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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Tee und kardiovaskulére Erkrankungen

Tee ist nach Wasser das meist konsumierte Getrank in der Welt. In Deutschland lag der
Pro-Kopf-Konsum 2006 bei 25 |, weltweit wurden 3,5 Mio. Tonnen Tee produziert [1].
Zahlreiche epidemiologische Studien berichten Uber eine inverse Beziehung zwischen
Teekonsum und kardiovaskularen Ereignissen [2]. Teetrinken ist zudem assoziiert mit
einer reduzierten kardiovaskularen Mortalitat [3, 4, 5] und mit einer geringeren Progres-

sion von Atherosklerose [6].

Es existieren unterschiedliche Teesorten auf der Welt, deren Konsum in verschiedenen
geographischen Gebieten variiert. Auffallend ist, dass die Gebiete, in denen viel Tee
getrunken wird, eine geringere Inzidenz fir kardiovaskulédre Erkrankungen aufweisen.
Viele Studien aus Ostasien demonstrieren einen schitzenden Effekt von Tee [7]. In
diesen Landern wird hauptséchlich griner Tee konsumiert. Eine umfangreiche prospek-
tive Kohorten-Studie Uber sieben Jahre aus Japan zeigte, dass das Trinken von griinem
Tee verbunden war mit einer niedrigeren kardiovaskuldren und Gesamtmortalitat [8].
Ahnliche epidemiologische Studien zur Untersuchung von schwarzem Tee lieferten al-
lerdings widersprichliche Ergebnisse. Auf der einen Seite zeigten Duffy et al. in ihrer
randomisierten Cross-Over-Studie, dass der Konsum von schwarzem Tee die endo-
theliale Dysfunktion bei Patienten mit dokumentierter koronarer Herzkrankheit (KHK)
vermindert bzw. riickgéangig machen kann. Die Forscher konnten beobachten, dass sich
die Relaxation der Arterie sowohl durch kurzfristigen als auch langfristigen Konsum von
schwarzem Tee im Vergleich zum Wasserkonsum verbesserte [9]. Eine andere For-
schungsgruppe stellte fest, dass schwarzer Tee das kardiovaskulare Risiko reduziert
und die vasodilatierende Funktion von Gefal3en verbessert [10]. In der Studie von
Jochmann et al. konnte das erste Mal in vivo und in vitro gezeigt werden, dass griner
und schwarzer Tee den gleichen Effekt auf die Verbesserung der Endothelfunktion ha-
ben [11]. Dazu wurde bei 21 gesunden postmenopausalen Frauen vor und zwei Stun-
den nach dem Konsum von Wasser, schwarzem oder grinem Tee die Dilatation an der
A. brachialis per Ultraschall gemessen. Aufierdem wurden beide Teesorten auf die
eNOS-Aktivierung und die Vasorelaxation in Rattenaortenringen untersucht. Dabei hat-

ten griner und schwarzer Tee vergleichbare Effekte hinsichtlich NO-Produktion und
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Vasodilatation. Andererseits werden in der Literatur dem schwarzen Tee auch keine bis
negative Effekte auf das kardiovaskuldre System zugeschrieben [12, 13]. Trotzdem
deuten experimentelle und interventionale Daten auf einen protektiven kardiovaskularen

Effekt auch von schwarzem Tee hin.

1.2 Die Inhaltsstoffe von griinem und schwarzem Tee

Gruner und schwarzer Tee entstehen aus derselben Pflanze, Camellia sinensis (L.) O.
Kuntze (= Thea sinensis), die bereits vor 2000 Jahren im alten China und Sudostasien
kultiviert wurde. [14, 15]. Der Teestrauch gedeiht in Gebieten von 45° nordlicher Breite
bis 30° sudlicher Breite und wird daher in verschiedenen Landern angebaut und fir die
Teeproduktion genutzt. Heutiger Hauptproduzent ist die indische Provinz Assam, ge-

folgt von China, Sri Lanka und einigen weiteren Landern [16].

Der Unterschied zwischen den beiden Sorten liegt in der Herstellung. Je nach Verarbei-
tung der frischen Blatter und Blattknospen erhadlt man grinen (unfermentierten),
schwarzen (fermentierten) oder Olong- (halbfermentierten) Tee [17]. Der grine Tee ist
ein unfermentiertes Erzeugnis. Ihm fehlt das typische Teearoma und er dient vorwie-
gend dem Eigenverbrauch Japans, Brasiliens, Chinas und einiger Kaukasuslander. Er
gewinnt jedoch auch in den westlichen Industrielandern zunehmend an Beliebtheit [16].
Seine Blatter werden zunachst erhitzt, um oxidierende Enzyme, die Polyphenoloxid-
asen, zu inaktivieren. Das Erhitzen erfolgt bei chinesischen Griintees durch Anwendung
trockener Hitze, wie z. B. durch Anrdsten in heif3en Pfannen, und bei japanischen Grin-
tees durch eine Wasserdampfbehandlung [18]. Danach werden die Blatter gerollt, um
anschlieRend in der Sonne zu trocknen. Nach dieser Prozedur behalten die Blatter ihre
grine Farbe und geben dem Tee seinen Namen. Schwarzer Tee dagegen entsteht
durch eine andere Verarbeitung. Die Blatter werden zuné&chst gewelkt. Durch die Luft-
trocknung senkt sich der Wassergehalt dabei auf ca. 60%. Danach erfolgt das Rollen
der Blatter, was die Zellwande zerstort [16]. Nun kommt es zu einem oxidativ-
enzymatischen Prozess, der sogenannten Fermentation. Dieser Prozess wird durch
blatteigene Enzyme hervorgerufen, die die Inhaltsstoffe verandern, und kann 45 — 90
min dauern. Temperaturen zwischen 20°C und 30°C, viel Feuchtigkeit und die Ausset-

zung an Luft sind optimale Bedingungen fur den Prozess [15]. Wahrend der Fermenta-
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tion erhalt der schwarze Tee sein charakteristisches Aroma und eine kupferne Farbe,
die durch anschliel3endes Trocknen in Schwarz Gibergeht. Wichtige Aromastoffe werden
durch die Oxidation von ungesattigten Fettsauren und Carotinoiden gebildet. Olong-Tee
ist ein Zwischenprodukt von griinem und schwarzem Tee. Hier wird vor Ende der Fer-

mentation der Prozess durch Dampfbehandlung abgebrochen [16].

Die bekannteste Zubereitung von Tee ist der Aufguss eines Teebeutels mit heil3em
Wasser in einem Verhéltnis von 1 g Teeblatter auf 100 ml Wasser. Im Teegetrank be-
finden sich dann ungefahr 0,35% feste Bestandteile und die Tasse Tee enthalt somit
ungefahr 2500 — 3500 ppm Feststoffe [14]. Einen Grol3teil der Teeinhaltsstoffe nehmen
bei beiden Teesorten die Polyphenole ein. Die Gesamtgehalte an Polyphenolen sind in
grinen und schwarzen Tees in einer vergleichbaren Grél3enordnung [16, 19]. Es han-
delt sich dabei um eine Gruppe chemischer Substanzen, die im Pflanzenreich weit ver-
breitet und aul3erdem in der Nahrung zu finden sind [20]. Polyphenole werden be-
schrieben als organisch aromatische Verbindungen mit meist mehr als zwei Phenol-
oder Phenolethergruppen [21]. Sie zeigen in vitro zahlreiche gesundheitsfordernde Ei-
genschaften, wie antioxidative, antikanzerogene, antimikrobielle, blutzucker-
regulierende, entziindungs- und gerinnungshemmende und immunstimulierende Effekte
[16]. Unter der grofRen Anzahl der verschiedenen Polyphenolgruppen wird den Catechi-
nen einen grol3en Teil der protektiven Gesundheitseffekte zugeschrieben, dazu gehdren
u. a. antioxidative Eigenschaften [15]. Catechine gehéren zu den Flavonoiden mit den
sechs Untergruppen Flavone, Flavanone, Isoflavone, Flavonole, Flavanole und Antho-
cyanine. Die Catechine werden der Untergruppe Flavanole zugeordnet und haben im
grinen Tee von allen Inhaltsstoffen den grof3ten Anteil [15, 22]. Der Anteil der Catechi-
ne an den Gesamtpolyphenolen liegt beim griinen Tee deutlich tber 50%, wahrend er
dagegen beim schwarzen Tee meist zwischen 20% und 40% betragt [18]. Bei den Ca-
techinen handelt es sich um eine vom Flavonring abgeleitete Stoffklasse mit mehreren
phenolischen Hydroxylgruppen [16]. Sie sind farblos, astringierend, wasserléslich und
im Pflanzenreich weit verbreitet. Es existieren zwei Konfigurationen, wobei die Epiform
im Tee Uberwiegt [15]. Epicatechine unterscheiden sich von den Catechinen dadurch,
dass ihre Hydroxylgruppen am C3z und der Benzenkern an C; in cis-Stellung stehen, bei
den Catechinen in trans-Stellung [16]. In der Abbildung 1 sind die Strukturformeln der

Epicatechine dargestellt. Es wurde bereits von einigen Arbeitsgruppen demonstriert,
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dass die Catechine Epicatechin (EC), Epigallocatechin (EGC), Epicatechin-3-gallate
(ECG) und das potenteste von ihnen, Epigallocatechin-3-gallate (EGCG), gunstige kar-
diovaskulare Effekte austben [23, 24]. Wahrend der Fermentation werden diese Cate-
chine zu polymerischen Komplexen umgewandelt, die Theaflavine und Thearubigine
genannt werden [17, 25]. Diese beiden Teebestandteile tragen einen grof3en Teil zur
Farbe und zum Geschmack des schwarzen Tees bei [15]. Die Theaflavine bestehen
aus Theaflavin (TF1), Theaflavin-3-monogallate (TF2A), Theaflavin-3'-monogallate
(TF2B) und Theaflavin-3-3 -digallate (TF3); sie sind in Abbildung 1 dargestellt. Die
Thearubigine sind eine heterogene Gruppe von Substanzen mit verschiedenen Moleku-
largewichten [17]. Je intensiver der Fermentationsprozess, desto geringer der Cate-
chingehalt im schwarzen Tee. Bisher sind zahlreiche Studien zu Catechinen veréffent-
licht. Forschungsergebnisse Uber kardiovaskuléare Effekte von Theaflavinen und Thea-

rubiginen fehlen dagegen weitgehend.

Catechine Theaflavine
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Abb. 1: Strukturformeln der Catechine und Theaflavine aus griinem und schwarzem Tee [nach 26]
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Im Tee existieren viele verschiedene Verbindungen. Eine Ubersicht dartiber gibt die
Tabelle 1 wieder. Die Polyphenole nehmen dabei eine wichtige Funktion fur die ge-
sundheitsfordernden Effekte des Tees ein und unterscheiden sich im einzelnen in ihrer

Konzentration wesentlich im griinen und schwarzen Tee.

Frische Blatter Griner-Tee- Schwarzer-Tee-
Aufguss Aufguss

Coffein 4 3-6 3-6
Catechine 30 30-42 3-10
Theaflavine 0 0 2-6
Flavonole 2 2 1
andere Polyphenole 6 23
Theanin/Aminoséauren 4 je3 je3
Peptide/Proteine 15 6 6
Zucker/andere Kohlenhydrate |7 714 714
Kalium 5 5 5
andere Mineralstoffe 5-8 5-8

Tab. 1: Zusammensetzung von Tee; Angaben in % der Trockenmasse [21]

Gruner und schwarzer Tee enthalten eine vergleichbare Konzentration an Coffein, ein
Methylxanthin, wenn die Zubereitung mit der gleichen Menge an Blattern durchgefuhrt
wird. Jedoch ist die Coffeinkonzentration im Tee abhangig von Ziehzeit, Temperatur,
Blattgrof3e und Teemenge [14, 27]. Generell ist der Coffeingehalt bei Teebeuteln hdher
als beim Aufguss von Teeblattern [27]. Weitere Methylxanthine, die im Tee bisher in

kleinen Mengen bestimmt werden konnten, sind Theophyllin und Theobromin [14].

Bei den Mineralstoffen sind Kalium, Calcium und Magnesium vorherrschend. Auch hier
gibt es in der Konzentration keinen Unterschied zwischen grinem und schwarzem Tee.
Tee ist zudem besonders reichhaltig an Fluor [14, 15]. Dartber hinaus unterscheiden
sich griner und schwarzer Tee in ihrem Gehalt an Vitamin C. Dieses Vitamin wurde im
grinen Tee in hoheren Konzentrationen gemessen [27]. Ansonsten ist Tee kein vita-

minreiches Getrank [18].
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Theanin ist eine von 19 Aminoséauren, die im Tee bestimmt werden konnte. Diese Ami-
nosaure ist ein N-methyliertes Derivat von Glutamin und hauptsachlich im Tee zu fin-
den. Der Abbau der Aminosauren ist bei der Bildung des Aromas von Tee involviert [14,

15]. Wichtige Vorstufen des Aromas von Tee sind aul3erdem die Carotinoide [15].

Eines der wichtigsten Enzyme im Tee ist die Polyphenoloxidase, ein Metalloprotein, die
wéahrend der Fermentation v. a. die Catechine oxidiert und so zu neuen Polyphenolen
(Theaflavine, Thearubigine) umwandelt [14]. Das Enzym bendétigt Kupfer als Cofaktor
[15]. Es besteht die Vermutung, dass die Polyphenoloxidase Peroxide bildet, die wie-
derum ein weiteres Enzym aktivieren, die Peroxidase. Diese katalysiert den Abbau von
Wasserstoffperoxid zu dem korrespondierenden Alkohol [14]. Weitere Enzyme, die im
Tee von Interesse sind, sind Glukosidasen, Lipooxidasen und Enzyme, die fir die Syn-

these der Methylxanthine verantwortlich sind [15].

Tee besteht aul3erdem aus fliichtigen Bestandteilen, wie z. B. Alkoholen, Estern und
Sauren. Mehr als 60 dieser flichtigen Bestandteile wurden in frischen Teeblattern ge-
funden. Wahrend der Teeherstellung steigt diese ,Fraktion® stark an und es entsteht

eine Vielfalt an neuen Verbindungen [15].

Flavonolglykoside, z. B. Rutin, sind eine weitere Gruppe, die im Tee eine Rolle spielen.
Sie bestehen aus einem Flavonoid, das an ein Kohlenhydrat gebunden ist. lhnen wer-
den nach einer Reihe von Untersuchungen schitzende Effekte gegenuber Herzinfarkt
und Schlaganfall nachgesagt [18]. Des Weiteren finden sich im Tee neben der Gallus-

saure und seinem Ester Theogallin auch Phenolsauren [14].

Die Chemie von Tee ist sehr komplex. Bisher konnten noch nicht alle Inhaltsstoffe aus
grinem und schwarzem Tee identifiziert werden. Eine grof3e Rolle bei der Bestimmung
von Konzentrationen einzelner Inhaltsstoffe spielen u. a. Teesorte, Aufguss- und Zieh-

zeit.
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1.3 Atherosklerose

Zu den grof3ten gesundheitlichen Problemen in den Industrienationen gehoren kardio-
vaskulare Erkrankungen, d. h. Erkrankungen des Herzens und des Kreislaufs. Dazu
zéahlt u. a. Atherosklerose, die wichtigste und haufigste krankhafte Veranderung der Ar-
terien mit Verhartung, Verdickung, Elastizitdtsverlust und Lumeneinengung. Auf dem
Boden einer Atherosklerose bildet sich fast immer eine KHK. Diese Krankheit ist in den

Industrielandern die haufigste Todesursache [28].

Bei der KHK sind die Koronararterien durch v. a. fetthaltige Ablagerungen teilweise ver-
engt oder blockiert. Die endotheliale Dysfunktion stellt dabei den ersten Schritt auf dem
Weg zum arteriosklerotischen Plaque dar. Ursache der endothelialen Dysfunktion ist
haufig eine verminderte Synthese von Stickstoffmonoxid (NO) bzw. eine reduzierte Bio-
aktivitat von NO [29]. In der Pathophysiologie der Atherosklerose begtinstigt die endo-
theliale Dysfunktion unter Mitwirkung von Adhéasions-Glykoproteinen die Anhaftung von
Monozyten bzw. Makrophagen und T-Lymphozyten, die in die Intima einwandern [30].
Durch Akkumulation von Lipiden werden die Makrophagen zu Schaumzellen umgewan-
delt und bilden zusammen mit den T-Zellen und glatten Muskelzellen in der Intima die
atherosklerotischen Frihlasionen (fatty streaks) [31]. In der Folge wandern weitere Zel-
len ein und es kommt zur Proliferation und zu Veranderungen an den glatten Muskelzel-
len. Sie verlieren ihre kontraktilen Eigenschaften und beginnen, Kollagen und andere
Matrixglykoproteine zu synthetisieren. Durch diesen Gewebeumbau bildet sich in der
Folge an der Oberflache der Lasion eine fibrose Kappe [32]. Die geschadigte Oberfla-
che der Gefalsinnenwand fihrt zu einer Anlagerung von Thrombozyten und deren Akti-
vierung mit Freisetzung von Thromboxan, Kollagen und Thrombin. Unter Mitwirkung
einer Vielzahl weiterer freigesetzter Wachstumsfaktoren entsteht eine komplexe Spatla-
sion (fibroser Plaque), die das Lumen stenosiert [31]. Diese Plaques kénnen morpholo-
gisch in stabile und instabile Plaques eingeteilt werden. Stabile Plaques bestehen aus
einem kleinen Lipidkern und werden von einer dicken fioromuskularen Kappe mit vielen
glatten Muskelzellen und extrazellularer Matrix bedeckt. Instabile Plaques dagegen be-
stehen aus einem riesigen Lipidkern und einer schmalen Kappe mit vielen Entzin-

dungszellen. Durch das Einreil3en der Intima, dem daraus resultierendem Aufbrechen
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dieser Plaques und Einblutung mit Thrombosierung kann ein partieller oder kompletter

Koronarverschluss entstehen [28].

Bei der Atherosklerose spielt u. a. die Erndhrung eine wichtige Rolle. Ein erhdhtes Athe-
roskleroserisiko ist bedingt durch erhéhte low density lipoprotein (LDL)-
Cholesterinwerte. Die LDL-Partikel lagern sich in die GefaBwénde ein, werden durch
Oxidationsvorgénge verandert und von Makrophagen aufgenommen. Die Folge ist eine
Einengung der Gefal3e. Antioxidantien, die im Tee vorhanden sind, kdnnen die Oxidati-
on der LDL-Partikel verhindern und schitzen somit vor kardiovaskularen Erkrankungen.
Die inverse Beziehung zwischen dem Teekonsum und der Entstehung von Karotis-

plagues konnte in einer Studie an alteren Frauen nachgewiesen werden [33].

