dieser Studie eher nicht bestétigt.
einige Unterschiede im Studiendesign, die einen direkten Vergleich der vorliegenden Studie mit
den Studienergebnissen von Widlansky etal. einschrdnkt. Die Interventionen bei
Widlansky et al. wurden Placebo-kontrolliert mit KHK-Patienten durchgefiihrt, die regelméaBig
ACE-Inhibitoren und Statine einnahmen. Eine Beeinflussung der FMD durch die Medikation
kann also nicht vollstindig ausgeschlossen werden. Pharmakologische Studien zeigten, dass die

11 . N Co
7 Medikamenten iiber zwei bis vier

Einnahme von blutdruck-""® und serumlipidsenkenden
Wochen zu einem Anstieg der FMD-Werte filhren kann. Bei der Beobachtung der
Kurzzeiteffekte kann sicherlich von einer geringen Beeinflussung der FMD-Werte durch die

Medikation ausgegangen werden.
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Da die Probanden beide Studienarme (Placebo und EGCG) zeitlich hintereinander durchliefen,
konnte jedoch der ldngere Einnahmezeitraum des jeweiligen Medikaments einen Einfluss auf die
Endothelfunktion gehabt haben. AuBlerdem spielt die regelmidBige Medikamenteneinnahme
insofern eine Rolle, als dass sich die gewihlten Studienpopulationen (erkrankt und gesund)
mafgeblich unterschieden. Bei Widlansky et al. wurde 300 mg reines EGCG verwendet, der
Griintee-Extrakt der vorliegenden Studie dagegen enthielt 200 mg EGCG in Kombination mit
weiteren Catechinen. Moglicherweise wurde in dieser Studie zu wenig EGCG verabreicht und
eine hohere Dosis konnte einen Effekt auf die FMD besitzen. Dagegen spricht, dass die
Dosissteigerung in einer Studie an MS-Patienten keine statistisch signifikante Verbesserung der

Endothelfunktion zeigte.'"®

Hohe Dosen von 400 mg EGCG tédglich hatten iiber einen
dreimonatigen Einnahmezeitraum keinen Effekt auf die FMD. Sogar die Verabreichung von
zusitzlichen 400 mg am jeweiligen Messtag konnte keinen signifikanten FMD-Anstieg
bewirken.''® Diese Ergebnisse zeigen, dass auch hohere Mengen EGCG keinen relevanten Effekt
auf die Endothelfunktion haben. Ein weiterer Unterschied im Studienablauf war, dass EGCG bei
Widlansky et al. in Verbindung mit einer standardisierten Mahlzeit eingenommen wurde. Es gibt
eine Reihe von Studien, die den Einfluss der Nahrungsaufnahme und -zusammensetzung auf die
FMD untersuchten. Um die metabolischen Effekte sowie die Einfliisse auf die Resorption und
Absorption von EGCG bei gleichzeitiger Nahrungsaufnahme zu vermeiden, erfolgten die
Endothelfunktionsmessungen in der durchgefiihrten Studie nach einer mindestens achtstiindigen
Niichternheitsphase. Der Genuss fettreicher Nahrungsmittel zeigte in unterschiedlichen

Interventionsstudien entweder keine signifikanten Effekte'"

oder eine Verminderung der
FMD'?’. Dies wurde unter anderem damit begriindet, dass die Resorption und Aufnahme der
Catechine bei gleichzeitiger Aufnahme von Fett limitiert sind.®' Dariiber hinaus scheinen die
postprandiale Hyperglykdmie sowie der Insulinspiegel eine Verdnderung der Endothelfunktion

"2l Die Autoren der Studie von Widlansky et al. diskutierten den vermeintlichen

zu bewirken.
FMD-Anstieg nach EGCG als moglicherweise zu gering, da die enterale Resorption des Tee-
Polyphenols durch die Mahlzeit vermindert sei. Man vermutete, dass der EGCG-Effekt durch die

geringere Bioverfiigbarkeit abgeschwicht worden sei.'"”

Im Rahmen der durchgefiihrten Studie
konnte auch im niichternen Zustand kein signifikanter Effekt der Catechine auf die
Endothelfunktion von gesunden Probanden gezeigt werden, was den Studienergebnissen von

Widlansky et al. maf3geblich widerspricht.
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Die Studie von Widlansky et al. wurde doppelt verblindet durchgefiihrt. Dies war in der
durchgefiihrten Studie nicht der Fall und stellt eine Schwéche des hier gewéhlten Studiendesigns
dar. Ein weiterer Nachteil der vorliegenden Studie bildet das Fehlen eines entsprechenden
Placebos. Es konnte kein Getrink hergestellt werden, das optisch und geschmacklich dem
Griinen Tee gleicht und gleichzeitig frei von Wirkstoffen ist. Den Probanden war daher eine

Unterscheidung zwischen Wasser, Tee oder Extrakt bei der Einnahme moglich.

4.2 Korrelationen von Catechin-Plasmakonzentrationen mit der FMD-
Veranderung nach Grunem Tee und Gruntee-Extrakt

Verglichen mit Grinem Tee wurden nach Griintee-Extrakt grundsétzlich hohere
Konzentrationen an Catechinen im Plasma gefunden. Eine Ausnahme bildete ECG, das nach
Konsum von Tee leicht hoher konzentriert vorlag (ECG-Plasmaspiegel nach Hydrolyse: Griiner
Tee: 35,8 ng/ml vs. Griintee-Extrakt: 22,3 ng/ml; p <0,001). Tee wies im Vergleich zu Extrakt
eine signifikant niedrigere EGCG-Konzentration im Plasma der Probanden auf (EGCG-
Plasmaspiegel nach Hydrolyse: Griiner Tee: 65,5 ng/ml vs. Griintee-Extrakt: 98,2 ng/ml;
p<0,001). Damit konnte in der vorliegenden Studie gezeigt werden, dass oral in
unterschiedlicher Form appliziertes EGCG nicht die gleichen Konzentrationen im Plasma
erreicht. Der FMD-Anstieg nach Grinem Tee war jedoch trotz geringerer Catechin-
Plasmakonzentrationen hoher. Es zeigte sich eine leicht negative Korrelation zwischen Anstieg
der FMD und der im Blut gemessenen Catechin-Plasmakonzentrationen nach Tee, die jedoch

nicht statistisch signifikant war.

Fiir die Verdnderung der FMD nach Griintee-Extrakt und den Catechin-Konzentrationen im
Plasma ergaben sich dagegen positive Korrelationskoeffizienten. Bis auf ECG konnte jedoch
auch hier keine statistische Signifikanz gezeigt werden. Nur fir ECG wurde eine wenn auch
schwach signifikante (p=0,04) Korrelation von r=0,3 beobachtet. Da jedoch nach der
Einnahme des Griintee-Extrakts kein signifikanter Anstieg der FMD beobachtet wurde, scheint

dieses Ergebnis eher ein statistischer Zufallsbefund zu sein.
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Damit wird deutlich, dass EGCG, obwohl als potentiell wirkungsvollstes Griintee-Polyphenol
beschrieben, keine Rolle bei der Verdnderung der FMD beim Menschen zu spielen scheint. Das
Ergebnis dieser Studie zeigt, dass hohere Catechin-Konzentrationen im Blut nicht zwingend mit
einer hoheren FMD einhergehen und wahrscheinlich auch nicht fiir den FMD-Anstieg nach
Griinem Tee verantwortlich sind. Bislang sind nur wenige Studien verdffentlicht, die den
Zusammenhang zwischen der FMD und dem Anstieg der Catechin-Plasmakonzentration
untersucht haben. Viele Studien mit Griinem und Schwarzem Tee zeigten einen Anstieg der
FMD-Werte, dabei wurden jedoch nur selten Korrelationsanalysen zwischen
Plasmakonzentrationen der Tee-Inhaltsstoffe und der korrespondierenden FMD-Werte
durchgefiihrt. Bei der Studie von Widlansky et al. folgten die Zeitkurven des EGCG-Anstiegs im
Blut und der gemessenen FMD einem é&hnlichen Verlauf. Dabei wurde jedoch keine statistische

Signifikanz gefunden.'"

Eine Studie der selben Arbeitsgruppe, bei der Schwarzer Tee zu einem
signifikanten Anstieg der FMD fiihrte, zeigte ebenfalls keine statistisch signifikante Korrelation
zwischen dem Anstieg der im Blut gemessenen Catechin-Konzentrationen und der Verédnderung
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der FMD zwei Stunden nach Tee-Konsum. *~ Dies deckt sich mit den Ergebnissen der

vorliegenden Arbeit.