1.4  Stickstoffmonoxid (NO)

NO ist ein kurzlebiges, lipophiles, gasformiges Radikal mit der Wirkung eines lokal wirk-
samen Mediators. Dies bedeutet, NO ist eine Signalsubstanz, die nicht aus speziellen
hormonbildenden Zellen stammt, sondern von vielen Zelltypen gebildet wird [34]. Es ist
zudem das bisher einzige bekannte korpereigene Radikal, das die Rolle eines Boten-

stoffs besitzt [35].

NO ist eine sehr labile Verbindung. Die Halbwertszeit betragt nur wenige Sekunden und
hat dadurch seine Entdeckung 1980 durch Furchgott und Zawadzki erschwert. Ohne
Wissen Uber die chemische Natur von NO wurde die Substanz als endothelium derived
relaxing factor (EDRF) beschrieben [36]. Es wurde gezeigt, dass Acetylcholin am intak-
ten Gefald zu einer Vasodilatation fuhrte, nach Entfernung des Endothels dagegen zu
einer Vasokonstriktion [37]. Erst Jahre spéater wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen

unabhangig voneinander erforscht, dass EDRF eigentlich NO ist [38, 39].
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1.4.1 Wirkung von NO im Organismus

Im Organismus erfillt NO verschiedene physiologische Funktionen. Es existieren drei
Funktionsbereiche von NO, mit denen sich die Forschung beschéftigt: das Nervensys-
tem, das Immunsystem und das kardiovaskulédre System [40]. In dieser Arbeit interes-
siert besonders die Rolle von NO im kardiovaskularen System. NO wirkt vasoprotektiv
und erflllt mit dieser Eigenschaft viele Aufgaben, die der Entstehung kardiovaskularer
Krankheiten entgegenwirken.

Die bekannteste Wirkung von NO ist die Vasodilatation. Die Forschungsgruppe von
Stamler et al. konnte nachweisen, dass eine pharmakologische Hemmung der endoge-
nen NO-Synthese beim Menschen zu einer Steigerung des Blutdrucks fuhrte [41]. Bei
einem Versuch mit Mausen fihrte eine Blockierung des Gens fur die endotheliale NO-

Synthase (eNOS) in den Tieren zu einer leichten Hypertonie [42].

NO wirkt weiterhin antiaggregatorisch. Die Anlagerung der Blutplattchen an die Gefal3-
wand bei Lasionen spielt eine wichtige Rolle, jedoch kann diese Funktion durch vasku-
lare Erkrankungen gestort sein, so dass es zu einem erhdhten Risiko von Herzinfarkten
und Thrombosen kommt. NO und NO-Donatoren dagegen fuhren tber verschiedene
Wege zu einer Hemmung der Plattchenaggregation. Gemeinsames Ziel ist die Senkung
der freien intrazellularen Calciumkonzentration, was letztendlich die Anlagerung der
Blutplattchen an die GefalRwand hemmt [35]. Auch die Blutplattchen geben nach ihrer
Stimulierung NO ab. Diese ortsgebundene Abgabe von NO spielt eine Rolle fur die

Hemmung einer Thrombusentstehung [32].

Kennzeichen fir geschadigtes Endothel ist die Expression von verschiedenen Adhéasi-
onsmolekilen an der Oberflache der Gefal3zellen. Diese fuhrt zu einer Anlagerung von
Leukozyten [43], die Teil der Pathogenese fur die Entstehung von kardiovaskularen
Erkrankungen, wie z. B. die Atherosklerose, ist. Fir die verstarkte Expression von Ad-
hasionsmolekilen ist sehr wahrscheinlich erhdhter vaskularer oxidativer Stress ein Sti-
mulus [35]. Auch hier wirkt NO positiv, indem es in die Regulierung der Expression der
Gene fur die Adhasionsmolekile P-Selectin, E-Selectin, vascular adhesion molecule-1
(VECAM-1) und intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) eingreift. Auf3erdem beugt
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es zusétzlich der Expression des monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) vor [32,
35, 43, 44, 45].

Eine weitere Schlisselfunktion in der Pathogenese von Atherosklerose spielt die Proli-
feration glatter Muskelzellen [35]. Auch hier wirkt NO vasoprotektiv, indem es diese
Proliferation tGber einen cGMP-abhangigen Mechanismus hemmt [32]. Dieser Mecha-
nismus der antiproliferativen Wirkung von NO ist jedoch noch nicht vollstdndig aufge-
klart. Es wird vermutet, dass eine Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) durch NO die
Proliferation der glatten Muskelzellen durch Hemmung der Proteinkinase Raf-1 redu-
ziert [35].

1.4.2 NO-Synthasen (NOS)

NO wird mit Hilfe von NOS gebildet, die im gesamten Kérper zu finden sind. Sie sind in
der Lage aus L-Arginin, unter Freisetzung von Citrullin, das farblose Gas NO zu bilden.
Alle NOS bendétigen Nikotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH) und molekularen
Sauerstoff (O,) als Co-Substrate [46]. Sie stellen ein Homodimer dar. Jedes Monomer
(130 — 160 kDa) besitzt an seinem N-terminalen Ende eine Oxygenase-Domane mit
einer Bindungsstelle fur Ham, Tetrahydrobiopterin (BH4) und L-Arginin. Sie ist durch
eine Ca**/Calmodulin-Bindungsdomane mit dem C-terminalen Ende, einer Reduktase-
Doméne, verbunden. Diese beinhaltet Bindungsstellen fur Flavinadenindinukleotid
(FAD), Flavinmononukleotid (FMN) und NADPH. Zusammen bilden alle Komponenten

einen katalytisch aktiven Komplex [47, 48].

Es existieren drei verschiedene Isoformen der NOS, die genetisch festgelegt sind [47]:
die neuronale NO-Synthase (NnNOS,NOS-1), welche in Nervenzellen und Skelettmus-
kelzellen exprimiert wird, die endotheliale NO-Synthase (eNOS,NOS-3), welche in En-
dothelzellen, Epithelzellen, Kardiomyozyten und glatten Muskelzellen nachgewiesen
werden konnte und in dieser Arbeit einen Schwerpunkt einnimmt und die induzierbare
NO-Synthase (INOS,NOS-2). Diese wird bei entziindlichen Reaktionen beispielsweise
mit Hilfe von Zytokinen in verschiedenen Zelltypen exprimiert, z. B. in Makrophagen,

Hepatozyten oder Astrozyten [49]. Die Aktivitdt der iINOS ist Calcium-unabhangig.
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eNOS und nNOS sind konstitutive Formen. Sie werden durch den intrazellularen Calci-
umspiegel reguliert [47]. Intrazellulares Calcium steuert die Bindung des
Ca?*/Calmodulin-Komplexes an das Enzym und bewirkt so eine Konformationsénde-

rung des Enzyms. Daraufhin wird die NOS in seine aktive Form Uberfuhrt [46, 50].

Bestandteil dieser Arbeit ist die eNOS. Sie ist in den Caveolen der Zellmembran lokali-
siert und im inaktiven Zustand membrangebunden. Das Caveolin ist das Hauptprotein in
den Caveolen. Die Verbindung von Caveolin-1 und eNOS hemmt die Aktivitat des En-
zyms. Diese Interaktion wird wiederum durch Ca®*/Calmodulin reguliert, d. h., sie kann

dadurch aufgehoben werden [47].

Es existieren verschiedene Regulationsmechanismen, die zu einer Aktivierung der
eNOS fuhren. Das Enzym kann auf der einen Seite langfristig durch Transkription, auf
der andern Seite kurzfristig durch einen Anstieg des intrazellularen Calciumspiegels und
durch Phosphorylierung aktiviert werden. Ein wichtiger Freisetzungsmechanismus von
NO durch die eNOS wird tber die mechanische Stimulation des Endothels durch vor-
beiflielendes Blut vermittelt (Scherkrafte; shear stress). Eine Phosphorylierung der
eNOS aufgrund dieser Scherkrafte wird durch die Proteinkinase Akt induziert und ist
Calcium-unabhangig [47]. Auch der vascular endothelial growth factor (VEGF), Ostro-
gene, Sphingosin-1-Phosphat, Acetylcholin und Bradykinin stimulieren die eNOS. Dies
geschieht Uber den Anstieg von intrazellularem Calcium und der Aktivierung des
Ca?*/Calmodulin-Komplexes [51]. Weiterhin spielen Proteine wie das Hitzeschock-
protein 90 (Hsp90) fur die eNOS-Aktivierung eine Rolle. VEGF, Histamin oder Scher-
krafte stimulieren dabei die Interaktion zwischen Hsp90 und eNOS und erhdéhen so die
eNOS-Aktivitat [47].

An der bovinen eNOS sind bislang verschiedene Phosphorylierungsstellen bekannt,
durch die das Enzym aktiviert werden kann. Diese Stellen haben folgende Bezeichnun-
gen: Serin'® (Ser''®), Ser®’, Ser®®, Ser'’”® und Threonin*’ [52]. Die Ser''™ ist die
bisher am besten untersuchte Phosphorylierungsstelle. Es ist bereits bekannt, dass das
Catechin EGCG aus grinem und schwarzem Tee die eNOS in Endothelzellen aktiviert.
Dies geschieht offensichtlich kurzfristig tiber einen Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K),
PKA und Akt-abhangigen Signalweg, der zu einer Phosphorylierung der eNOS an
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Ser* " fiihrt [24]. Auch schwarzer Tee erhoht die eNOS-Aktivitat. Die Arbeitsgruppe von
Anter et al. konnte eine Phosphorylierung an Ser**’’ durch Polyphenole aus schwarzem
Tee nachweisen [53]. Auf welchem Signalweg das Enzym genau aktiviert und welche

Regulationsmechanismen dabei eine Rolle spielen, ist weitgehend noch ungeklart.

1.4.3 Mechanismus der Muskelrelaxation in den BlutgeféafRen durch NO

Blutgeféal3e sind aus konzentrischen Schichten (Tunica intima, Tunica media und Tunica
adventitia) aufgebaut, die aufgrund der verschiedenen Arterientypen variieren kénnen
[54].

Die Kontraktion der glatten Muskelzellen wird durch Ca?* ausgeldst. Man unterscheidet
zwei verschiedene Kopplungsfunktionen des Ca®*. Das ist zum einen die elektrome-
chanische (die Aktivierung spannungsgesteuerter L-Typ-Ca**-Kanale) und zum ande-
rem die pharmakomechanische (Wirkung Uber Inositoltrisphosphat (IP3)) Kopplungs-
funktion des Ca?*. Ca®" bildet mit Calmodulin einen Ca**/Calmodulin-Komplex. Dieser
aktiviert Proteinkinasen, die weitere Proteine am Aktinfilament phosphorylieren. Das
fuhrt zu einer Deblockade von Aktin, und Myosin kann sich anlagern. Der Kontraktions-

vorgang beginnt [36].

Der genaue Mechanismus der NO-vermittelten Vasodilatation ist bisher nicht vollstandig
aufgeklart [35]. Unter physiologischen Bedingungen ist der wesentliche Stimulus fur die
endothelvermittelte Vasodilatation die Scherkraft. Das Endothel wirkt als Mecha-
notransduktor, der die durch den Blutstrom auf das Endothel einwirkenden Scherkrafte
in chemische Stimuli, wie die Bildung von NO, umwandelt. Des Weiteren existieren re-
zeptorvermittelte Stimuli, wie beispielsweise Katecholamine. Sie binden an den Rezep-
tor der Endothelzelle und aktivieren eine Signalkaskade. Diese Bindung fihrt zu einer
Ca?*-Freisetzung aus intrazellularen Speichern [36, 55]. Durch das Ca®* wird die eNOS
aktiviert, die in der Folge aus Arginin NO freisetzt. NO diffundiert in die darunter liegen-
de GefalBmuskelzelle und aktiviert eine l6sliche Guanylatcyclase, welche wiederum eine
Proteinkinase vom G-Typ | (PKG I) aktiviert [34]. Diese PKG | kann verschiedene

Membranproteine des sarkoplasmatischen Retikulums phosphorylieren. Die Phosphory-
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lierung hebt die hemmende Funktion der ATPase des sarkoplasmatischen Retikulums
(SERCA) auf. Dies filhrt zu einer schnelleren Aufnahme von intrazellularen Ca?* in die
Speicher des sarkoplasmatischen Retikulums und reduziert die Aufnahme von extrazel-
lularen Ca** ins Retikulum. So sinkt die freie Ca®" in der Zelle, eine Vasodilatation ist
die Folge [35].

Es sind bislang drei Mechanismen der Vasodilatation durch NO bekannt. Welcher Me-
chanismus welchen Anteil an der Vasodilatation hat, ist noch nicht erforscht [35]. Es ist
jedoch bekannt, dass dies das therapeutische Prinzip aller NO-freisetzenden Vasodila-
tatoren, wie Nitroprussid oder dem zur Behandlung der akuten KHK eingesetzten Nitro-

glycerin, ist [36].

Um herauszufinden, ob die Vasodilatation tats&chlich auf NO zurickzufuhren ist, kon-
nen spezielle NOS-Inhibitoren eingesetzt werden. Es existieren verschiedene NOS-
Inhibitoren, die sich in ihrer Struktur, ihrer Selektivitat und ihrem Angriffspunkt an den
NOS unterscheiden. Die am haufigsten eingesetzten Inhibitoren sind die
L-Argininanaloga N®-Monomethyl-L-Arginin (L-NMMA), NCS-Nitro-L-Arginin (L-NNA),
N®-Nitro-L-Argininmethylester (L-NAME) und Aminoguanidin. Sie verdrangen L-Arginin
kompetetiv von seiner Bindungsstelle an der NOS und hemmen auf diesem Weg die L-
Citrullinbildung [47, 56]. In dieser Arbeit wurde mit L-NAME gearbeitet.
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2 ZIEL DER ARBEIT

Weltweit wird hauptsachlich schwarzer Tee konsumiert; die Produktion dieser Teesorte
liegt ungefahr bei 75% [15]. Daher stellt sich die wichtige Frage, ob schwarzer Tee hin-
sichtlich seiner kardiovaskularen Effekte genauso protektiv wie grtiner Tee ist. Studien
zum grinen Tee ergaben Uberwiegend ein positives Ergebnis. Diese kardiovaskularen

Effekte werden hauptsachlich durch die Catechine herbeigefihrt.

Studien zum schwarzen Tee ergaben keine einheitlichen Ergebnisse hinsichtlich seiner
Wirkung auf das kardiovaskulare System. Ihm werden sowohl protektive als auch keine
oder sogar negative Effekte auf das kardiovaskuldre System zugeschrieben. Die Be-
standteile des schwarzen Tees und v. a. dessen Wirkungen auf das kardiovaskulare
System sind bisher kaum untersucht. Es liegt die Vermutung nahe, dass stark fer-
mentierter schwarzer Tee die gleichen positiven Effekte auf die Gesundheit haben
konnte wie griner Tee, da beide Teesorten aus derselben Pflanze hergestellt werden
und sie vergleichbare Mengen an Polyphenolen besitzen [16, 19]. Um einen direkten
Vergleich herzustellen, wurden in dieser Arbeit sowohl griiner als auch schwarzer Tee

und deren Wirkung auf das kardiovaskulare System untersucht.

Es gibt Hinweise, dass beim griinen Tee die protektiven Effekte hauptséchlich auf die in
diesem Tee in grol3en Mengen vorhandenen Catechine zuriickzufiihren sind. Beim Fer-
mentationsprozess entstehen aus den Catechinen hohermolekulare Verbindungen. Da-
her ist zu prifen, ob diese Substanzen im schwarzen Tee zu vergleichbaren Wirkungen

wie die Catechine im griinen Tee fuhren.

Um diesen Ansatz genau untersuchen zu konnen, wird in dieser Arbeit stark fer-
mentierter schwarzer Assam-Tee mit dem analogen grinen Assam-Tee hinsichtlich
NO-Produktion und NO-vermittelnder Vasodilatation verglichen. Bei der Fermentation
wird der Grof3teil der Catechine oxidiert; sie sind dann im schwarzen Tee nur noch in
geringen Mengen vorhanden. Dafir entstehen neue Substanzen, u. a. Theaflavine und
Thearubigine, deren Wirkungen noch nicht detailliert untersucht worden sind. Teesor-
ten, die nur eine teilweise Fermentation aufweisen, sind daher fur diese Untersuchun-

gen nicht geeignet.
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Eine verminderte Produktion und Bioverfligbarkeit von NO sowie eine beeintrachtigte
Endothelfunktion ist ein Kennzeichen vieler kardiovaskularer Erkrankungen [30], u. a.
der Atherosklerose, der KHK oder des Schlaganfalls. Es gibt bis jetzt nur wenige Unter-
suchungen dartber, welche Bestandteile des Tees fiur die protektiven Wirkungen auf
das kardiovaskulare System verantwortlich sind. Um Teebestandteile zu identifizieren,
die in die schitzende Funktion des griinen und schwarzen Tees involviert sind, wurden
die physiologischen Eigenschaften der einzelnen Teesubstanzen hinsichtlich NO-
Produktion und endothelabhangiger Vasodilatation untersucht. Dazu mussten zunachst
die Inhaltsstoffe aus grinem und schwarzem Assam-Tee quantifiziert werden, um die
Konzentrationen der individuellen Substanzen in beiden Teesorten zu ermitteln. An-
schlieRend folgten die experimentellen Arbeiten mit den beiden Tees und den einzelnen
Inhaltsstoffen. Dazu wurden bovine Aortenendothelzellen (BAEC) mit verschiedenen
Konzentrationen der Einzelsubstanzen stimuliert und anschlieBend die eNOS-Aktivitat
gemessen. Dariber hinaus wurde der Grad einer Phosphorylierung der eNOS an
Ser''” untersucht. Dabei konnte festgestellt werden, wie stark die jeweilige Substanz
bei den verwendeten Konzentrationen die eNOS phosphoryliert und damit aktiviert. Um
beurteilen zu kdnnen, wie die beiden Tees sowie individuelle Teesubstanzen direkt auf
das Endothel wirken, wurden sie kumulativ zu mit Phenylephrin vorkontrahierten Rat-
tenaortenringe gegeben. AnschlieRend wurde die NO-abhangige Vasodilatation gemes-

sen.