Eine Arbeit von Grassi et al. zeigte eine Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen aufgenommener
Flavonoid-Menge und den korrespondierenden FMD-Werten, was wiederrum eine
Mitbeteiligung der Catechine am FMD-Anstieg moglich macht.”’ Die Flavonoid-Dosen (100,
200, 400, 800 mg), die in einem Tee-Getridnk an gesunde Probanden verabreicht wurden, fiihrten
nach einer Woche dosisabhidngig zu einer hoheren FMD. Allerdings wurde dabei keine
Flavonoid-Bestimmung im Blut vorgenommen und somit fehlen die Korrelationsanalysen der
Plasmakonzentrationen mit den FMD-Werten. Eine weitere wichtige Limitation dieser Studie ist
das Fehlen einer Baseline-FMD zu Beginn der Studie. Die gemessenen FMD-Werte wurden
lediglich mit der FMD nach einer Woche Placebo (FMD 7,8 %) verglichen und kdnnen somit

nicht unabhéngig voneinander bewertet werden.

In vitro wurden eine Reihe von Wirkmechanismen beschrieben, iiber die Catechine zu einer
Verbesserung der Endothelfunktion beitragen konnen. Beispielsweise verbesserte EGCG die
Enzymaktivitdt der eNOS und damit die NO-Bioverfiligbarkeit in Endothelzellen. Dies wurde am

Modell mit vorkontrahierten Aortenringe bestétigt, die nach Inkubation mit EGCG NO-
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vermittelt relaxierten.® Weitere Wirkungen der Catechine, wie eine Senkung der Serumlipide
und des Blutdrucks sowie antioxidative Eigenschaften, konnen ebenfalls zu einer Verbesserung
der FMD beitragen®”'**'** und sprechen fiir die Polyphenole als endothelfunktions-verbessernde

Inhaltsstoffe des Tees.

Bei in-vitro-Studien sollte jedoch beachtet werden, dass es sich um experimentelle Studien
handelt, die Catechine als Reinstoffe testeten. In diesen Versuchen wurden in der Regel
Flavonoide in unkonjugierter Form verwendet, wie sie in vivo oftmals nicht vorliegen. Nach der
oralen Aufnahme und der anschlieBenden Darmpassage werden Polyphenole methyliert,
sulfatiert und glucoronidiert'>, sodass nur ein kleiner Teil ungebunden und in freier Form auf

126 Die einzelnen Catechine unterscheiden sich zudem in ihrer

das Endothel einwirken kann.
Pharmakokinetik und in ihrer Aufnahme ins Plasma.'*® So werden einige Effekte der Catechine
in vitro gezeigt, die in vivo nach Konsum von Griinem Tee durch den Menschen nicht
reproduzierbar sind. Einige Metabolite von EGCG'*" und EGC'*®, die nach dem Genuss von
Griinem Tee im Plasma ansteigen, wurden in vorherigen Studien identifiziert und benannt.
Allerdings bleibt unklar, ob und wie sie sich in ihrer Wirksamkeit auf die Endothelfunktion
unterscheiden. Fiir EC und Catechin konnten Harada et al. beispielsweise zeigen, dass sich die
antioxidative Wirksamkeit durch Methylierung verringerte und sich so die jeweiligen
Abbauprodukte dieser Catechine in ihrer Wirkung unterschieden.'” Am Tiermodell konnten

dariiber hinaus Unterschiede in der Resorption, Verteilung und Eliminierung von Catechinen

. . . . . 130
nach Konsum von Tee, im Gegensatz zu isolierten Catechinen gezeigt werden.

Moglicherweise sind die beobachtenden Effekte auf die Endothelfunktion nach der jeweiligen
Intervention (Tee oder Extrakt) durch Unterschiede in der Catechin-Metabolisierung zu erkléren.
Nach der Aufnahme von Tee und Extrakt entstehen vermutlich in unterschiedlicher
Geschwindigkeit und Zusammensetzung Catechin-Metabolite, die nicht die gleiche Wirkung auf
das Endothel besitzen. Hierin konnte eventuell der Unterschied der gemessenen FMD-Werte
zwischen den Interventionen Tee und Extrakt begriindet sein. Dariiber hinaus konnte dies auch
erklaren, warum die Korrelationsanalysen der Catechin-Plasmaspiegel und der FMD so
gegensitzliche Tendenzen zeigten. Nach Tee waren die berechneten Korrelationskoeffizienten

durchweg negativ, nach Griintee-Extrakt hingegen lagen alle im positiven Bereich.
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In der hier durchgefiihrten Studie erfolgte die Messung der Catechin-Plasmakonzentrationen vor
und nach Hydrolyse, ohne eine qualitative Bestimmung der jeweils entstandenen Metabolite. Es
kann daher keine Aussage dariiber getroffen werden, inwieweit sich spezifische Metabolite von
Griinem Tee und Griintee-Extrakt unterscheiden. Ein moglicher Zusammenhang zwischen der
Plasmakonzentration potentiell wirksamer Abbauprodukte der Catechine und einem Anstieg der

FMD kann prinzipiell nicht ausgeschlossen werden.

4.3 Korrelation von Theophyllin, Theobromin und Koffein mit dem
Anstieg der FMD nach Grinem Tee

Neben den Catechinen enthielt der Griine Tee eine Reihe weiterer Stoffe, die im Griintee-Extrakt
nicht oder nur in geringer Konzentration vorhanden waren. Um zu {iberpriifen, ob der FMD-
Anstieg auf die Wirkung dieser Substanzen zuriickzufiihren sein konnte, wurden Theobromin,
Theophyllin und Koffein im Plasma der Probanden bestimmt. Die Theobromin-Konzentration
sank nach der Intervention leicht ab, sodass dessen Wirkung auf die FMD mit hoher
Wabhrscheinlichkeit als irrelevant einzuschitzen ist. Zudem existieren bislang keine Studien, die

einen Einfluss von Theobromin auf die Endothelfunktion beschreiben.

Die Theophyllin-Konzentration im Plasma stieg nach Griinem Tee geringfiigig, jedoch statistisch
signifikant an. Theophyllin wirkt als unspezifischer Phosphodiesterase-Inhibitor und verhindert
damit den Abbau von cAMP zu biologisch unwirksamen AMP. Eine der Wirkungsweisen des
Theophyllins ist dadurch die Bronchodilatation bezichungsweise Bronchospasmolyse.'?! Uber
die Hemmung von Phosphodiesterase III und V kann Theophyllin zudem eine Weitstellung von

108,132,133

Gefidllen bewirken. Es greift in den Abbau von cGMP ein und vermittelt {iber die

Erhéhung dieses Second Messengers eine Vasodilatation.'>*

In vitro bewirkte die Zugabe von
Theophyllin an prikontrahierten Aortenringen mit intakter Endothelzellschicht eine Relaxation.
Weitere Abbauprodukte des Theophyllins fithrten im Mausmodell iiber eine verstirkte

134 .
Diese Versuche lassen

Expression der NO-Synthase zu einem intrazelluliren NO-Anstieg.
vermuten, dass Theophyllin tiber &hnliche Mechanismen wie Flavonoide (Steigerung der NO-
Produktion in Endothelzellen) endothelvermittelt eine verbesserte Reagibilitit des Gefédles
bewirkt. Hierbei wurden allerdings synthetisch hergestellte Derivate des Theophyllins getestet,

die nach dem Verzehr von Griinem Tee im Plasma vermutlich nicht vorhanden sind.
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Es wurden bislang keine in vivo Studien verdffentlicht, die die Kurzzeiteffekte von Theophyllin
auf die FMD untersuchen. In der vorliegenden Studie wurde ein sehr geringfiigiger Anstieg im
Plasma gefunden (+0,84 pg/ml), der in keinem statistisch signifikanten Zusammenhang mit dem
Anstieg der FMD nach Griinem Tee stand. Ein Effekt von Theophyllin auf die Endothelfunktion

erscheint beim getesteten Probandenkollektiv daher nicht relevant.