Aus diesen Ergebnissen konnte geschlussfolgert werden, welche Auswirkungen grtiner
und schwarzer Assam-Tee auf NO-Produktion und endothelabhangiger Vasodilatation
im direkten Vergleich besitzen sowie welche Inhaltsstoffe bei den jeweiligen Tees flr

die Effekte verantwortlich sind.
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3 MATERIALIEN UND METHODEN

3.1 Ubersicht der verwendeten Materialien und Chemikalien

Arbeitsgerate:

Blotkammer
Brutschrank
Elektrophoresekammer
ELISA-Reader

Feinpositionierelement
(Vernier Control Typ 850 N)

Hybridisierungsofen
Kontraktionskraftaufnehmer (FMI TIM 1020)
Mikroskop

Mikrozentrifuge

Sterilbank (LaminAir® HBB 2448)
Szintillationscounter

Wasserbad

Materialien:

Glasbehaélter fur Organbéader (doppelwandig)

Kryobehalter
Kryordhrchen (steril)
PVDF-Membran

Saulen
Whatman-Filterpapier
Zellen (BAEC)
Zellkulturflaschen (T75)
Zellkulturschalen (6 cm)
96-well-Platte

Substanzen:

a) Tee

Griner Tee (Assam)*
Schwarzer Tee (Assam)*
*in H,0 geldst

owl

Haereus Instruments
Carl Roth GmbH & Co
Anthos ht Il

Hugo Sachs Elektronik

Biometra

Fohr Medical Instruments GmbH
Leica

Eppendorf

Integra Bioscience

Wallac 1409

Julabo

Medizinisch-Glastechnische Werkstatte P.
Heinrich

Nalgene
Nunc
Millipore
BioRad
Merck
Clonetics
Nunc
Falcon
Nunc

King's Teegarden, Berlin
King's Teegarden, Berlin
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b) Teebestandteile

Catechine (EGCG, EGC, ECG, EC)*
Caffein*

Propyl Gallat*

Theaflavine (TF1, TF2A, TF2B, TF3)*

Thearubigine*

Theogallin*

Theobromin*
* in H2O gelost

c) organische und anorganische Substanzen

Dowex®
L-Arginin*
L-NAME*
Phenylephrin*
*in H20 gelost

Chemikalien und Losungen 1:

Aqua dest.

BCIP

Ethanol absolute (96%)

(*H)-Arginin

NBT

PBS

Prestained Protein Marker, Broad Range
Trypsin-EDTA (In HBSS ohne Ca**/Mg*")

Chemikalien und Losungen 2:

BCA Protein Assay Reagent
Kit

BCA Reagenz A und B
Albumin Standart Ampullen

Sigma

Fluka

Sigma

Mitsui Norin Food Research Laboratories (Ja-
pan)

Mitsui Norin Food Research Laboratories (Ja-
pan)

Institut fir Lebensmittelchemie, Technische

Universitat Carolo-Wilhelmina zu Braun-
schweig

Sigma

Serva Elektrophoresis
Fluka
Sigma
Sigma

Braun

Sigma

J.T. Baker

Amersham Pharmacia Biotech
Sigma

Gibco

BioLabs

Gibco

Pierce

Blockierungslosung

Rotiblock 10 x Konzentrat

Carl Roth GmbH & Co

Einfriermedium 10% DMSO Merck
20% FCS Biochrome
70% BAEC-Medium Cambrex

Enhanced Chemi- Amersham

luminiscence Lésung
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Krebs-Henseleit-Losung 144 mM NaCl Merck

(modifiziert) 5,9 mM KCI Merck

5 M MgSO Merck

<M 9504

1,2 mM KH,PO, Merck

25 mM NaHCOs5 Merck

11,1 mM D-Glukose Merck

1 uM Diclophenac Sigma
Medium EBM, 500 ml Cambrex
Mediumzusatze EGM-MV: Cambrex

25 ml Fetales Rinderserum (5%)
2 ml Rinderhirnextrakt (0,4%)
0,5 ml Gentamycin/Amphotericin-B
0,5 ml Epidermaler Wachstums-
faktor/hEGF (0,1%)
0,5 ml Hydrokortison (0,1%)

Szintillationscocktail

Serva Elektrophoresis

Carl Roth GmbH & Co

20 x TBS 1 M Tris Carl Roth GmbH & Co
3 M NacCl Merck
Puffer:
AP-Puffer (pH 9,5) 1 M Tris-ClI Carl Roth GmbH & Co
5 M NaCl Merck
1 M MgCl, Merck
Blotpuffer 20% Methanol Merck
10 x SDS-Laufpuffer
Extraktionspuffer (pH 5,5) 20 mM Hepes-Na Sigma
Hepes-Puffer (pH 7,4) 145 mM NacCl Merck
5 mM KCI Merck
1 mM MgSO, Merck
10 mM Hepes-Na Sigma
10 mM Glukose Merck
frisch zufiigen: 1,5 mM CaCl, Merck
Hypotonischer Puffer 10 mM Tris Merck
10 mM KCI Merck
2 mM MgCl, Merck
1 mMEGTA Sigma
1 mM EDTA Fluka
frisch zuftigen:
1mMDTT Sigma
1 mM Na-molybdate Sigma
0,3 mM NazVO, Sigma
Lysepuffer 2a 100 mM NaCl Merck
20 mM Hepes, pH 7,9 Sigma
10 mM EDTA Fluka
4 mM Na-pyro-phosphate Sigma
1% Triton Merck
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frisch zufuigen:

100 nM Okadaic acid Sigma
10 mM NaF Fluka
1 mM NazVO, Sigma
1 mM Pefablock Roche
1 x Complete Roche
10 x SDS-Laufpuffer 2,5 mM Tris Carl Roth GmbH & Co
(pH 8,8) 19,2 mM Glycin Merck
0,01% SDS Serva
5 x SDS-Probenpuffer 60 mM Tris Carl Roth GmbH & Co
(pH 6,8) 25% Glycerol Invitrogen
5% [3-Mercaptoethanol Sigma
2% SDS Serva
0,1% Bromphenolblau Biomol
Stopp-Puffer D-PBS Gibco
5 mM L-Arginin Fluka
4 mM EDTA Fluka
Waschpuffer 0,02% Tween 20 Aldrich
20 x TBS
Gel:
Trenngel Sammelgel
(8%, pH 8,8) (pH 6,8)
1,5 M Tris (pH 8,8) 156ml|{ e Carl Roth GmbH & Co
15MTris(pH6,8) | e 625 pl | Carl Roth GmbH & Co
40% Acrylamid 1,28 mi 625 pl | Carl Roth GmbH & Co
10% SDS 62,5 pl 50 pl | Serva Feinbiochemica
10% APS 50 ul 50 ul | Serva Feinbiochemica
TEMED 5 pl 5 pl | Serva Feinbiochemika
ddH,O 3,28 ml 3,65 ml
Antikorper:

Erstantikdrper

Anti-phospho-eNOS (Ser 179
Anti-eNOS Antikorper

Cell Signaling
BD Transduction
Laboratories

Zweitantikorper

Secondary anti-mouse

Anti-rabbit

Santa Cruz Biotechno-

logy
Santa Cruz Biotechno-

logy
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3.2 Zellkultur

Fur alle Versuche wurden BAEC der Passage P8 — P12 genutzt. Diese Primarzellkultur
wurde bei der Firma Clonetics kauflich erworben. Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei
37°C und 5% CO; Begasung in einem speziellen wachstumsférdernden Medium (EGM-
MV). Um Kontaminationen durch die Umgebung zu vermeiden, wurden alle Arbeiten

unter einer Sterilbank durchgefihrt.

3.2.1 Subkultivierung von Zellen

Die bendtigten Zellen wurden flissigem Stickstoff entnommen und zum Auftauen in ei-
nem 37°C warmen Wasserbad vorsichtig geschwenkt. Kurz bevor die Zellen komplett
aufgetaut waren, wurden sie auf eine vorher mit 20 ml warmen Medium geflllte Zellkul-
turflasche tberfuhrt. Die Flasche wurde mit Zellentyp, Datum und Passage der Zellen
beschriftet und dann in den Brutschrank gelegt. Nach 3 — 4 Stunden erfolgte unter dem
Mikroskop die Kontrolle, ob sich die Zellen angehoften und mit dem Wachsen begonnen
haben. Bis dahin sollten circa 80% der Zellen adhéarent sein. Daraufhin erfolgte ein Me-
diumwechsel. Je nach Konfluenz konnten die Zellen nach einigen Tagen auf weitere

Zellkulturflaschen passagiert werden und standen fir die Versuche zur Verfiigung.

Ein Mediumwechsel erfolgte alle zwei Tage. Dies stellte sicher, dass ihnen wiederholt
die Substanzen zugefuhrt worden sind, die sie kontinuierlich verbrauchten oder bei
37°C im Laufe der Zeit verfielen. Das Medium wurde im Wasserbad auf 37°C erwarmt,
dann die Zellen aus dem Brutschrank genommen. AnschlieRend wurde das alte Medi-
um von den KulturgefalRen abgesaugt und die Schalen mit 3 ml und die Flaschen mit 15
— 20 ml frischen Medium versehen. Abschlie3end wurden die Zellen wieder in den Brut-

schrank gestellt.

Um wiederholt Versuche durchfihren zu kbnnen, mussten die Zellen auf neue Kulturge-
falle aufgeteilt werden. Medium, Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS) und Trypsin-
Ethylenediaminetetraacetic-acid (EDTA) wurden im Wasserbad auf 37°C erwarmt.
Trypsin-EDTA benotigt diese Temperatur, um optimal wirken zu kdnnen. Das Medium

wurde vom Zellrasen abgesaugt und die Zellen grindlich mit 5 ml PBS gewaschen, da
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schon geringe Mengen von Medium und dessen Zusatze die Wirkung des Trypsin-
EDTA beeintrachtigen kdnnten. Nach dem Absaugen des PBS wurde dann 1 ml des
Trypsin-EDTAs auf die Zellen gegeben und die Flaschen fir 1 — 2 min in den Brut-
schrank gelegt. Um sicherzustellen, dass sich die Zellen von der Oberflache gel6st ha-
ben, wurde dies unter dem Mikroskop kontrolliert. Zur Inaktivierung des Trypsins wur-
den 10 ml Medium hinzugegeben, die Zellen von der Oberflache abgespdlt und im Ver-
haltnis 1 : 4 in neue Kulturflaschen aufgeteilt. Die Zellen, die fir Versuche bendétigt wur-
den, wurden auf 6-cm-Schalen passagiert und konnten in den kommenden Tagen ge-

nutzt werden.

3.2.2 Kryokonservierung von Zellen

BAEC, die sich in der Wachstumsphase befinden, kénnen in einem speziellen Medium
durch langsames, kontinuierliches Abkuhlen auf -80°C eingefroren und somit l&ngerfris-
tig in flussigem Stickstoff aufbewahrt werden.

Um die Zellen einzufrieren, wurde ein der Passagierung analoges Verfahren genutzt.
Die bendtigten Materialien wurden im Wasserbad erwarmt, danach die konfluenten Zel-
len grindlich mit PBS gewaschen und trypsiniert. Nach 1 — 2-minutiger Inkubation wur-
de die Ablésung der Zellen von dem Flaschengrund durch einen Blick in das Mikroskop
kontrolliert. Die Zellsuspension wurde in ein steriles 50 ml Réhrchen tberfihrt und dann
in eine entsprechende Anzahl von sterilen Einfrierrdhrchen aufgeteilt. Diese R6hrchen
wurden in einer Einfrierbox fir etwa 24 Stunden kontinuierlich auf -80°C abgekuhlt und

danach in flissigem Stickstoff gelagert.
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3.3 Bestimmung der Konzentration der Teeinhaltsstoffe

Fur alle Experimente wurde Assam-Tee verwendet. Es wurden 5 g Tee abgewogen und
in 500 ml Wasser gekocht. Danach musste der Tee 3 min ziehen. Anschlie3end wurde
er durch einen Teefilter gegossen. Nachdem er abgekuhlt war, wurde er in Eppendort-
gefalRe aliquotiert und bei -20°C gelagert.

Die Konzentrationen der Inhaltsstoffe im schwarzen und grinen Assam-Tee, wurden
per Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) im Institut fir Lebensmittel-
chemie an der Technischen Universitat Carolo-Wilhelmina zu Braunschweig unter der

Leitung von Prof. Engelhardt gemessen.

Vor der Durchfihrung der HPLC-Messung wurden die Teeproben zunéchst mit 10%
Acetonnitril, welches 500 pg/ml EDTA und Ascorbinsaure enthielt, verdiinnt. Danach
konnten sie per HPLC analysiert werden. Dazu wurde ein Agilent 1100 (Agilent Techno-
logy, San Diego) benutzt. Dieses System besteht aus einer Bindrpumpe, einer ther-
mostatierbaren Trennséaule, einem Saulenofen, einem Fotodiodenarray-Detektor und
einem Agilent Datensystem, das die Software ChemStation enthélt. Die Saulen wurden
konstant bei einer Temperatur von 35°C gehalten. Die binaren Steigerungsbedingungen
waren: 100% mobile Phase A (9% Acetonnitril, 2% Essigsaure und 20 pg/ml EDTA) fur
10 min, dann ein linearer Anstieg fur 15 min mit 68% der mobilen Phase A und 32% der
mobilen Phase B (80% Acetonnitril, 2% Essigséaure und 20 pg/ml EDTA), der es erlaubt
war, sich fur 10 min mit 100% der mobilen Phase A auszubalancieren. Die Flussrate
betrug 1,0 ml/min; der Detektor wurde bei 278 nm eingestellt. Die Signale wurden mit-
tels eines UV-Spektrums bei Verwendung eines Diodenarray-Detektors und durch Ver-
gleich der Retentionszeiten mit Referenzpraparaten verifiziert. Die Quantifizierung wur-
de auf Basis des relativen Responsefaktoren (RRF)-Konzepts ISO 14505 : 2 durchge-
fuhrt. Die Ermittlung der Theaflavinkonzentration erfolgte auf dem gleichen Weg, jedoch
mit folgenden Ausnahmen: ein isokratischer Eluent mit 80% der mobilen Phase A und
20% der mobilen Phase B. Die Temperatur der Saule betrug 25°C und die Kalibrierung
erfolgte unter Verwendung von vier authentischen Theaflavin Standarts (3-Punkt- Kalib-

rierung).
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3.4 Experimentelle Arbeiten
3.4.1 Zellbehandlung und Zelllyse

Die Behandlung der Zellen erfolgte in 6-cm-Schalen. Zuerst wurde die Konfluenz der
Zellen geprift, dann das Medium abgesaugt und die Zellen zweimal mit je 1,5 ml war-
men Hepes-Puffer gewaschen. Danach erfolgte eine 30-minitige Inkubation der Zellen
in 2 ml Hepes-Puffer pro Schale bei 37°C. In der Zwischenzeit wurde der Reaktionsan-
satz fur jede Schale angefertigt (515 pl Hepes-Puffer, 15 ul L-Arginin,
Teel/Teebestandteile). Im nachsten Schritt wurde den Schalen 1 ml des Hepes-Puffers
entnommen, der entsprechende Reaktionsansatz bestehend aus Hepes-Puffer,
L-Arginin und Tee oder Teebestandteilen hinzu- und die Zellen fir 15 min zur Inkubati-
on bei 37°C gegeben. Fir die Lyse wurde der Reaktionsansatz von den Zellen abge-
saugt und diese anschlieBend einmal mit 1,5 ml kaltem PBS und hypotonischen Puffer
gewaschen. Alle Reste der beiden Waschungen mussten griindlich abgesaugt werden,
damit die Lyse optimal funktioniert. Die Schalen wurden sofort auf Eis gestellt und auf
jede von ihnen 80 ul Lysepuffer 2a gegeben, das 10 min einwirkte. Der Puffer enthalt
Phosphataseinhibitoren, was eine eventuelle Phosphorylierung der eNOS erhélt. Das
Lysat wurde zur weiteren Verarbeitung in einer Mikrozentrifuge fir 10 min bei 10.000 U
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in neue EppendorfgefaRe tberfiihrt und bei -80°C

eingefroren. Ein kleiner Teil davon wurde vorher fir die Proteinmessung abgenommen.

3.4.2 Proteinmessung in vorstimulierten Zellen

Die Proteinmessung wurde mit einem BCA Protein Assay Reagent Kit der Firma Pierce
durchgefihrt. Dieser Kit basiert auf einer kolorimetrischen Bestimmung und Quantifizie-
rung der Gesamtproteinmenge. Es kommt zu einer Komplexbildung der Proteine mit
Cu?* (Reagenz B) in einer alkalischen Lésung. Infolge des alkalischen Milieus, das vor-
rangig durch Reagenz A hervorgerufen wird, wird Cu** zu Cu®* reduziert (Biuret Reakti-
on). Daraufhin kommt es zu einer Chelatbildung von zwei Molekilen BCA mit einem
Kupfer-Kation, was einen violetten Farbkomplex zur Folge hat. Dieser wasserlosliche
Farbkomplex zeigt eine starke Absorption bei 562 nm, welche sich in Bereichen von 20
pg/ml bis 2200 pg/ml Proteinkonzentration linear verhalt.
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Die zu vermessenden Proteinproben wurden fur die Messung aus dem Eisschrank
(-80°C) genommen und langsam auf Eis aufgetaut. Danach wurde das Extrakt 1 : 10
mit Aqua dest verdunnt. Aus dieser Verdunnung wurden jeweils 10 pl als Doppelwert in
die 96-well-Platte pipettiert und die Proben mit jeweils 200 ul der working reagenz (be-
stehend aus einem 1 Teil BCA Reagenz B und 50 Teilen Reagenz A) versetzt. Nach
einer 30-mindtigen Inkubation bei 37°C erfolgte die Messung aller Proben in einem
Photometer bei einer Wellenlange von 570 nm. Die entsprechende Eichkurve wurde
vorher mit Hilfe entsprechender Proteinstandards, die in dem Kit enthalten waren, er-
stellt. Sie enthielt die Konzentration von 0,125 — 1,0 pg/ul; als Leerwert dienten 10 pl
Aqua dest.

3.4.3 Western Blot

Der Western Blot ist eine Methode, bei der elektrophoretisch aufgetrennte Proteine aus
einem Trenngel (denaturierendes Acrylamidgel nach Laemmli) auf eine TrAgermembran
Ubertragen werden. Er dient dem quantitativen Nachweis von Proteinen und Protein-
veranderungen, z. B. Phosphorylierungen durch entsprechende phosphospezifische

Antikorper.