Die Koffein-Konzentration im Blut der Probanden stieg nach Griinem Tee deutlich und
signifikant an. Koffein wird bei oraler Aufnahme fast vollstidndig enteral resorbiert und erreicht
damit eine hohe Bioverfiigbarkeit. Die maximale Koffein-Plasmakonzentration wird nach 30 -

45 Minuten erreicht'>> 1%’

, wobei starke interindividuelle Unterschiede beschrieben wurden (15 -
60 Minuten)."”® Die Halbwertszeit betrdgt beim Menschen 2,5 -4.5 Stunden'” und die
Metabolisierung findet fast vollstandig hepatisch, iiber mehrere Methylierungs-Schritte statt. Bei
der Abbaugeschwindigkeit wurde eine Dosisabhingigkeit beschrieben, was zur Akkumulation

von Koffein in hohen Dosen fiihren kann.'*°

Koffein ist eine Substanz mit einem sehr groflen
Wirkspektrum im menschlichen Korper. Es wirkt unter anderem auf das zentrale Nervensystem,
den Gastrointestinal Trakt, den Respirationstrakt sowie das vaskuldre System. Koffein zeigt eine
direkte Wirkung auf die glatte GefaBmuskulatur der Tunica media und ist damit in der Lage eine
Vasodilatation hervorzurufen. Dies geschieht {iber eine Reihe komplexer Mechanismen und
Enzym-Phosphorylierungen.'*"! Einer davon liuft iiber das Absinken des Calcium-Spiegels in der
Muskelzelle: Koffein hemmt den IP3-Rezeptor am endoplasmatischen Retikulum und einige

142,143

spannungsabhingige Ca’ -Kanile in der Zellmembran. Dariiber hinaus verhindert Koffein,

als Phosphodiesterase-Hemmer, den Abbau von cAMP, was eine Relaxation der

144

Gefdlmuskelzellen begiinstigt. ™ In vitro wurde eine Hemmung der Myosin-Leichtketten-

Kinase (MLKK) und der Aktin-Myosin-Interaktion nachgewiesen, was ebenfalls eine

Vasodilatation bewirkt.'*

In vivo konnte mit der hier durchgefiihrten Studie allerdings gezeigt
werden, dass die GTN nach Griinem Tee von der Koffeinwirkung unbeeinflusst blieb. Es konnte
keine signifikante Differenz zwischen den GTN-Werten vom Zeitpunkt t0 zu t2 gefunden
werden, sodass eine direkte Koffein-Wirkung auf die glatten GefaBmuskelzellen und damit eine

Beeinflussung der endothelunabhédngigen Vasodilatation unwahrscheinlich ist.
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Am Endothel hemmt Koffein den cGMP-Abbau indem es iiber eine Aktivierung der eNOS zu
einem verbesserten NO-Angebot kommt. Dies konnte ebenfalls in Experimenten mit
vorkontrahierten Aortenringen beobachtet werden.'*® In einigen FMD-Studien konnte eine
Verbesserung der Endothelfunktion durch Koffein gezeigt werden. Der arterielle Blutfluss in
WiderstandsgefdBBen (Forearm blood flow; FBF) wurde eine Stunde nach der Einnahme von

147

300 mg Koffein signifikant verbessert. "' Dabei war die Reaktivitdt der Gefdlle auf Acetylcholin

nach Koffein hoher als bei Placebo. Diese Koffein-vermittelte Flusszunahme innerhalb der
Arterie konnte durch L-NMMA (NO-Synthase-Inhibitor) aufgehoben werden, was die NO-
Abhingigkeit dieses Effekts unterstreicht.'*” Shechter et al. zeigten an 40 KHK-Patienten und 40

gesunden Probanden einen signifikanten FMD-Anstieg eine Stunde nach der Verabreichung von

148

200 mg reinen Koffeins. ™ In der FMD-Studie von Tinahones et al. wurde ein koffeinhaltiger

Griintee-Extrakt (150 mg Koffein) verabreicht, der nach einer einwdchigen Einnahme zu einem

Anstieg der FMD-Werte fiihrte.' "

Andere Endothelfunktions-Studien, in denen Koffein-Dosierungen von 125-200 mg verwendet

72,109
D.

wurden, zeigten jedoch keine Effekte auf die FM Es wurden auch negative Auswirkungen

von Koffein beschriecben, wie zum Beispiel ein Anstieg des Blutdrucks'®’, der

Homocysteinwerte'*’ sowie eine Verringerung der GefiBelastizitit''

. Koffeinhaltiger Espresso
oder Kaffee (80-130 mg Koffein) verringerte die FMD signifikant, wohingegen das
entkoffeinierte Kontrollgetrdnk mit steigender Menge eine positive Wirkung auf die