Zu Beginn wurde das Protein mit 5 x Sodiumdodezylsulfat (SDS)-Probenpuffer versetzt,
aufgekocht und danach auf ein 8%-iges Gel aufgetragen. Im Anschluss an die
Elektrophorese folgte das Blotten der Proteine auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-
Membran. So konnten die Proteine vollstdndig auf eine Membran Ubertragen werden.
Zur Vermeidung unspezifischer Hintergrundsignale durch freie Bindungsstellen an der
Membran kam eine Blockierungslosung zum Einsatz. Die Blockierungslosung enthielt
ein fur den Antikorper nicht erkennbares Protein, welches die freien Bindungsstellen
blockiert. So konnte sichergestellt werden, dass sich der AntikGrper nur an sein spezi-
fisches Antigen bindet. Im Anschluss wurde auf die Membran ein spezifischer Antikor-
per (eNOS 1 : 2500 verdinnt in Blockierungslésung) tber Nacht bei 4°C oder zwel
Stunden bei Raumtemperatur gegeben. Dieser AntikGrper war spezifisch gegen das
Protein auf der Membran gerichtet. Abhangig vom 2. Antikérper (horseradish peroxida-
se (HRP)-Kopplung) wurden die Blots per enhanced chemiluminescence (ECL)-

Verfahren (ECL detection system, Amersham, Freiburg) entwickelt oder mit Hilfe der
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alkalischen Phosphatase (AP) visualisiert. Die Membranen wurden dann am Computer

gescannt und gespeichert.

3.4.4 Messung der eNOS-Aktivitat in lebenden Zellen

Mit Hilfe dieser Methode kann die Aktivitat der eNOS bestimmt werden. Sie beruht auf
der physiologischen Umwandlung des Substrats L-Arginin zum Produkt Citrullin durch
die eNOS. So kann eine Aussage uber die Aktivitat des Enzyms gemacht werden, da
der Test mit intakten Endothelzellen durchgefihrt wird und die intrazelluldre Lokalisation

des Enzyms erhalten bleibt.

Die Zellen wurden zweimal mit 1,5 ml 37°C warmen Hepes-Puffer (pH 7,4) gewaschen
und 30 min in 2 ml Hepes-Puffer bei 37°C inkubiert. Zwischenzeitlich wurde der Reakti-
onsansatz vorbereitet (pro Gefald 515 pl Hepes-Puffer, 15 pul 1mM L-Arginin und 5 pl
(*H)-Arginin). Zu jedem Ansatz wurde zusatzlich die entsprechende Konzentration des
Stimulus (Tee, Teebestandteile) zugegeben und bei 37°C warm gehalten. Den Schalen
wurden 1 ml Hepes-Puffer entnommen und der Reaktionsansatz zu den Zellen gege-
ben. Die Inkubationszeit betrug 15 min bei 37°C. Zum Stoppen der Reaktion wurde der
gesamte Reaktionsansatz von den Zellen abgenommen und 2 ml 4°C kalter Stopp-
Puffer zugegeben. Lysiert wurden die Zellen mit 500 pl 4°C kalten Ethanol pro Schale.
Um die gel6sten Zellmetabolite aufzunehmen, wurden die Zellen nach Abdampfen des
Ethanols mit 2 ml Extraktionspuffer versetzt und fur 15 min bei Raumtemperatur ge-
schwenkt. Damit das neu gebildete Citrullin von den restlichen Zellmetaboliten getrennt
werden kann, wurde das gesamte Extrakt der jeweiligen Schale auf jeweils eine gekunhl-
te Saule Uberfiihrt. Jede Saule war mit der gleichen Menge DOWEX® (0,5 g/ml), einem
Kationenaustauscher, der vorher mit Extraktionspuffer gespult und aquilibriert wurde,
gefillt. Das Citrullin liegt bei einem pH-Wert von 5,5 in neutraler Form vor und kann so
im Gegensatz zu Arginin, welches basisch ist, die S&ule durchlaufen. Nachdem die
Flissigkeit die Saule passiert hat, wurde sie noch einmal mit 4 ml destilliertem Wasser
gespult, um die Citrullinausbeute zu verbessern. Das nun vorhandene Volumen von 6
ml wurde mit 12 ml Szintillationscocktail aufgefullt, verschlossen und gut gemischt. In
einem Szintillationscounter erfolgte anschlieend mit dem Programm easy count die

Messung der vom *H-markierten Citrullin abgegebenen R-Strahlung in cpm.
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3.4.5 Vasodilatation in isolierten Rattenaortenringen

Mittels dieser Methode ist es mdglich, die durch NO-vermittelte, endothelabhangige Va-
sodilatation zu erfassen. Da in den Gefal3en die eNOS fir die NO-Produktion verant-
wortlich ist, kann durch spezifische Hemmung der eNOS nachgewiesen werden, ob die

Substanzen aus dem Tee fir eine NO-abhangige Vasodilatation verantwortlich sind.

Die Genehmigung fur die Tétung von Tieren zur Entnahme von Organen oder Geweben
(Aktenzeichen T0026/05, 14.02.2005) wurde im Vorfeld eingeholt. Die Richtlinien des
Européischen und Deutschen Gesetzes zum Gebrauch von Labortieren wurden bei al-

len Tieren eingehalten.

Das Einschlafern der mannlichen Wistarratten (Charles Rivers Laboratories) mit einem
Gewicht von ca. 300 — 350 g erfolgte intraperitoneal mit 0,3 g Thiopental/kg Korper-
gewicht. Die Aorta wurde fachgerecht entnommen und in eine kleine Petrischale mit
Krebs-Henseleit-Losung gelegt. Um sie von Blut und Blutbestandteilen zu befreien,
musste sie zunachst mit dem Perfusat vorsichtig gespilt werden. Die weitere Praparati-
on erfolgte unter dem Mikroskop in einer mit Krebs-Henseleit-Losung (4°C) gefullten
und mit Carbogengas begasten Petrischale. Das Carbogengas sicherte einen konstan-
ten pH-Wert von 7,4. Auf den Silikonboden wurde die Aorta festgesteckt und von Fett
und Bindegewebe befreit. Danach wurde sie ein weiteres Mal durchgespult und in etwa
2 mm grof3e Ringe geschnitten, die jeweils zwischen zwei Platinhaken in die Organba-
der aufgehangen wurden. Diese Organbader enthielten 10 ml Krebs-Henseleit-Lésung,

wurden mit Carbogengas begast und stetig mit 37°C warmen Wasser umspilt.

Die Kontraktion bzw. Vasodilatation konnte durch Kontraktionskraftaufnehmer gemes-
sen werden. Zuerst wurde eine Vorspannung der Ringe von ungeféahr 2000 mg mit Hilfe
eines Feinpositionierelementes, das mit dem Kraftaufnehmer verbunden war, einge-
stellt. Dies ermoglichte das Verfolgen der Spannungsanderungen als Kurven auf einem
Monitor. Nachdem die Ringe im Organbad eingehé&ngt und vorgespannt worden sind,
folgte eine 5-minitige Aquilibrierung im Perfusat mit Zusatz von 3 M Kaliumchlorid
(KCI). So konnte die rezeptorunabhangige Kontraktionsfahigkeit der Ringe getestet und
eventuell funktionsuntiichtige Ringe ausgetauscht werden. Nach dreimaligem Spulen

der Organbader mit Perfusat sollten die Ringe innerhalb einer Stunde erneut auf eine
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Spannung von 2000 mg zurtickkehren. Gegebenfalls mussten sie nochmals nachjustiert
werden. Durch die Zugabe von 50 nM des a;-Rezeptoragonisten Phenylephrin konnte
eine Vorkontraktion der Ringe von 75% — 80% erreicht werden. Nach etwa 30 min wur-
de der fir die Versuche bendtigte steady-state der Vorkontraktion erreicht. Nun wurden
die entsprechenden Stimuli kumulativ zu den Ringen gegeben und die Vasodilatation
gemessen. AulRerdem wurden einige Ringe 15 min vor der Gabe von Phenylephrin mit
L-NAME (1 mM), einen Inhibitor der NOS, vorinkubiert.

Die Auswertung aller Experimente erfolgte mittels LabView und Microsoft Excel. Die
Relaxation ist in den Graphen, die im Ergebnisteil folgen, als prozentualer Anteil der
maximalen Phenylephrin-induzierten Vorkontraktion dargestellt. Die angefihrte Anzahl
der Experimente entspricht den individuellen Aortenringen. Die Experimente wurden mit

jeweils 3 — 7 Tieren durchgefihrt.

3.5 Statistische Auswertung

Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem Statistik-Programm SigmaStat 3.0 (Jandel
Scientific, USA). Die Abbildungen zeigen Mittelwert und Standardfehler (SEM) von der
angegebenen Anzahl von Experimenten. Zur statistischen Analyse wurden der t-Test
bzw. der Mann-Whitney U-Test verwendet, Signifikanzen wurden mit p < 0,05 akzep-

tiert.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Wirkung von grinem und schwarzem Assam-Tee auf endotheliale

Parameter
4.1.1 Untersuchung der Inhaltsstoffe

Wie in Kapitel 2 begrtindet, wurde fur die Durchfihrung der Versuche die Teesorte As-
sam verwendet. Da fur Catechine viele biologische Eigenschaften nachgewiesen wur-
den, war diese Substanzgruppe ein wesentlicher Bestandteil dieser Arbeit. Zunéchst

wurden die Konzentrationen der Catechine in griinem und schwarzem Tee gemessen.

HPLC-Messungen aus griinem und schwarzem Teeaufguss ergaben hinsichtlich des
Catechingehaltes in beiden Teesorten die in Tabelle 2 dargestellten Werte. Die Summe
der verschiedenen Catechine betragt beim griinen Tee 1226,0 uM. Im Vergleich dazu
ist der Anteil der Catechine beim schwarzen Tee mit einer Summe von 28,0 uM wesent-
lich geringer und erreicht nur einen prozentualen Wert von 2,5. Beim griinen Tee ist der
hochste Einzelwert beim EGCG zu finden, beim schwarzen Tee dagegen beim ECG.
Der zweithdchste Anteil von Catechinen ist beim grinen Tee EGC, jedoch beim
schwarzen Tee EGCG. Auffallig ist auRerdem, dass im schwarzen Tee kein EC enthal-
ten ist. Diese unterschiedlichen Catechingehalte zwischen grinem und schwarzem As-
sam-Tee sind auf den starken Fermentationsprozess zurtickzuflhren, bei dem ein

Grol3teil der Catechine durch Polyphenoloxidasen enzymatisch verandert wird.

Catechine EC EGC ECG EGCG Summe

Catechine
Grlner Tee 153,7+6,8 3780+7,6 151,3+3,3 543,0+256 1226,0+29,0
Schwarzer 0 3,7+0,3 13,0+1,2 11,3+2,0 28,0+1,5
Tee

Tab. 2: Konzentrationen der verschiedenen Catechine in griinem und schwarzem Assam-Tee (in
pM). Die Werte sind Mittelwerte + SEM von drei HPLC-Messungen.
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4.1.2 Vergleich von griinem und schwarzem Assam-Tee auf die eNOS-
Aktivierung

Um herauszufinden, in welchem Mal3 handelsiblicher griner und schwarzer Assam-
Tee auf die Endothelfunktion Einfluss nehmen, wurden BAEC 15 min mit verschiedenen
Konzentrationen der beiden Teesorten behandelt und anschliel3end die eNOS-Aktivitat
gemessen. Als Kontrolle dienten mit Wasser behandelte Zellen.

Als Ergebnis ist festzustellen, dass sowohl griiner als auch schwarzer Assam-Tee mit
ansteigender Konzentration die eNOS in den Endothelzellen stimulierten. Der schwarze
Tee war jedoch in allen Konzentrationen etwas potenter als griner Tee. Bereits bei ei-
ner Konzentration von 25 pl stimulierte schwarzer Tee die eNOS, griiner Tee dagegen
noch nicht. Ab 50 pl erreichte der grine Tee die Potenz des schwarzen Tees bei 25 pl;
schwarzer Tee war dagegen schon 3,5-fach starker im Vergleich zur Kontrolle. 50 pl
des schwarzen Tee erhohte die Aktivitat der eNOS noch einmal auf das 4-Fache der
Kontrolle, wohingegen griner Tee 3-fach so stark war. Die Ergebnisse sind in Abbil-

dung 2 dargestellt.
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Abb. 2: Messung der eNOS-Aktivitdt nach Stimulation von Zellen mit grinem und schwarzem As-
sam-Tee. BAEC wurden 15 min mit 25 pl, 50 pl und 100 pl der beiden Teesorten behandelt. Als
Kontrolle diente Wasser. Die Daten sind Mittelwerte + SEM von der genannten Anzahl von Expe-
rimenten. *: p < 0,05 (Signifikanz gegeniiber der Kontrolle); #. p < 0,05 (Signifikanz gegeniber
grinem Tee bei gleichen Konzentrationen)
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Damit die eNOS aktiv werden kann, muss dieses Enzym phosphoryliert werden. Im
Western Blot wurde untersucht, wie stark die beiden Teesorten die eNOS phosphorylie-
ren und somit aktivieren. Dazu wurden die Zellen, wie im ersten Versuch, 15 min mit
den gleichen Mengen von Tee behandelt und mit einem speziellen Puffer, dem
Phosphataseinhibitoren zugesetzt waren, lysiert. Als Erstantikbrper wurde ein Antikor-
per eingesetzt, der fiir phosphoryliertes Ser*'’® der eNOS spezifisch ist. Als Ladekon-
trolle diente die Markierung der Gesamt-eNOS-Proteinmenge. Es kam zu einer Tee-
induzierten Phosphorylierung an Ser**”® durch beide Teegetranke. Wiederum war diese
beim schwarzen Tee etwas starker ausgepréagt als beim griinen, wie in Abbildung 3 zu

erkennen ist.

P-eNOS . . Ge— GG Gy ) G
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Abb. 3: Nachweis einer Phosphorylierung an Ser™™ durch grinen und schwarzen Assam-Tee im

Western Blot. BAEC wurden 15 min mit 25 pl, 50 pl und 100 pl der beiden Teegetranke behan-
delt und daraufhin lysiert. Es wurde mit einem phosphospezifischen eNOS-Antikérper gegen
Ser''”® gearbeitet. Als Kontrolle diente ein anti-eNOS Antikérper. Dieser Western Blot ist repra-
sentativ fur drei unabhéngige Experimente.

4.1.3 Vergleich von griinem und schwarzem Assam-Tee auf die NO-abhéangige
Vasodilatation

Die bisher gewonnenen Ergebnisse sollten nun an einem intakten Organ Uberpruft wer-
den. Dazu wurden mit Phenylephrin vorkontraktierte Rattenaortenringe kumulativ mit
beiden Teegetranken behandelt und daraufhin die Vasorelaxation gemessen. Wiede-
rum wurden die Ergebnisse der ersten beiden Versuche bestétigt. Beide Teesorten er-
zeugten eine vergleichbare konzentrationsabhéngige Vasodilatation. Die Rattenaorten-
ringe konnten auf 60% der Vorkontraktion dilatiert werden. Diesmal wirkte der schwarze
Tee nicht wesentlich starker. L-NAME, ein spezifischer NOS-Inhibitor, verhindert bei
beiden Teegetrdnken diese Relaxation vollstandig. Als Kontrolle dienten mit Wasser
behandelte Ringe (Abb. 4).
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Abb. 4: Aortenrelaxation durch grinen und schwarzen Assam-Tee. Der Tee wurde kumulativ zu den
mit Phenylephrin vorkontrahierten Ringen gegeben. Ausgewéhlte Ringe wurden vor Zugabe des
Tees mit 1 mM L-NAME vorinkubiert. Als Kontrolle diente Wasser. Die Relaxation ist im Graph als
prozentualer Anteil der maximalen Phenylephrin-induzierten Vorkontraktion dargestellt. Die Daten
sind Mittelwerte + SEM von der genannten Anzahl von Experimenten. *: p < 0,05 (Signifikanz
gegenUberderKonUoHex#:p<(105(S@nﬁkanzgegenﬂbermﬂnen1TeebeimemhmﬁKonzenna-

tionen)

4.2 Wirkung der individuellen Catechine auf eNOS-Aktivierung und NO-

abhangige Vasodilatation

Es ist bereits bekannt, dass EGCG das biologisch wirksamste Catechin im Tee ist. Um
herauszufinden, ob die anderen Catechine ebenfalls an der Aktivierung der eNOS betei-
ligt sind, da z. B. EGC auch im hohen Mal3e im Tee zu finden ist (vgl. Tab. 2), wurden
die vier im Tee vorhandenen Catechine untereinander hinsichtlich eNOS-Aktivierung

und Vasodilatation untersucht.

Dazu wurden BAEC 15 min mit je 100 uM EC, ECG, EGC und EGCG behandelt und
die eNOS-Aktivitat gemessen. Diese Konzentration wurden fir den Versuch gewahlt,
weil bekannt ist, dass EGCG bei einer Konzentration von 100 uM die Aktivitat der eNOS
gegenuber dem Basalwert auf den Maximalwert erhéht [24]. Wie in Abbildung 5 darge-

stellt, war EGCG bei diesem Versuch deutlich das potenteste der Catechine. Es kam
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aulRerdem zu einer minimalen Aktivierung der eNOS durch ECG. Die anderen beiden

Catechine EC und EGC zeigten jedoch keinen Einfluss auf die eNOS-Aktivierung.

Abb. 5:
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Messung der eNOS-Aktivitat durch Catechine in lebenden Zellen. BAEC wurden 15 min mit

100 uM der individuellen Catechine behandelt. Wasser diente als Kontrolle. Die Daten sind Mit-
telwerte £ SEM von der genannten Anzahl von Experimenten. *: p < 0,05 (Signifikanz gegenuber
der Kontrolle)

Im Western Blot sollte die Phosphorylierung der eNOS durch die Catechine untersucht

werden. Es gab eine ausgepragte Phosphorylierung der eNOS an Ser*'”® durch EGCG.

Auch ECG flhrte hier zu einer schwachen Induktion der Phosphorylierungsstelle. Wie-
derum hatten EC und EGC keinen Einfluss auf diese Reaktion. Der entsprechende

Western Blot ist in Abbildung 6 dargestellt.
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Abb. 6: Nachweis einer Phosphorylierung an Ser**’® durch Catechine im Western Blot. BAEC wur-

den 15 min mit 100 pM EC, ECG, EGC und EGCG behandelt und daraufhin lysiert. Es wurde mit
einem phosphospezifischen eNOS-Antikorper gegen Ser'*”® gearbeitet. Als Kontrolle diente ein
anti-eNOS Antikdrper. Dieser Western Blot ist reprasentativ fir drei unabhéngige Experimente.
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Aufgrund dieser Ergebnisse wurde anschliel3end am physiologischen Modell gearbeitet.
EGCG loste bei Konzentrationen von 0,1 bis 10 uM eine NO-abhangige Vasodilatation
aus, welche bis zu 40% der Vorkontraktion reichte. Einige Aortenringe wurden mit 1 mM
L-NAME vorinkubiert. In diesem Fall konnte die Relaxation der Ringe vollstandig ge-

hemmt werden (Abb. 7). Als Kontrolle diente Wasser.
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Abb. 7: Aortenrelaxation durch EGCG. EGCG wurde kumulativ zu den mit Phenylephrin vorkontrahier-
ten Ringen gegeben. Ausgewéhlte Ringe wurden vor Zugabe von EGCG mit 1 mM L-NAME
vorinkubiert. Wasser diente als Kontrolle. Im Graph ist die Relaxation als prozentualer Anteil der
maximalen Phenylephrin-induzierten Vorkontraktion dargestellt. Die Daten sind Mittelwerte +
SEM von der genannten Anzahl von Experimenten. *: p < 0,05 (Signifikanz gegentiber der Kon-
trolle)

Wie in Abbildung 8 dargestellt, fihrte auch ECG bei 10 uM in diesem Versuch zu einer
Vasodilatation, die jedoch im Gegensatz zu EGCG nur 60% der Kontraktion betrug.
Wiederum konnten die Aortenringe, die mit L-NAME vorbehandelt wurden, nicht durch
ECG relaxiert werden. Die Catechine EC und EGC zeigten auch bei Konzentrationen
bis 10 uM keinen Effekt auf die Vasodilatation im Endothel (Abb. nicht gezeigt).
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Abb. 8: Aortenrelaxation durch ECG. ECG wurde kumulativ zu den mit Phenylephrin vorkontrahierten
Ringen gegeben. Einige Ringe wurden vor Zugabe von ECG mit 1 mM L-NAME vorinkubiert. Als
Kontrolle diente Wasser. Die Relaxation ist graphisch als prozentualer Anteil der maximalen Phe-
nylephrin-induzierten Vorkontraktion dargestellt. Die Daten sind Mittelwerte + SEM von der ge-
nannten Anzahl von Experimenten. *: p < 0,05 (Signifikanz gegentber der Kontrolle)

4.3 Wirkung der individuellen Theaflavine auf eNOS-Aktivierung und NO-

abhangige Vasodilatation

Da schwarzer Assam-Tee weitaus weniger Catechine besitzt als griiner, missen ande-
re Inhaltsstoffe in diesem Getrank fur die eNOS-Aktivierung und Vasodilatation verant-
wortlich sein. Nahe liegend ist, dass dieser Effekt von den Theaflavinen hervorgerufen
wird, die wahrend des Fermentationsprozesses aus den Catechinen entstehen.
Theaflavine sind definierte Verbindungen, die orange-rot gefarbt sind und zur Farbe des
schwarzen Tees beitragen [15]. HPLC-Messungen ergaben die in Tabelle 3 darge-
stellten Konzentrationen von Theaflavinen, die der gekochte schwarze Assam-Tee ent-
halt. Dabei fallt auf, dass die Menge an Theaflavinen (40,2 uM) weitaus geringer ist, als

der Gehalt der Catechine im griinen Tee (1226,0; vgl. Tab. 2)
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Unter den Theaflavinen ist TF2A mit einer Konzentration von 12,7 UM am meisten ver-
treten, gefolgt von TF3 mit 11,1 uM, TF1 mit 8,9 uM und TF2B mit 7,6 uM.

TF1 TF2A TF2B TE3 Summe
Theaflavine
Schwarzer 89+05 12,7+0,6 7,6 +£0,6 11,1+0,4 40,2+1,9
Tee

Tab. 3: Konzentrationen der verschiedenen Theaflavine im schwarzen Assam-Tee (in uM). Die
Werte sind Mittelwerte + SEM von drei HPLC-Messungen.

Die Untersuchung der Theaflavine auf deren biologische Wirksamkeit erfolgte im glei-
chen Rahmen wie bei den Catechinen. Zuerst wurde die Messung der eNOS-Aktivitat in
lebenden Zellen durchgefuhrt. Zum Vergleich der Ergebnisse diente 100 uM EGCG und
als Kontrolle mit Wasser behandelte Zellen. BAEC wurden wiederum mit steigenden
Konzentrationen der Theaflavine fir 15 min behandelt. Die maximale Konzentration der
Theaflavine betrug 100 uM. Abbildung 9 zeigt, dass der Stimulus durch TF1 jedoch
auch bei dieser Konzentration zu keiner Steigerung der eNOS-Aktivitat in BAEC fuhrte.
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Abb. 9: Messung der eNOS-Aktivitat durch TF1 in lebenden Zellen. BAEC wurden 15 min mit 20 puM,
50 uM und 100 pM TF1 behandelt. Als Kontrolle diente Wasser und als Vergleich EGCG. Die Da-
ten sind Mittelwerte £+ SEM von der genannten Anzahl von Experimenten. *: p < 0,05 (Signifikanz
gegeniber der Kontrolle)

Alle anderen Theaflavine dagegen zeigten eine hdohere Potenz in der eNOS-Aktivierung
als EGCG. So erhohte TF2A die NO-Produktion bereits bei 60 uM, TF2B bei 30 uM und
TF3 bei 20 uM im gleichen Ausmal wie EGCG bei 100 pM. TF2A war somit 1,5-fach,
TF2B 3-fach und TF3 sogar 5-fach potenter in der eNOS-Aktivierung als EGCG (Abb.
10).
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Abb. 10: Messung der eNOS-Aktivitat durch TF2A, TF2B und TF3 in lebenden Zellen. BAEC wur-
den 15 min mit verschiedenen Theaflavinen behandelt. Als Vergleich dienten 100 pM EGCG
und als Kontrolle Wasser. Die Daten sind Mittelwerte £+ SEM von der genannten Anzahl von
Experimenten. *: p < 0,05 (Signifikanz gegeniiber der Kontrolle)

Der durchgefiihrte Western Blot zum Nachweis der Phosphorylierung der eNOS an
Ser'*"® wurde mit TF1 100 uM, TF2A 60 pM, TF2B 30 pM, TF3 20 pM und EGCG 100
MM durchgefuhrt, d. h. mit den &quipotenten Konzentrationen aus dem eNOS-
Aktivitatstest. Er bestatigte die Wirkung der Theaflavine im Vergleich zu EGCG und ist
in Abbildung 11 dargestellt. Auch hier zeigte sich wiederum, dass TF1 keinen Einfluss

auf die eNOS-Phosphorylierung hat.
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Abb. 11: Nachweis einer Phosphorylierung an Ser''”® durch Theaflavine und EGCG im Western
Blot. BAEC wurden 15 min mit verschiedenen Konzentrationen von Theaflavinen und 100 uM
EGCG behandelt und dann lysiert. Es wurde mit einem phosphospezifischen eNOS-Antikorper
gegen Ser™'”® gearbeitet. Als Kontrolle diente ein anti-eNOS Antikorper. Der Western Blot ist
reprasentativ fir drei unabhéngige Experimente.

Anschliel3end wurden die Theaflavine und deren Einfluss auf die Vasodilatation an iso-
lierten Rattenaortenringen untersucht. Abbildung 12 zeigt die entsprechenden Ergeb-
nisse. TF2A und TF2B fuhrten zu einer dosisabhangigen (0,1 — 10 uM) Vasodilatation,
welche durch eine Vorbehandlung mit L-NAME blockiert wurde. Bei einer Konzentration
von 5 uM TF2A und 2,5 uM TF2B erreichten die Aortenringe eine Vasodilatation auf
nahezu 40% in Bezug auf die vorkontrahierten Ringe (100%). Diesen Wert erreichte

EGCG dagegen erst bei einer Konzentration von 10 uM (vgl. Abb. 7).
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Abb. 12: Aortenrelaxation durch TF2A und TF2B. Theaflavine wurden kumulativ zu den mit
Phenylephrin vorkontrahierten Ringen gegeben. Einige ausgewaéhlte Ringe wurden vor Zugabe
von TF2A und TF2B mit 1 mM L-NAME, einem spezifischen NOS-Inhibitor, vorinkubiert. Was-
ser diente als Kontrolle. Im Graph ist die Relaxation als prozentualer Anteil der maximalen
Phenylephrin-induzierten Vorkontraktion dargestellt. Die Daten sind Mittelwerte + SEM von der
genannten Anzahl von Experimenten. *: p < 0,05 (Signifikanz gegeniber der Kontrolle);

:p < 0,05 (Signifikanz gegeniiber TF2A bei gleichen Konzentrationen)
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In einem nachsten Versuch sollte nun das potenteste Catechin (EGCG) dem poten-
testen Theaflavin (TF3) direkt gegenlbergestellt werden. Da TF3 in den vorherigen Ex-
perimenten im Vergleich zu EGCG 5-fach potenter war, wurde TF3 in 1 : 5 verdinnter
Konzentration zu den Aortenringen gegeben. Es zeigte sich eine gleich starke Vasodila-
tation durch beide Substanzen, obwohl die Konzentration von TF3 maximal 2 uM und
von EGCG 10 pM betrug. Beide Kurven folgen einem konstanten Verlauf, was darauf
hinweist, dass mit ansteigender Konzentration von TF3 und EGCG die NO-Produktion
durch die eNOS in den Endothelzellen zunimmt. Der NOS-Inhibitor L-NAME konnte

wiederum die durch TF3 hervorgerufene Vasodilatation vollstandig hemmen (Abb. 13).
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Abb. 13: Aortenrelaxation durch TF3 und EGCG. TF3 und EGCG wurden kumulativ zu den mit Phe-
nylephrin vorkontrahierten Ringen gegeben. Ausgewéhlte Ringe wurden vor Zugabe von TF3
und EGCG mit 1 mM L-NAME vorinkubiert. Als Kontrolle diente Wasser. Die Relaxation ist im
Graph als prozentualer Anteil der maximalen Phenylephrin-induzierten Vorkontraktion darge-
stellt. Die Daten sind Mittelwerte + SEM von der genannten Anzahl von Experimenten.
*: p < 0,05 (Signifikanz gegenuber der Kontrolle)
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4.4  Wirkung weiterer Teebestandteile auf die eNOS-Aktivierung

Zusatzlich zu den Catechinen und Theaflavinen sind einige weitere Inhaltsstoffe im Tee
identifiziert worden. Um herauszufinden, inwiefern diese an der in der Literatur be-
schriebenen biologischen Wirksamkeit des Teegetrdnkes beteiligt sind, wurden sie an
den BAEC hinsichtlich Stimulierung der eNOS-Aktivitat untersucht. Es handelte sich
dabei um Caffein (=Coffein), Theobromin und Theogallin. Auch diese Substanzen wur-
den per HPLC-Analyse in griinem und schwarzem Assam-Tee bestimmt. Die Werte
sind in Tabelle 4 wiedergegeben. Dariiber hinaus wurde auch Propyl Gallat und seine
Wirkung auf die eNOS-Aktivierung untersucht.

Caffein Theobromin Theogallin
Griner Tee 909,0 + 10,8 136,0+1,0 173,0+5,1
Schwarzer Tee 1399,3 + 35,2 185,7+ 2,6 67,7+0,9

Tab. 4: Konzentrationen weiterer Inhaltsstoffe im griinen und schwarzen Assam-Tee (in pM). Die
Werte sind Mittelwerte £+ SEM von drei HPLC-Messungen.

Caffein (=1,3,7-trimethylxanthin) gehort zu der Gruppe der Alkaloide. Es ist eine
Schlisselkomponente in vielen Getranken, z. B. Tee und Kaffee, und hat sowohl
antioxidative als auch oxidative Eigenschaften. Es wird jedoch vermutet, dass dieses
Alkaloid eher zu den allgemeinen antioxidativen Eigenschaften caffeinhaltiger Getranke
beitragt [57]. In einer anderen Studie wurde ein vasodilatierender Effekt von Caffein auf
die Endothelfunktion in Menschen beschrieben [58]. Aufgrund dieser Befunde sollte
Caffein auf seine Fahigkeit, die eNOS-Aktivitat zu stimulieren, getestet werden. Um ei-
nen Vergleich herzustellen, wurden die Zellen zudem mit 100 uM EGCG behandelt.
Caffein wurde in Konzentrationen von 10 pM, 50 uM und 100 puM getestet. Bei keiner
der benutzten Konzentrationen konnte eine Aktivitatssteigerung der eNOS beobachtet

werden. Das Ergebnis ist in Abbildung 14 dargestellt.
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Abb. 14: Messung der eNOS-Aktivitat durch Caffein in lebenden Zellen. BAEC wurden 15 min mit
verschiedenen Konzentrationen von Caffein behandelt. Als Vergleich diente 100 uM EGCG
und als Kontrolle diente Wasser. Die Daten sind Mittelwerte + SEM von der genannten Anzahl
von Experimenten. *: p < 0,05 (Signifikanz gegentber der Kontrolle)

Theobromin (1,3-dimethylxanthin) ist ein weiteres Methylxanthin, das neben Tee ver-
mehrt im Kakao vorkommt. Um die eNOS-Aktivitat zu messen, wurden BAEC 15 min
mit je 20 puM, 50 pM und 100 pM Theobromin inkubiert. Als Negativ-Kontrolle diente
Wasser und als Positiv-Kontrolle wiederum 100 puM EGCG. Es kam auch diesmal zu
keinem Anstieg der eNOS-Aktivitat, eher konnte im Vergleich zur Kontrolle keine Ande-

rung der Aktivitat des Enzyms registriert werden (Abb. 15).
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Abb. 15: Messung der eNOS-Aktivitat durch Theobromin in lebenden Zellen. BAEC wurden 15 min
mit 20 uM, 50 pM und 100 pM Theobromin behandelt. Als Kontrolle diente Wasser und als
Vergleich EGCG. Die Daten sind Mittelwerte + SEM von der genannten Anzahl von Experimen-
ten. *: p < 0,05 (Signifikanz gegeniiber der Kontrolle)
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Theogallin ist ein Ester der Gallusséure. Seine Bestimmung in verschiedenen Teesor-
ten lasst eine Aussage Uber die Qualitat des Tees zu [16]. Die eingesetzten Konzentra-
tionen betrugen 20 uM, 50 uM und 100 uM. Wie in Abbildung 16 dargestellt, wurde je-
doch keine Aktivierung der eNOS in den BAEC beobachtet.
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Abb. 16: Messung der eNOS-Aktivitat durch Theogallin in lebenden Zellen. BAEC wurden 15 min
mit 20 pM, 50 uM und 100 pM Theogallin behandelt. Als Vergleich diente 100 uM EGCG und
als Kontrolle diente Wasser. Die Daten sind Mittelwerte + SEM von der genannten Anzahl von
Experimenten. *: p < 0,05 (Signifikanz gegeniiber der Kontrolle)

Des Weiteren wurde Propyl Gallat, ein Antioxidanz, auf die eNOS-Aktivitat getestet. Es
besitzt wie einige Catechine und Theaflavine eine Gallatgruppe und wurde in Konzen-
trationen zwischen 10 und 100 uM eingesetzt. Der Versuch stutzt sich auf die Vermu-
tung, dass die Gallatgruppen mdoglicherweise flr die biologische Wirksamkeit einiger
Polyphenole verantwortlich sind. In einer Studie von Wang et al. konnte nachgewiesen
werden, dass die Catechine mit den Gallatgruppen (ECG und EGCG) Einfluss auf die
Fettsdaure Synthase (FS) hatten. Auch Propyl Gallat als Analogon eines Gallatrestes
fuhrte zu einer Reaktion [59]. Um die Ergebnisse zu vergleichen, wurden die Zellen in
unserem Versuch auch mit EGCG behandelt. Wie in Abbildung 17 prasentiert, flhrte
Propyl Gallat allerdings zu keiner eNOS-Aktivierung.
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Abb. 17: Messung der eNOS-Aktivitat durch Propyl Gallat in lebenden Zellen. BAEC wurden 15 min
mit 10 pM, 50 uM und 100 pM Propyl Gallat behandelt. Als Kontrolle diente Wasser und als
Vergleich 100 uM EGCG. Die Daten sind Mittelwerte + SEM von der genannten Anzahl von
Experimenten. *: p < 0,05 (Signifikanz gegeniiber der Kontrolle)

4.5 Wirkung von Polyphenolgemischen aus grinem und schwarzem

Assam-Tee
4.5.1 Herstellung der Polyphenolgemische

Um herauszufinden, ob die hohe physiologische Wirksamkeit der Theaflavine im
schwarzen Assam-Tee das Fehlen der Catechine kompensieren kann, wurde ein Poly-
phenolgemisch aus in den Tabellen 2 und 3 aufgefiihrten Catechinen und Theaflavinen
in den jeweiligen Konzentrationen, wie sie auch im Originalteegetrank zu finden sind,
hergestellt. Das Polyphenolgemisch A (PG A) enthalt nur Catechine und Wasser (ent-
spricht grinem Tee) und das Polyphenolgemisch B (PG B) Theaflavine, die nicht oxi-
dierten restlichen Catechine und Wasser (entspricht schwarzem Tee). Die Inhaltsstoffe
aus Tabelle 4 wurden nicht bertcksichtigt, weil sie in den einzelnen Versuchen zu kei-
ner Aktivierung der eNOS fuhrten. Mit diesen beiden Polyphenolgemischen wurden die-
selben Experimente durchgefuhrt wie fir die handelstblichen Assam-Teesorten be-

schrieben.
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4.5.2 Vergleich der Polyphenolgemische auf die eNOS-Aktivierung

Die PG A und B mit den Konzentrationen der Inhaltsstoffe wie in den originalen Teege-
trdnken, hatte keinen Einfluss auf die eNOS-Aktivitdt (Abb. nicht gezeigt). Daraufhin
wurde die Konzentration der Catechine und Theaflavine der beiden Polyphenolge-
mische verdreifacht, die Versuche wiederholt und die ermittelten Werte den Werten der
Originalteegetrdnke (GT, ST) gegenubergestellt und verglichen. Abbildung 18 prasen-
tiert die Ergebnisse. Das 3-fach konzentrierte PG A aus dem griinen Assam-Tee verur-
sachte in den BAEC eine deutliche, konzentrationsabhé&ngige Erhéhung der eNOS-
Aktivitat. Jedoch fiihrt es erst bei einer Konzentration von 200 pl zu einer vergleichba-
ren Aktivitdt des Enzyms, die der Originaltee bei 100 pl hervorruft. Das ebenfalls 3-fach
konzentrierte PG B aus dem schwarzen Assam-Tee kommt dagegen nicht einmal bei
einer Konzentration von 200 pl an die Werte des Originaltees bei 100 pl heran. Hier
zeigt sich zwar ebenfalls eine konzentrationsabhéngige Erhéhung der eNOS-Aktivitat,
jedoch ist diese weniger stark ausgepragt als beim PG A. Im Vergleich zum PG B hatte
das PG A einen grofReren Einfluss auf die eNOS-Aktivitdt. Die beiden Originalteege-
tranke zeigten bei 100 pl einen vergleichbaren Anstieg der eNOS-Aktivitat.
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Abb. 18: Messung der eNOS-Aktivitat durch Polyphenolgemische in lebenden Zellen. BAEC wur-
den 15 min mit verschiedenen Konzentrationen der PG A und B behandelt. 100 pl des griinen
(GT) und schwarzen (ST) Originaltees dienten als Vergleich, als Kontrolle diente Wasser. Die
Daten sind Mittelwerte £+ SEM von der genannten Anzahl von Experimenten. *: p < 0,05 (Signi-
fikanz gegeniber der Kontrolle), #. p < 0,05 (Signifikanz gegeniiber PG B bei gleichen Konzent-
rationen)

43



Ergebnisse

Im Vergleich mit den Originalteegetranken, die in einer Konzentration von 100 pl auf die
Zellen gegeben wurden, wird deutlich, dass noch andere Bestandteile des Teegetran-
kes an der biologischen Wirksamkeit des Originalteegetrankes beteiligt sein missen
(vgl. Abb. 2).