Endothelfunktion aufwies.'>*">*

Beim Vergleich der verschiedenen Studien zur Koffein-Wirkung auf die Gefdfle scheint der
Zeitpunkt der FMD-Messung nach der Einnahme des Koffeins eine wichtige Rolle zu spielen.
Wann die FMD nach dem Konsum gemessen werden sollte, ist aufgrund verschiedener
Ergebnisse von Studien in denen entweder pures Koffein oder Kaffee untersucht wurden, nicht
eindeutig. Alexopoulos et al. konnten in den Messungen 30 Minuten nach Einnahme von 125 mg

109

Koffein keinen signifikanten Effekt auf die FMD feststellen. = Eine positive Korrelation

zwischen FMD-Anstieg und der Einnahme von reinem Koffein konnte jedoch 60 Minuten nach

dem Verzehr gezeigt werden.'*®

Andere FMD-Studien, die keinen oder einen negativen Effekt
von Kaffee auf die FMD zeigten, fithrten die Messungen im Zeitraum 30 - 60 Minuten nach der

Einnahme durch.”>!>*
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Obwohl in diesen Studien die FMD-Bestimmungen zum Zeitpunkt des zu erwartenden Koffein-
Plasmapeaks stattfanden, konnte keine signifikante Korrelation von Kaffeegenuss und einer

verdnderten Endothelfunktion gefunden werden.

Weltweit wird Koffein vor allem durch den Genuss von Bohnenkaffee aufgenommen. Da dieser
je nach Briihzeit und Art der Herstellung, unterschiedliche Anteile an Koffein, Chlorogenséure,

Flavonoiden und vieler weiterer Stoffe enthilt!>

, sind FMD-Studien zu Kaffee nur bedingt zur
Beurteilung der isolierten Wirkung des Koffeins geeignet. Die unterschiedlichen Koffein-
Dosierungen, die Verabreichung von reinem Koffein oder koffeinhaltigen Kaffeegetranken
sowie die uneinheitlichen Zeitpunkte der FMD-Bestimmung erkldren moglicherweise die bislang
heterogene Studienlage zur Koffein- oder Kaffee-Wirkung auf die Endothelfunktion, die auch in

der vorliegenden Studie nicht abschlieend und eindeutig geklart werden kann.

In der vorliegenden Studie erfolgten die FMD-Messungen und Blutabnahmen zwei Stunden nach
der Intervention. Die maximale Plasmakonzentration des Koffeins wurde demnach nicht erfasst.
Dennoch konnte zum Messzeitpunkt ein deutlicher Koffein-Anstieg im Plasma der Probanden
nachgewiesen werden (+ 9,47 pg/ml) und nach koffeinhaltigem Griinen Tee stieg die FMD
signifikant an. Die Einnahme von Griintee-Extrakt, mit einem kleinen Restanteil an Koffein
(0,7 % Koffein, ca. 3 mg), zeigte keinen Effekt auf die FMD. Es scheint daher naheliegend, dass
der beobachtete FMD-Anstieg mit der Erhéhung der Koffein-Plasmaspiegel in Verbindung
gebracht werden kann. So konnte fiir die absolute Koffein-Plasmakonzentration und der FMD-
Verdnderung zwei Stunden nach Griinem Tee eine signifikante Korrelation gezeigt werden. Eine
zumindest partielle Beteiligung des Koffeins am FMD-Anstieg kann daher nicht ausgeschlossen
werden. Der Konzentrationsanstieg des Koffeins im Blut und der FMD-Anstieg korrelierten
dagegen nicht signifikant. Anhand der hier erhobenen Daten lésst sich demnach nicht eindeutig

und abschlieend kldren, welchen Beitrag Koffein zum FMD-Anstieg durch Griinen Tee leistet.