Der Western Blot ergab ein vergleichbares Ergebnis wie der eNOS-Aktivitatstest. Auch
hier stimulierte das 3-fach konzentrierte PG A die eNOS starker als das PG B. Im Ver-
gleich zu den Originalteegetranken konnte die eNOS weder vom PG A noch vom PG B

so stark phosphoryliert werden (Abb. 19).
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Abb. 19: Nachweis einer Phosphorylierung an Ser''”® durch Polyphenolgemische im Western
Blot. BAEC wurden 15 min mit verschiedenen Konzentrationen der PG A und B behandelt und
dann lysiert. Zum Vergleich dienten 100 pul der grinen (GT) und schwarzen (ST) Originaltees,
als Kontrolle diente Wasser. Es wurde mit einem phosphospezifischen eNOS-Antikdrper gegen
Ser''” gearbeitet. Als Ladekontrolle diente ein anti-eNOS Antikorper. Dieser Western Blot ist
reprasentativ fir drei unabhéngige Experimente.

4.5.3 Vergleich der Polyphenolgemische auf die NO-abh&ngige Vasodilatation

Um die Ergebnisse zu verifizieren, wurden beide Polyphenolgemische im physiolo-
gischen Modell vergleichend untersucht. Zur Kompensation der offenbar schwacheren
biologischen Wirksamkeit des PG B gegeniuber dem PG A wurde das PG B zusatzlich
zur 3-fachen Konzentration mit einem 3-fach hoheren Volumen im Vergleich zum PG A
eingesetzt. Wie in Abbildung 20 dargestellt, fihrte trotz dieser Volumenerhéhung das
PG A zu einer Vasodilatation von ungeféhr 30%, das PG B jedoch nur zu knapp Uber
60% der Ausgangskontraktion. Aortenringe, die mit L-NAME vorinkubiert und danach
mit den Polyphenolgemischen behandelt wurden, fuhrten dagegen zu keiner NO-

abhangigen Vasodilatation.
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Abb. 20: Aortenrelaxation durch Polyphenolgemische. Die PG A und B wurden kumulativ zu den mit
Phenylephrin vorkontrahierten Ringen gegeben. Einige Ringe wurden vor Zugabe der Poly-
phenolgemische mit 1 mM L-NAME vorinkubiert. Als Kontrolle diente Wasser. Die Relaxation
ist im Graph als prozentualer Anteil der maximalen Phenylephrin-induzierten Vorkontraktion
dargestellt. Die Daten sind Mittelwerte + SEM von der genannten Anzahl von Experimenten. *:
p < 0,05 (Signifikanz gegenuber der Kontrolle); *: p < 0,05 (Signifikanz gegeniiber PG B bei
gleichen Konzentrationen)

4.6 Wirkung von Thearubiginen auf eNOS-Aktivierung und NO-abhéangige

Vasodilatation

Wie unter 4.5 erwéhnt, liegt die Vermutung nahe, dass noch andere Substanzen zu der
biologischen Wirksamkeit des Assam-Tees beitragen, da sowohl das PG A aus dem
grinen Assam-Tee als auch das PG B aus dem schwarzen Assam-Tee nicht die Werte
der Originalteegetrénke erreichten. Zudem hatte das PG B sehr viel weniger Einfluss
auf die eNOS-Aktivitdt und Vasodilatation als das PG A. Aufgrund dessen muss es im
schwarzen Tee noch andere Inhaltsstoffe geben, die dessen biologische Wirksamkeit
unter 4.1 erklaren. Er enthalt noch eine weitere Substanzgruppe in grol3en Mengen, die
Thearubigine, die in diesem Zusammenhang noch nicht untersucht wurden. Der Begriff
Thearubigine bezieht sich auf eine Gruppe polymerischer Substanzen mit verschiede-
nen Molekulargewichten [60]. Aus diesem Grund werden die Konzentrationen in den

Versuchen in pg/ml angegeben.
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BAEC wurden 15 min mit steigenden Konzentrationen von Thearubiginen behandelt
und nachfolgend die eNOS-Aktivitat in den Zellen gemessen. Vergleichend wurden zu-
dem die Zellen mit 100 uM EGCG und 100 pl schwarzem Assam-Tee (ST) behandelt.
Es kam zu einem potenten konzentrationsabhangigen Anstieg der eNOS-Aktivitat in
den BAEC. 30 pg/ml Thearubigine aktivierten die eNOS ungeféahr im gleichen Mal3e wie
100 pM EGCG und 100 pl schwarzer Assam-Tee (Abb. 21).

500 *
n= * *
o 400 |
re) *
S
T 300
0
X
@ 200
o
=
“nnll
0
K 5 10 20 30 100 100
Mg/ml MM ML
Thearubigine EGCE 8T

Abb. 21: Messung der eNOS-Aktivitat durch Thearubigine in lebenden Zellen. BAEC wurden 15 min
mit Thearubiginen behandelt. Als Kontrolle diente Wasser und als Vergleich 100 pl schwarzer
Assam-Tee (ST) sowie 100 uM EGCG. Die Daten sind Mittelwerte £+ SEM von der genannten
Anzahl von Experimenten. *: p < 0,05 (Signifikanz gegenuber der Kontrolle)

Im Western Blot sollte die Phosphorylierung des Enzyms, das verantwortlich ist fur die
Produktion von NO, an Ser'*”® untersucht werden. Auch hier ergaben sich gleiche Er-
gebnisse, wie beim vorher geschilderten Versuch. In Abbildung 22 ist zu sehen, dass
die eNOS an Ser''”® ab 20 pg/ml Thearubigine im gleichen AusmaR phosphoryliert
wurde wie bei 100 uM EGCG und 100 pl schwarzem Assam-Tee. Wasser und 5 pg/ml

Thearubigine fihrten dagegen zu keiner Phosphorylierung des Enzyms.
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Abb. 22: Nachweis einer Phosphorylierung an Ser''”® durch Thearubigine im Western Blot. BAEC
wurden 15 min mit Thearubiginen behandelt und daraufhin lysiert. Als Vergleich diente 100 pM
EGCG und 100 pl schwarzer Assam-Tee (ST). Es wurde mit einem phosphospezifischen
eNOS-Antikorper gegen Ser''”® gearbeitet. Als Kontrolle diente ein anti-eNOS Antikorper. Der

Western Blot ist reprasentativ fur drei unabhangige Experimente.

Auch im physiologischen Modell erzeugten die Thearubigine eine sehr ausgepréagte Va-
sodilatation. Bei einer Konzentration von 5 pg/ml wurden die Ringe bis zu 20% der Vor-
kontraktion dilatiert. Die gesamte Relaxation konnte wiederum durch eine Vorinkubation
der Aortenringe mit dem spezifischen NOS Inhibitor L-NAME verhindert werden (Abb.

23).
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Abb. 23: Aortenrelaxation durch Thearubigine. Thearubigine wurden kumulativ zu den mit
Phenylephrin vorkontrahierten Ringen gegeben. Ausgewdhlte Ringe wurden vor Zugabe von
Thearubiginen mit 1 mM L-NAME vorinkubiert. Als Kontrolle diente Wasser. Graphisch ist die
Relaxation als prozentualer Anteil der maximalen Phenylephrin-induzierten Vorkontraktion dar-
gestellt. Die Daten sind Mittelwerte + SEM von der genannten Anzahl von Experimenten.
*: p < 0,05 (Signifikanz gegenuber der Kontrolle)
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5 DISKUSSION

In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass stark fermentierter schwarzer As-
sam-Tee in Bezug auf endotheliale Parameter wie NO-Produktion und Vasodilatation
genauso potent ist wie griner Assam-Tee. Die Wirksamkeit des griinen Tees ist, wie in
vielen Studien bereits beschrieben, nachweislich an das Vorhandensein von Catechi-
nen gebunden. Wéahrend im griinen Assam-Tee Catechine in gro3en Mengen zu finden
sind, enthalt der schwarze Assam-Tee kaum Catechine. Deshalb ist das in dieser Arbeit
nachgewiesene Untersuchungsergebnis, dass der schwarze Assam-Tee vergleichswei-

se eine ahnliche Wirkung auf die Endothelfunktion zeigt, von besonderer Bedeutung.

5.1 Wirkung von Tee auf kardiovaskulare Erkrankungen
5.1.1 Gruner Tee

Die zahlreichen Studien bezlglich des gesundheitsférdernden Effektes von griinem Tee
scheinen generell relativ einheitlich zu sein. Viele Studien zeigen eine inverse Bezie-
hung zwischen der Aufnahme von grinem Tee und der Entstehung bzw. Progression

von kardiovaskularen Erkrankungen [61].

Sato et al. fuhrten erstmals eine vierjahrige Kohorten-Studie an 5910 Japanern durch.
Sie wiesen nach, dass der Konsum von griinem Tee signifikant die Entwicklung eines
Schlaganfalls senkt [62]. Die Forschungsgruppe von Nakachi et al. begutachtete 11 —
13 Jahre lang in einer prospektiven Kohorten-Studie mit 8552 Probanden u. a. das rela-
tive Risiko, an einer kardiovaskularen Krankheit zu sterben. Dabei sank dieses Risiko
mit ansteigendem Konsum von griinem Tee [63]. Sasazuki et al. untersuchten die Be-
ziehung zwischen dem Trinken von Tee und der Entwicklung einer KHK bei Frauen und
Mannern. Sie fanden heraus, dass griner Tee zumindest bei den Mannern einen pro-
tektiven Effekt besitzt [64]. Eine tendenzielle Assoziation zwischen griinem Tee und
Mortalitatsrate zeigten Iwai et al. in ihren Untersuchungen. Dass es in dieser Studie kei-
ne signifikanten Effekte auf das kardiovaskulédre System gab, konnte daran liegen, dass
die Anzahl der Probanden zu gering war [65]. Sano et al. beobachteten in einer Studie

an Japanern, dass mit steigendem Teekonsum ein verringertes Risiko fur die Entwick-
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lung einer KHK besteht. Jedoch rdumen sie ein, dass der antiatherosklerotische Effekt
auch mit der Ernédhrung der Japaner zusammenhangen konnte [5]. Die grol3 angelegte
,Ohsaki Studie von Kuriyama et al. zeigte, dass Trinken von grinem Tee mit einem
reduzierten kardiovaskularen Risiko und einer Senkung der Gesamt-Mortalitatsrate ver-
bunden ist [8]. Diese prospektive Kohorten-Studie bestatigt die bisherigen Schlussfolge-
rungen aus kleineren Kohorten-Studien Uber den inversen Zusammenhang zwischen

kardiovaskularen Erkrankungen und der Aufnahme von griinem Tee.

Der Wert der vorliegenden Arbeit besteht darin, dass Uber die Untersuchungsergebnis-
se der hier aufgefiihrten Studien hinaus nachgewiesen wurde, dass bestimmte Inhalts-
stoffe aus grinem Assam-Tee die eNOS-Aktivitat in Endothelzellen steigern und in Rat-
tenaortenringen eine Vasodilatation ausldsen. Es ist anzunehmen, dass so u. a. der
protektive Effekt von grinem Tee auf die Endothelfunktion entsteht und kardiovasku-

laren Erkrankungen vorgebeugt wird.

5.1.2 Schwarzer Tee

(1) Epidemiologische Studien

Betrachtet man die Studien bezlglich der Wirkung von schwarzem Tee auf das kardio-
vaskuléare System, sind diese zum Teil widersprtchlich. Wahrend einige Studien protek-
tive Effekte von schwarzem Tee auf das kardiovaskulare System beschreiben, werden
in einer Reihe anderer Studien gegenteilige Auffassungen vertreten. Es existieren zu-

dem weitaus weniger Studien zu diesem Thema als beim griinen Tee.

Zu den Studien, die einen protektiven Effekt von schwarzem Tee nachgewiesen haben,
gehort die ,Rotterdam-Studie®, die in den 90er Jahren von Geleijnse et al. durchgefuhrt
wurde. In dieser Studie konnte eine statistisch signifikante entgegengesetzte Beziehung
zwischen schwarzem Teekonsum und fortgeschrittener Atherosklerose der Aorta, v. a.
bei Frauen, nachgewiesen werden [6]. D. h., je mehr Tee konsumiert wurde, desto we-
niger Atherosklerose trat bei den Probandinnen auf. AuRerdem gab es einen statistisch
signifikanten Zusammenhang zwischen niedrigem Teekonsum und dem schwersten

Grad der Atherosklerose der Aorta. Bei der Auswertung der ,,Zutphen-Elderly-Studie” in
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den Niederlanden fanden Hertog et al. eine negative Korrelation zwischen der Mortalitat
aufgrund KHK und der Teeaufnahme der Probanden [66]. Zu einem &hnlichen Ergebnis
kam die ,Boston-Area-Health-Studie“. Manner und Frauen, die ein Jahr lang eine oder
mehrere Tassen Tee tranken, hatten ein 44% geringeres Risiko, einen Myokardinfarkt
zu erleiden, als die Kaffee trinkenden Probanden [67]. Obwohl in dieser Studie die Tee-
sorte, die konsumiert worden ist, nicht benannt wurde, ist davon auszugehen, dass die
Manner und Frauen schwarzen Tee getrunken haben, denn die Autoren begriinden den
protektiven Effekt des Tees auf das kardiovaskuldre System u. a. mit Flavonoiden aus
schwarzem Tee. Mukamal et al. fanden in ihrer prospektiven, multizentrischen Studie
heraus, dass der selbst angegebene Teekonsum Uberlebender eines akuten Myokard-
infarkts im Jahr vor dem Infarkt mit einer niedrigeren Mortalitat nach dem Infarkt ver-
bunden war. Dieses Ergebnis galt fur die Gesamtmortalitat als auch fur die kardiovasku-
lare Mortalitat. Allerdings wird in dieser Studie darauf hingewiesen, dass dieser Effekt
weder eindeutig dem griinen noch dem schwarzen Tee zugeordnet werden kann, da die
Teeart nicht differenziert wurde. Jedoch wurde zur Zeit der Studie in den USA haupt-
sachlich schwarzer Tee konsumiert [4]. In einer Studie von Hakim et al. konnte gezeigt
werden, dass bereits das Trinken von mehr als sechs Tassen schwarzem Tee am Tag

die Pravalenz der KHK signifikant senkt [68].

Im Unterschied zu den eben aufgefluhrten Studien gibt es Studien, wie z. B. die Kohor-
ten-Studie von Sesso et al., die keinen signifikanten Zusammenhang zwischen dem
Konsum von schwarzem Tee und einem reduzierten Risiko fur das Auftreten von
kardiovaskularen Krankheiten nachweisen konnten [69]. Woodward et al. beschrieben
eine schwach positive Assoziation von schwarzem Teekonsum auf die Herzinfarkt-
Mortalitat in einer schottischen Herzgesundheitsstudie [13]. Des Weiteren wurde bei
einer Studie von Hertog et al. in einer walisischen Population gezeigt, dass der Konsum
von schwarzem Tee positiv mit der Inzidenz der ischamischen Herzkrankheit korreliert
[70]. Die Autoren diskutierten hier, dass der Zusatz von Milch im schwarzen Tee, wie es
im Vereinigten Konigreich weit verbreitet ist, moglicherweise eine Erklarung fur das
Fehlen des protektiven Effektes des Tees in ihrer Studie sein kbnnte. An dieser Vermu-
tung setzten Studien, wie z. B. die Studie von Lorenz et al. an, die nachweist, dass die
Zugabe von Milch in den schwarzen Tee seine gesundheitsfordernden Effekte auf die

Endothelfunktion und NO-Produktion verhindert [71]. Andere Studien, wie beispielswei-
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se die Studie von Kyle et al., zeigten, dass der Zusatz von Milch keinen Einfluss auf die
antioxidative Kapazitat von Polyphenolen aus schwarzem Tee hat. Zudem fanden sie
heraus, dass die Aufgusszeit die Bioverfligbarkeit der Polyphenole stark beeinflusst
[72]. Aufgrund dieser neuen Erkenntnisse ist zu prifen, ob einzelne Gewohnheiten der
Teetrinker, wie z. B. der Zusatz von Milch in den Tee oder die Aufgusszeit, in den oben
genannten Studien bertcksichtigt wurden. Zudem fehlen Studien, die den Zusammen-
hang zwischen Teekonsum und Milchzugabe ndher untersuchen. Hakim et al. wiesen in
ihrer Studie bereits auf das Problem hin, dass aufgrund z. B. verschiedener Teesorten
oder Teezubereitungsmaoglichkeiten unterschiedliche Polyphenolkonzentrationen im
Tee vorkommen. Sie erstellten eine Teedatenbank nach der Analyse von 40 Teeproben
von schwarzen Tee und zeigten damit, dass die Teeblattkonzentration und die Aufguss-
zeit einen grofRen Einfluss auf die Polyphenolkonzentration in heil3en Teegetranken ha-
ben. Ihrer Meinung nach sollten in allen Studien Informationen Uber den Teetyp, die
Teezubereitung und die Menge des Teekonsums zu finden sein [73]. Andere Autoren
diskutierten, dass der Zeitraum, in dem die Studien durchgefihrt wurden, zu kurz sei.
So zeigten Mukamal et al., dass Teekonsum in einem Zeitraum von sechs Monaten
noch nicht zur Senkung von kardiovaskularen Risikofaktoren, wie z. B. Lipide oder Ad-
hasionsmolekiile, fuhrt. In dieser Studie wurden Probanden mit entweder Diabetes oder
kardiovaskularen Risikofaktoren in zwei Gruppen eingeteilt und sollten sechs Monate
lang jeden Tag drei Tassen Wasser oder drei Tassen schwarzen Tee trinken. Die
kardiovaskularen Risikofaktoren wurden am Anfang und am Ende der sechs Monate
gemessen [74]. Zu einem ahnlichem Ergebnis kam die Studie von Bingham et al.. Hier
konnte nach einem Zeitraum von vier Wochen ebenfalls kein signifikanter Unterschied
zwischen dem Einfluss von schwarzem Tee und Placebo auf Blutdruck und Blutfette
festgestellt werden [75]. Ein vollig anderes Ergebnis erhielten Yokozawa et al.. Sie un-
tersuchten die Auswirkungen von japanischem schwarzen Tee auf die Cholesterinwerte
im Blut von Ratten. Die Tiere erhielten eine cholesterinhaltige Kost. Dazu wurde ihnen
taglich 20 Tage lang in Wasser geloster Tee zugefiihrt, eine Kontrollgruppe erhielt da-
gegen nur Wasser. Die Forschungsgruppe stellte fest, dass die Cholesterinwerte in den
Ratten, die den schwarzen Tee erhielten, signifikant gesenkt wurden. Gleiche Effekte

wurden auch bei den LDL-Cholesterinwerten im Blut festgestellt [76].
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Aufgrund der inkonsistenten Studien von schwarzem Tee in Bezug auf das kardio-
vaskulare Risiko verglichen einige Autoren mehrere Studien miteinander, um herauszu-
finden, ob schwarzer Tee einen protektiven Effekt besitzt oder nicht. Auch hier ergaben
sich unterschiedliche Resultate. Eine Meta-Analyse von Peters et al. zeigte ein mit ver-
mehrtem Teekonsum ansteigendes Risiko fur die KHK im Vereinigten Konigreich und
fur den Schlaganfall in Australien [12]. Gardner et al. verglichen klinische und epidemio-
logische Studien zum Thema Tee in dem Zeitraum von 1990 bis 2004. Sie kamen da-
gegen zu dem Ergebnis, dass der schwarze Tee generell einen positiven Effekt auf die
kardiovaskulare Gesundheit hat. Eine klare Aussage wurde fur die KHK gefunden. Die
Forscher konnten Belege daflr finden, dass bereits drei Tassen schwarzer Tee pro Tag
das Risiko der KHK senken. Der Gehalt an Antioxidantien verbesserte sich ab einem

Konsum von sechs Tassen schwarzen Tee pro Tag [77].

Die in der hier vorliegenden Arbeit gefundenen Ergebnisse deuten ebenfalls darauf hin,
dass stark fermentierter schwarzer Assam-Tee bezlglich gesundheitsfordernder Effekte
die gleichen Wirkungen auf das kardiovaskulare System hat wie griner Tee. Ob der
Zusatz von Milch oder andere Faktoren moglicherweise die protektiven Effekte von
schwarzem Tee mindert, ist noch nicht abschlieRend geklart; er kdnnte aber teilweise
die fehlenden Effekte auf das kardiovaskulare System in einigen Studien erklaren. Eine
andere Ursache fir die zum Teil widersprichlichen epidemiologischen Ergebnisse von
schwarzem Tee kdnnte im geringen Gehalt von Catechinen liegen. Zudem variiert die-
ser in den verschiedenen schwarzen Teesorten haufig. Vergleicht man z. B. die Kon-
zentrationen der Catechine im schwarzen Tee aus der Studie von Jochmann et al. mit
denen in dieser Arbeit, so findet sich im schwarzen Darjeeling-Tee nach der Fermenta-
tion ein hoherer Gehalt an Catechinen (560 uM) als im schwarzen Assam-Tee (28,0
pMM) [11]. Jedoch Uberwiegen beim schwarzen Assam-Tee im Vergleich zu den Cate-
chinen (28,0 uM) die Theaflavine (40,2 uM). Die Konzentrationen der Catechine sind in
dem in dieser Arbeit verwendeten schwarzen Assam-Tee sehr gering, da sie wahrend
der Fermentation fast vollstandig oxidiert wurden. Durch den Fermentationsprozess
entstanden vier verschiedene Theaflavine. Diese waren jedoch in geringeren Konzen-
trationen vorhanden (40,2 pM) als die Catechine im griinen Assam-Tee (1226,0 uM)

wie man aus Tabelle 2 und 3 entnehmen kann.
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(2) Studien zur Endothelfunktion

Weitere Forschungsgruppen haben sich mit den Auswirkungen des schwarzen Tees auf

die Endothelfunktion beschaftigt.

Dass schwarzer Tee und die darin enthaltenen Polyphenole die eNOS-Aktivitat erho-
hen, zeigten Anter et al. bereits an kultivierten Endothelzellen, jedoch haben sie die ein-
zelnen Bestandteile nicht quantifiziert und die Polyphenole als Fraktion verwendet [53].
Des Weiteren existieren Studien zu schwarzem Tee, die dessen Effekte auf die Endo-
thelfunktion in vivo untersuchten. Es wurden auch hier gesundheitsfordernde kardio-
vaskulére Effekte beschrieben. Duffy et al. zeigten in ihrer Studie, dass der Konsum von
schwarzem Tee die endotheliale Dysfunktion an Patienten mit dokumentierter KHK
vermindert. Dabei untersuchten sie sowohl einen kurzfristigen als auch einen langfris-
tigen Effekt des Tees. Der kurzfristige Effekt wurde zwei Stunden nach Konsum von
450 ml schwarzem Tee per Gefalultraschall an der A. brachialis erfasst. Die Ver-
gleichsgruppe dagegen trank die gleiche Menge Wasser. Der Konsum von 900 ml
schwarzem Tee oder Wasser taglich tUber vier Wochen sollte den langfristigen Effekt
darstellen. Die Relaxation der Arterie verbesserte sich sowohl durch kurzfristigen als
auch langfristigen Konsum von schwarzem Tee im Vergleich zum Wasserkonsum [9].
Hogdson et al. stellten fest, dass schwarzer Tee das kardiovaskulare Risiko reduziert
und die vasodilatierende Funktion von Gefal3en verbessert [10]. Eine Studie von Joch-
mann et al. zeigt, dass griiner und schwarzer Tee den gleichen Effekt auf die Verbesse-
rung der Endothelfunktion haben [11]. Neben Messung der Vasodilatation an der A.
brachialis per Ultraschall wurden wie in der hier vorliegenden Arbeit die eNOS-
Aktivierung und die Vasorelaxation in Rattenaortenringen untersucht. Beide Teesorten
zeigten vergleichbare Effekte hinsichtlich NO-Produktion und Vasodilatation. Die For-
schungsgruppe verwendete fir ihre Untersuchungen die Teesorte Darjeeling. Bei dieser
Teesorte werden die Catechine wéhrend der Fermentation nicht vollstdndig zu Theafla-
vinen und Thearubiginen oxidiert. Die Konzentration von EGCG verringerte sich bei der
schwarzen Teesorte nach der Fermentation jedoch um die Halfte. In der Studie wird
bereits vermutet, dass die Theaflavine und Thearubigine aus dem schwarzen Darjee-
ling-Tee das Fehlen der Catechine ausgleichen kdnnten. Auf der anderen Seite kann
aufgrund des hohen Catechingehaltes in der schwarzen Teesorte nicht ausgeschlossen
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werden, dass der gesundheitsférdernde Endotheleffekt in der Studie durch die Catechi-

ne unterstitzt wird.

Die Vermutung von Jochmann et al. [11], dass die Theaflavine und Thearubigine das
Fehlen der Catechine im schwarzen Tee ausgleichen kénnten, kann in der hier vorlie-
genden Arbeit bestatigt werden, da der schwarze Assam-Tee weit weniger Catechine
enthalt als der schwarze Darjeeling-Tee und trotzdem die gleiche Wirkung hat wie der
grine Assam-Tee. Jedoch wurde in der hier vorliegenden Arbeit die Wirkung des As-

sam-Tees auf die Endothelfunktion in vivo nicht untersucht.

5.2 Wirkung einzelner Teeinhaltsstoffe auf das kardiovaskulare System
5.2.1 Catechine

(1)  Protektive Wirkung der Catechine

Da viele epidemiologische Studien darauf hindeuten, dass die Catechine aus dem Tee
einen grof3en Teil zu den protektiven Effekten auf das kardiovaskulare System beitra-
gen, wurden sie bezuglich ihrer Wirkung an Gefal3en bereits von verschiedenen For-

schungsgruppen untersucht.

In vivo fuhrte eine Konzentration von 300 mg EGCG nach zwei Stunden in der mensch-
lichen A. brachialis zu einer Vasodilatation [78]. Dazu muss jedoch erwahnt werden,
dass dies eine Konzentration des EGCG ist, bei der man sehr viel Tee pro Tag trinken
muss, um im Blut diese Mengen messen zu kénnen. Aus diesem Grund ware der Ein-
satz von EGCG in der Pharmakotherapie eine Option. In der Studie von Huang et al.,
die die vier Catechine (EC, ECG, EGC und EGCG) an Mesenterialgefalen auf Vasore-
laxation testeten, fihrte EGCG unter allen anderen Catechinen zu der ausgepréagtesten

Vasodilatation an mit Phenylephrin vorkontrahierten Rattenaortenringen [23].

In der hier vorliegenden Arbeit I6ste EGCG bei Konzentrationen von 0,1 bis 10 uM eine
NO-abhangige Vasodilatation an Rattenaortenringen aus, die bis zu 40% der Vorkon-
traktion reichte. Interessant war zudem, dass auch ECG zu einer geringen Aktivierung

der eNOS und zu einer Vasodilatation in den Rattenaortenringen fuhrte (siehe Abb. 5, 6
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und 8). Das kdnnte daran liegen, dass sowohl EGCG als auch ECG eine Gallatgruppe
in 3-Position am C-Ring besitzen (siehe Abb. 1), die anderen beiden Catechine jedoch
nicht [79]. In mehreren Studien wurde beschrieben, dass die beiden Catechine mit den
Gallatgruppen in 3-Position am C-Ring physiologisch potenter sind als die Ubrigen Ca-

techine [26, 80 — 82].

(2)  Problem der Bioverfugbarkeit

Die Bioverfugbarkeit von Catechinen aus grinem Tee ist generell gering [83]. Im Plas-

ma besitzen Catechine eine kurze Halbwertszeit von zwei bis drei Stunden [84].

Manach et al. untersuchten Daten von 97 Studien, die die Kinetik und das Ausmal3 der
Polyphenolabsorbtion bei Erwachsenen nach Aufnahme von einzelnen Polyphenoldo-
sen als reine Substanz, als Pflanzenextrakt oder als Getrank/Nahrung untersuchten. Sie
fanden heraus, dass sich die Bioverfligbarkeit zwischen den einzelnen Catechinen un-
terscheidet. Die Catechine, die eine Gallatgruppe besitzen, werden weniger resorbiert,
als Catechine ohne Gallatgruppe. EGCG ist aul3erdem das Catechin, das im Plasma
meist in ungebundener Form vorliegt. Die anderen Catechine sind mit Glucuronsaure
und/oder mit Sulfatgruppen konjugiert. Insgesamt werden Catechine schnell aus dem
Korper eliminiert [85]. In einer Studie von Warden et al. wurde die Bioverfligbarkeit von
Catechinen aus schwarzem Tee untersucht. Auch hier war festzustellen, dass die Bio-
verflgbarkeit der Catechine eher gering ist. EGCG, das von den Catechinen am meis-
ten im schwarzen Tee vorhanden war, hatte die geringste Plasmakonzentration. Es ist
anzunehmen, dass die Catechine zudem metabolisiert wurden und so nicht mehr

nachweisbar waren [86].

In diesem Zusammenhang muss erwdhnt werden, dass die Konzentrationen der einzel-
nen Catechine in den Zellkulturexperimenten sehr hoch waren und nach Konsum von
grinem Assam-Tee im menschlichen Plasma nicht erreicht werden kénnen. Jedoch
Ubten bereits viel geringere Konzentrationen der Inhaltsstoffe an den Rattenaortenrin-
gen eine Vasodilatation aus, was in vorherigen Studien auch bereits gezeigt worden ist

[24]. EGCG, beispielsweise, relaxierte die Aortenringe schon bei 1 und 2,5 uM. Dies
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sind Konzentrationen, die nach dem Trinken von Tee oder oraler EGCG-Gaben im

menschlichen Plasma gemessen wurden [87, 88].

5.2.2 Theaflavine

(1)  Protektive Wirkung der Theaflavine

Da schwarzer Assam-Tee weniger Catechine enthalt als gruiner, ist es nahe liegend,
dass Theaflavine, die wahrend des Fermentationsprozesses aus den Catechinen ent-
stehen, fur die eNOS-Aktivierung und die NO-abhangige Vasodilatation verantwortlich

sind.

Theaflavine besitzen, wie ebenfalls auch die Catechine, starke antioxidative Eigen-
schaften, die bereits von verschiedenen Forschungsgruppen untersucht wurden [89 —
91]. Dabei wurde gezeigt, dass TF3 von allen Theaflavinen die starksten antioxidativen
Eigenschaften besitzt. Leung et al. fanden heraus, dass TF3 sogar eine hohere antioxi-
dative Potenz beziiglich der Oxidation von menschlichen LDL besitzt als EGCG [92].
Untersuchungen haben gezeigt, dass die Theaflavine bei anderen biologischen Eigen-
schaften, beispielsweise bei der Hemmung der HIV-I Replikation, eine gréRere Wirkung
zeigten als die Catechine [93]. Die starkere biologische Aktivitat von TF3 wurde des
Weiteren von Liang et al. beschrieben. TF3 erwies sich als potenter in der Hemmung
der Krebszellproliferation als EGCG [94]. TF3 besitzt zudem gegeniuber EGCG eine
hohere antifungale Wirkung [95]. Bezogen auf die antibakterielle Wirkung sind EGCG
und TF3 jedoch gleich stark [96 — 98].

In Bezug auf die eNOS-Aktivierung konnte bei den Theaflavinen im Vergleich zu den
Catechinen eine hthere Potenz festgestellt werden (siehe Abb. 5 und 10). Bei der Sti-
mulierung der eNOS war TF2A 1,5-fach, TF2B 3-fach und TF3 5-fach potenter als
EGCG. TF1 hatte keine Wirkung, was eventuell daran liegen kdnnte, dass TF1 als ein-
ziges Theaflavin keine Gallatgruppe besitzt. TF3 besitzt dagegen als einziges Theafla-
vin zwei Gallatgruppen und war in diesen Versuchen am potentesten. Aus den in Kapi-
tel 4.3 der hier vorliegenden Arbeit beschriebenen Versuchen lasst sich schliel3en, dass

die Umwandlung der Catechine in Theaflavine wéhrend des Fermentationsprozesses
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deren biologische Aktivitat nicht negativ beeinflusst, sondern eher noch verstarkt. Trotz
der héheren Potenz der Theaflavine gegeniiber den Catechinen hinsichtlich der eNOS-
Aktivierung und der NO-abhangigen Vasodilatation sind sie, da sie nur in geringen Kon-
zentrationen im schwarzen Tee vorhanden sind, vermutlich allein nicht ausreichend, um
das Fehlen der Catechine im schwarzen Tee auszugleichen. Mdglicherweise sind noch
andere Teeinhaltsstoffe fur die positiven kardiovaskularen Wirkungen des schwarzen

Tees verantwortlich.

(2)  Problem der Bioverfugbarkeit

Es existieren nur wenige Studien Uber den Plasmaspiegel von Theaflavinen beim Men-
schen. Dennoch konnte im Rahmen der Studie von Mulder et al., in der zwei gesunde
Probanden 700 mg Theaflavine zu sich nahmen, was ca. 30 Tassen schwarzem Tee
entsprach, nach zwei Stunden die héchste Plasmakonzentration von 1,0 pg/l per HPLC-
Massenspektrometer gemessen werden. Inwiefern sich dieser Konsum auf die Gefal3-
funktion auswirkte, wurde jedoch nicht untersucht. Aul3erdem wurde nicht zwischen den

einzelnen Theaflavinen differenziert [99].

In Auswertung der hier vorliegenden Untersuchung muss festgestellt werden, dass,
ahnlich wie bei den Catechinen, durch den Konsum von schwarzem Assam-Tee im
Normalfall keine so hohen Konzentrationen der einzelnen Theaflavine im menschlichen
Plasma erreicht werden, wie sie in den Zellkulturexperimenten eingesetzt wurden. Je-
doch relaxierte TF3 bereits bei einer Konzentration von 0,2 uM die Rattenaortenringe.
EGCG dagegen dilatierte die Aortenringe erst bei 1 uM und 2,5 uM (siehe Abb. 13).
Deshalb kann davon ausgegangen werden, dass die Theaflavine eine wichtige Sub-

stanzgruppe im schwarzen Tee darstellen.
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5.2.3 Thearubigine

Im schwarzen Tee entstehen neben den Theaflavinen durch den Fermentationsvorgang

Thearubigine in grol3en Mengen.

Der Begriff Thearubigine bezieht sich auf eine heterogene Gruppe von Substanzen mit
verschiedenen Molekulargewichten. Daher war es fur die hier vorliegende Arbeit nicht
maoglich, die Substanz in Molaritdt anzugeben. Es existiert zudem keine anerkannte Me-
thode fir die Messung von Thearubiginkonzentrationen in schwarzem Tee [100]. Des-
halb konnten die Thearubigine auch nicht in der Konzentration, wie sie im Assam-Tee
vorzufinden waren, in den Versuchen eingesetzt werden. Die Thearubigine sind eine
Fraktion, die per HPLC-Analyse nicht eindeutig quantifizierbar ist. Bekannt ist jedoch,
dass Thearubigine ca. 60% der Teefeststoffe ausmachen. Sie werden fur die typische
rot-braune Farbe des schwarzen Tees verantwortlich gemacht [60]. Wie viele andere
Substanzen aus dem Tee besitzen auch die Thearubigine antioxidative Eigenschaften
[17, 101]. Mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit tragen auch sie zur biologischen Wirksam-
keit des schwarzen Tees bei; sie fuhrten in den vorliegenden Versuchen zu einer star-
ken eNOS-Aktivitat und Vasodilatation in Endothelzellen. Bisher gibt es neben Untersu-
chungen hinsichtlich ihrer antioxidativen Eigenschaften Studien zu antiklastogenen, an-
timutagenen, antikanzerogenen und antiinflammatorischen Eigenschaften der Thearu-
bigine [102 — 105].