Bei der Interpretation der gezeigten Ergebnisse zur Koffein-Wirkung auf Gefdf3e sollte auch der
Gewdohnungseffekt durch den regelmiBigen Verzehr koffeinhaltiger Lebensmittel einbezogen
werden. Eine Studie an einem Probandenkollektiv mit iiberdurchschnittlich hoher
Lebenserwartung zeigte, dass Probanden mit starkem Kaffeekonsum (>450 ml/d) hohere FMD-

Werte aufwiesen als eine Vergleichsgruppe mit geringem Verzehr (<200 ml/d).
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Die Autoren beobachteten eine lineare Beziehung zwischen Kaffeekonsum und Hoéhe der
FMD."”® Weitere Studien zeigten, dass bei regelmiBigem Kaffee-Konsum negative
hdmodynamische Auswirkungen des Koffeins (Anstieg von Blutdruck und Puls sowie der
Katecholamin-Ausschiittung) ausblieben und es zu einer Toleranzentwicklung gegeniiber der

157,158
Substanz kam. "

In der vorliegenden Studie wurde der ,,Koffein-Status® der Probanden nicht
detailliert erfasst. Das Erstgesprich dokumentierte zwar allgemein den Kaffee-Konsum der
Probanden, um Personen mit einem sehr hohem Verzehr auszuschliefen. Dennoch wurde der
tagliche Koffein-Konsum damit nicht numerisch quantifiziert. Es kann somit keine Aussage tiber
die Koffein-Gewohnung der einzelnen Studienteilnehmer getroffen werden. Die Probanden
waren angehalten am Tag vor der FMD-Messung auf Koffein zu verzichten. Allerdings konnte
es in allen Blutproben vor den Interventionen nachgewiesen werden. Dies kann darauf
zuriickzufiihren sein, dass Koffein bei hohem Konsum akkumuliert, beziehungsweise noch nicht
vollstdndig aus dem Korper eliminiert war. Daher féllt es im Rahmen dieser Studie schwer, eine

allgemeingiiltige Aussage zur Koffeinwirkung auf die Endothelfunktion beim Menschen zu

treffen.
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4.4  Ausblick

Um die Wirkung des im Griinen Tee enthaltenen Koffeins auf die Endothelfunktion zweifelsfrei
beurteilen zu kdnnen, sollte eine Interventionsstudie mit koffeinfreiem Griinen Tee durchgefiihrt
werden. Dabei erscheint es sinnvoll, die Endothelfunktion auch 30 -45 Minuten nach der
Einnahme zu messen, um zeitlich den Peak der Koffein-Plasmakonzentration zu erfassen. Der
Koffein-Status der Teilnehmer sollte vor und wihrend der Messungen exakt bestimmt werden.
AuBerdem sollte eine gezielte Anamnese zu Dauer, Haufigkeit und Zubereitungsart des Koffeins
erfolgen, um den Gewohnungseffekt abschitzen zu konnen. Dies wiirde es moglich machen, eine
Aussage dariiber zu treffen, ob der habituelle Koffein-Konsum einen Einfluss auf den FMD-

Anstieg nach Griinem Tee besitzt.

Ein potentieller Einfluss der Catechine auf die Endothelfunktion sollte durch weitere Studien
unter Einbeziehung der Catechin-Kinetik und Metabolisierung besser untersucht werden. In-
vitro-Studien mit reinen Catechinen sind schwierig zu bewerten, da die meisten Catechine
(ausgenommen EGCG) in vivo kaum in freier Form im Plasma vorliegen. Die Fokussierung auf
die Wirkung der entstechenden Catechin-Metabolite im Plasma erscheint daher
vielversprechender. Dariiber hinaus konnte man bei Endothelfunktionsmessungen sowohl die
Wirkung einzelner Catechine als auch Kombinationen aus zwei und mehr Catechinen testen.
Dieser Versuchsansatz konnte so erweitert werden, dass zusammen mit den Catechinen auch
Koffein verabreicht wird, um eine mogliche Interaktion oder synergistische Wirkung auf die

FMD zu untersuchen.

Griiner Tee enthélt eine Vielzahl sekundérer Pflanzenstoffe. Diese werden vom menschlichen
Korper in eine unbekannte Zahl anderer, chemisch verwandter Stoffe umgesetzt. Zur Klarung
der Wirkung des Griinen Tees auf die FMD wire daher die Untersuchung aller pflanzlicher
Sekundérstoffe und ihrer Metabolite wiinschenswert. Jedoch ist dies in der Praxis nicht zu
realisieren. Zur Einordnung der Kinetik und Wirksamkeit dieser Substanzen ist das Verstindnis
der Metabolisierung im Korper unerlédsslich. Daher sollten umfangreiche Untersuchungen zur
Catechin-Metabolisierung im  Menschen erfolgen, wofiir eine Verfeinerung und

Weiterentwicklung der Messmethoden fiir die Catechin-Bestimmungen im Blut notwendig ist.
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