5.2.4 Weitere Teebestandteile

Um herauszufinden, inwiefern neben Catechinen, Theaflavinen und Thearubiginen noch
andere Teeinhaltsstoffe an der in der Literatur beschriebenen biologischen Wirksamkeit
des Teegetrankes beteiligt sind, wurden in der hier vorliegenden Arbeit weitere im gru-
nen und schwarzen Assam-Tee vorkommende Bestandteile auf Aktivierung der eNOS
getestet. Es wurden dabei Teeinhaltsstoffe gewéhlt, deren Konzentrationen per HPLC-
Analyse bestimmt werden konnten: Caffein, Theobromin und Theogallin.
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(1) Caffein

Wie in Kapitel 1.2 bereits erwahnt, hangt der Gehalt der Caffeine im Tee von mehreren
Faktoren ab [14, 15]. Caffein besitzt ein relativ breites Wirkungsspektrum. Dieses Alka-
loid, welches das zentrale Nervensystem stimuliert, den Puls steigert, die Organdurch-
blutung verbessert, zur Bronchodilatation fihrt, und die Harnbildung sowie die Darmpe-
ristaltik anregt [106], kommt sowohl im griinen als auch im schwarzen Tee vor. Somit ist
zu vermuten, dass das Caffein einen Anteil an den gunstigen kardiovaskuléaren Eigen-
schaften von griinem und schwarzem Tee hat. Chemisch &hnelt es dem Adenosin. Es
besetzt dieselben Rezeptoren und wirkt somit als Antagonist. Daraus resultieren die
meisten pharmakologischen Wirkungen von Caffein, v. a. die zentral erregende Wirkung
[107]. Obwohl in einer Studie von Umemura et al. Untersuchungen auf eine endothel-
abhangige Vasodilatation durch einen Anstieg der NO-Produktion in den BlutgefalRen
des Unterarms durch Caffein hindeuten [58], fuhrte Caffein in der hier vorliegenden Ar-
beit zu keiner eNOS-Aktivierung. Somit muss diese Dilatation entweder auf einem an-
deren Mechanismus beruhen oder nur hohe Konzentrationen von Caffein, die jedoch
nicht mehr physiologisch sind, aktivieren die eNOS in den Endothelzellen. Andere Stu-
dien weisen Caffein eher einen vasokontraktilen Effekt an Blutgefalien des Armes zu
[108]. Karatzis et al. stellten fest, dass die orale Zufuhr von Caffein an der Aorta zu ho-
heren Blutdruckwerten fuhrt, an peripheren Blutgefaf3en jedoch keine Blutdruckande-
rung festzustellen ist [109]. So scheinen die Ergebnisse auch bei dieser Substanz aus-
einander zu gehen. Auch wenn Caffein einen vasodilatierenden Effekt haben sollte, so
ist dieser Effekt vermutlich nicht Uber die Aktivierung der eNOS zurickzufuhren. Eine
Studie von Tabrizchi et al. zeigt, dass die Vasodilatation in Mesenterialgefal3en Uber
Adenosin und seinen Adenosinrezeptor ausgeldst wird [110]. Daraus lasst sich ableiten,

dass Caffein in diesem Fall eventuell als Agonist wirken kénnte.

(2) Theobromin

Das Alkaloid Theobromin ist die unmittelbare Vorstufe von Caffein [111]. Ihm werden,
ebenso wie Caffein, zentral erregende, gefal3dilatierende und entwdssernde Eigen-
schaften zugeschrieben, die aber schwacher ausgepragt sind [16, 106]. Zusatzlich be-

sitzt Theobromin noch antitussive Eigenschaften [112]. Die fur diese Arbeit interessan-
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ten gefal3erweiternden Eigenschaften beziehen sich jedoch eher auf das Bronchialsys-
tem. Dort wurde Theobromin wirksam auf seine bronchodilatierenden Eigenschaften bei
Personen mit Asthma eingesetzt [113]. Es existieren jedoch keine Studien zu einem
vasodilatierenden Effekt von Theobromin auf Endothelzellen. Ein anderes Methyl-
xanthin-Derivat, Pentoxyfyllin, fihrt jedoch zu dieser Relaxation [114]. In den fir diese
Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen konnte Theobromin in den BAEC die eNOS
nicht stimulieren. Es kam eher zu einer Abnahme der eNOS-Aktivitdt. Deshalb kann
davon ausgegangen werden, dass Theobromin keinen Anteil an der Wirkung von Tee
auf NO-Produktion in BAEC und Vasodilatation in isolierten Rattenaortenringen hat.

(3) Theogallin

Theogallin (Galloylchinasaure) ist ein Ester der Gallussdure, dessen Bestimmung in
verschiedenen Teesorten eine Aussage Uber die Qualitat zuldsst [16]. Zu diesem In-
haltsstoff des Tees gibt es bisher sehr wenige Studien. Im Assam-Tee ist der Gehalt an
Theogallin eher gering, denn die flir diese Verbindung nétige Gallussaure kommt in die-
ser Teesorte zu 93% ungebunden vor [115]. Auch die Catechine EGCG und ECG sind
mit Gallusséaure verestert. So lag der Schluss nahe, dass ein Teil dieser chemischen
Struktur fur die biologische Wirksamkeit des Tees mitverantwortlich ist. Dies konnte in
den Versuchen nicht gezeigt werden. Auch dieses Ergebnis bestétigt die Vermutung,
dass sich ein komplexes Zusammenspiel der einzelnen Inhaltsstoffe aus dem Tee posi-

tiv auf den Korper auswirkt.

(4) Propyl Gallat

Um die Effekte von Gallat zu untersuchen, wurde in der hier vorliegenden Arbeit ein
Analogon (Propyl Gallat) eingesetzt, um herauszufinden, ob die Gallatgruppe Bedeu-
tung bei der eNOS-Aktivierung hat. Wang et al. zeigten bereits, dass nur die Catechine
mit einer Gallatgruppe biologisch aktiv sind und eine FS hemmen kénnen. Um heraus-
zufinden, ob dies an den Gallaten liegen kdnnte, untersuchten sie ein Analogon: Propyl
Gallat, das auch die FS hemmte [59]. Daher lag es nahe, das die Gallatgruppe fur die
gesundheitsfordernden Effekte der Polyphenole im Tee eine Rolle spielt, da auch nur
die Catechine (ECG, EGCG) und Theaflavine (TF2A, TF2B, TF3) zu einer eNOS-
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Aktivitat und Vasodilatation fiihrten, die eine oder mehrere Gallatgruppen in 3-Position
bzw. 3"-Position am C-Ring besitzen. Propyl Gallat hatte jedoch in der hier vorliegenden
Arbeit keinen Einfluss auf die eNOS-Aktivitat. Die Substanz besteht aus Gallussaure
und Propanolon. Sie ist keine reine Gallatgruppe. Diese chemische Struktur kbnnte der
Grund fur die fehlende Wirkung der Substanz in diesem Versuch sein. D. h., dass die
Gallatgruppe zwar biologisch aktiv ist, im Zusammenhang mit Propyl jedoch nicht. Zu-
sammenfassend ist festzustellen, dass die Gallatgruppe, abhangig davon, in welcher
Position und wie oft sie sich im Catechin- oder Theaflavingerust befindet, einen wesent-

lichen Anteil an der positiven Auswirkung auf das kardiovaskulare System besitzt.

Da die oben genannten Teebestandteile zu keiner eNOS-Aktivierung in den BAEC fuhr-
ten, wurde auf weitere Untersuchungen wie den Western Blot und die Vasodilatation in
isolierten Rattenaortenringen verzichtet. Die hier vorliegenden Untersuchungsergebnis-
se zeigen, dass weder Caffein, Theobromin noch Theogallin einen protektiven Effekt

auf die Endothelfunktion haben.

5.2.5 Polyphenolgemische

Nachdem die Untersuchungen von Caffein, Theobromin, Theogallin und Propyl Gallat
zeigten, dass die Substanzen keinen Einfluss auf die eNOS-Aktivitat haben, war zu pru-
fen, ob die hohe physiologische Wirksamkeit der Theaflavine im schwarzen Assam-Tee
das Fehlen der Catechine kompensieren kann. Dabei konnten die Thearubigine nicht
bertcksichtigt werden, da sie wie oben bereits erwahnt, eine heterogene Gruppe von

Substanzen mit verschiedenen Molekulargewichten darstellen.

Wie unter Kapitel 4.5 beschrieben, wurden zwei Polyphenolgemische mit den Konzen-
trationen der Catechine und Theaflavine hergestellt, wie sie auch im Originalteegetrank
zu finden sind. Die Polyphenolgemische erreichten nicht die biologische Aktivitat der
Original Assam-Teegetranke. Dies fuhrt zu der Annahme, dass noch weitere, bisher
unbekannte Substanzen aus dem Tee fUr die biologische Wirksamkeit des Tees mit
verantwortlich sind. Negishi et al. untersuchten, ob die Polyphenole aus grinem oder
aus schwarzem Tee den Blutdruck in spontan hypertensiven Ratten mit einem erhdhten

Schlaganfallrisiko effektiver senken. Das Polyphenolgemisch aus dem griinen Tee be-
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stand aus Wasser, Catechinen, Flavonolen und polymerischen Flavonoiden. Das Poly-
phenolgemisch aus dem schwarzen Tee setzte sich dagegen aus Wasser, Thearubigi-
nen, Theaflavinen, Flavonolen und einem kleinen Teil Catechinen zusammen. Beide
Gemische senkten den Blutdruck gleich stark [116]. Auf der einen Seite beweisen die
Ergebnisse von Negishi et al., dass das Polyphenolgemisch aus dem schwarzen Tee im
Vergleich mit dem Polyphenolgemisch des griinen Tees gleich effektiv ist. Auf der ande-
ren Seite werden die Polyphenole im Ganzen betrachtet und nicht differenziert. Werden
die beiden Teesorten wie in der hier vorliegenden Arbeit jedoch hinsichtlich einzelner
bekannter biologisch aktiver Polyphenole (Catechine und Theaflavine) verglichen und
ein individuelles Polyphenolgemisch (= PG A und B) kreiert, konnen die von Negishi et
al. gefundenen Ergebnisse nicht bestétigt werden. In der hier vorliegenden Arbeit war
das PG A potenter als das PG B. Somit lasst sich vermuten, dass neben Catechinen
und Theaflavinen noch weitere Polyphenole einen wesentlichen Teil zu den vasodilatie-
renden Eigenschaften von Tee beitragen. Bisher sind keine genauen Zahlen uber die
Inhaltsstoffe aus dem Tee bekannt. Sano et al. konnten per HPLC-Analyse allein 12
verschiedene Catechine und deren Derivate aus dem Tee differenzieren [117]. Auch
bei den Theaflavinen gibt es mindestens 12 Verbindungen [21]. Die Chemie von Tee ist
somit sehr komplex. Es kdnnten noch viele andere Teebestandteile eine NO-Produktion
und Vasodilatation in Endothelzellen auslésen. Diese sind jedoch nach heutigem For-
schungsstand noch nicht quantifizierbar. Ein anderer wichtiger Grund fur die geringe
Wirksamkeit der beiden Polyphenolgemische auf die NO-Produktion und Vasodilatation
kénnte wahrscheinlich an der kurzen Halbwertszeit der Catechine und Theaflavine im
Zellkulturmedium und Puffer liegen [118, 119]. Tee enthalt sehr viele Antioxidantien, die
die biologisch aktiven Komponenten gegen schnelle Oxidation schiitzen kdnnen. Diese
sind in den Polyphenolgemischen nicht vertreten und die biologisch aktiven Komponen-
ten hatten keinen Schutz vor Oxidation. Es ist daher zu diskutieren, ob ein synthetisch
hergestellter Tee mit allen bisher identifizierten Bestandteilen eine andere Wirkung auf
die in Kapitel 4.5 durchgefuhrten Experimente in dieser Arbeit gehabt hatte. Andere In-
haltsstoffe aus dem Tee wurden nicht beriicksichtigt, weil es zu prifen galt, ob die
Theaflavine, die wahrend der Fermentation bei der Herstellung von schwarzem Tee aus
den Catechinen entstehen, das Fehlen der Catechine in diesem Tee kompensieren
konnen. Dies war nicht der Fall und lasst darauf schliel3en, dass aul3er den Catechinen
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und Theaflavinen noch andere wichtige Inhaltsstoffe, wie beispielsweise die Thearubi-

gine, zu den positiven kardiovaskularen Eigenschaften des schwarzen Tees beitragen.

5.3 Fazit der Diskussion

Trotz nicht einheitlicher epidemiologischer Ergebnisse beziglich der kardiovaskuléren
Wirkungen des schwarzen Tees geht aus dieser Arbeit hervor, dass stark fermentierter
schwarzer Assam-Tee eine vergleichbare Wirkung auf das Gefal3system hat wie griner
Assam-Tee. Mit den Untersuchungen wurde nachgewiesen, dass Theaflavine und
Thearubigine aus dem schwarzen Tee den Mangel an Catechinen im schwarzen As-
sam-Tee groftenteils ausgleichen. Die Bedeutsamkeit der Untersuchungsergebnisse
resultiert aus der Tatsache, dass weltweit mehr schwarzer Tee, insbesondere in Euro-

pa, Nord Amerika und Nord Afrika [120], getrunken wird als griner Tee.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Untersuchung liefert die ersten experimentellen Beweise, dass stark
fermentierter schwarzer Tee im Vergleich zu grinem Tee im Hinblick auf die Induktion
der NO-Produktion in Endothelzellen und Vasodilatation in Aortenringen eine vergleich-

bare Potenz aufweist.

Gruner und schwarzer Assam-Tee fuhrten zu einer vergleichbaren konzentrationsab-
hangigen Vasorelaxation in vorkontrahierten Rattenaortenringen. Diese konnte durch
Vorinkubation mit dem NOS-Inhibitor L-NAME vollstédndig verhindert werden. Dies deu-
tet auf eine NO-abhangige Vasodilatation hin. In Zellkulturexperimenten mit BAEC zeig-
te sich, dass beide Teesorten dosisabhangig die eNOS aktivieren, wobei der schwarze
Tee eine geringfligig hohere Potenz aufwies. Im Western Blot zeigten beide Teegetran-
ke eine etwa gleich starke Phosphorylierung der eNOS an Ser''’®, die zu einer Aktivie-
rung des Enzyms fuhrt. Bei der Analyse der individuellen Teecatechine auf ihre Effekte
auf die zellulare NO-Produktion aktivierte EGCG die eNOS am starksten, wohingegen
ECG das Enzym nur leicht stimulierte. Sowohl im Western Blot als auch bei der Aorten-
relaxation besal3 ECG im Vergleich zu EGCG einen geringeren Effekt. Bei allen unter-
suchten Wirkungen (eNOS-Aktivitat, eNOS-Phosphorylierung und Vasodilatation) zeig-
ten die anderen Catechine keinerlei Effekte. Im schwarzen Tee werden die Catechine
nach der Fermentation in Theaflavine umgewandelt. Von den individuellen Theaflavinen
im schwarzen Tee ergab sich bei der Wirkung auf NO-Produktion, eNOS-
Phosphorylierung und Vasodilatation folgende Reihenfolge: TF3 > TF2B > TF2A. TF1
dagegen bewirkte keine Steigerung der NO-Produktion oder Induktion einer Vasodilata-
tion. Weitere Inhaltsstoffe des griinen und schwarzen Tees, wie Caffein, Theobromin
und Theogallin, hatten keinen Einfluss auf die eNOS-Aktivitdt. Deswegen wurde auf
weitere Versuche zum Nachweis einer Phosphorylierung und Vasodilatation verzichtet.
Die in anschlieRenden Versuchen getesteten Polyphenolgemische aus griinem und
schwarzem Tee (PG A enthielt nur Catechine und Wasser und PG B Theaflavine, die
nicht oxidierten restlichen Catechine und Wasser) zeigten eine Aktivierung der eNOS,
die beim PG A stérker ausgepragt war. Ein vergleichbares Ergebnis wurde auf eNOS-
Phosphorylierung und Aortenrelaxation beobachtet. Dartber hinaus bewirkten die Thea-
rubigine, die wahrend der Fermentation neben Theaflavinen entstehen, einen potenten

konzentrationsabhangigen Anstieg der eNOS-Aktivitat in Endothelzellen. Im Western
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Blot zeigte sich ein konzentrationsabhangiger Anstieg der eNOS-Phosphorylierung an
Ser''” nach Behandlung der Zellen mit dieser Substanzgruppe. Thearubigine relaxier-

ten zudem konzentrationsabhangig die Rattenaortenringe mit starker Potenz.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden wesentliche Inhaltsstoffe identifiziert, die zu den endo-
thelverbessernden Effekten von grinem und schwarzem Tee beitragen. Eine starke
Differenzierung zwischen grinem und schwarzem Tee in Bezug auf die Wirkung der
Tees auf Endothelfunktion ist nicht gerechtfertigt. Inwiefern noch andere Inhaltsstoffe an
der biologischen Wirksamkeit von Tee beteiligt sind, muss in Zukunft weiter untersucht
werden. Die Tatsache, dass weltweit der Teekonsum hauptséchlich aus schwarzem
Tee besteht, unterstreicht die Bedeutung dieser Ergebnisse im Hinblick auf die be-

schriebenen kardiovaskular-protektiven Effekte des Tees.
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7 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

A. brachialis Arteria brachialis

AP Alkalische Phosphatase

APS Ammonium persulfate

BAEC Bovine aortic endothelial cells (bovine Aortenendothelzellen)
BCA Bicinchoninic acid (Bicinchoninsaure)
BCIP 5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat
BH4 Tetrahydrobiopterin

ca® Calciumionen

CaCl, Calciumchlorid

CO; Kohlenstoffdioxid

CAMP Cyclisches Adenosinmonophosphat
cGMP Cyclisches Guanosinmonophosphat
3H Tritium

dest. Destilliert

DMSO Dimethylsulfoxid

DTT Dithiothreitol

EC Epicatechin

ECG Epicatechin-3-gallate

ECL Enhanced chemiluminescence
EDRF Endothelium derived relaxing factor
EDTA Ethylenediaminetetraacetic-acid
EGC Epigallocatechin

EGCG Epigallocatechin-3-gallate

EGTA Ethylene glycol tetra acetic acid
eNOS Endothelial nitric oxide synthase (endotheliale Nitritoxidsynthase)
FAD Flavinadenindinukleotid

FCS Fetal calf serum

FMN Flavinmononukleotid

FS Fettsaure-Synthase

GT Gruner Assam-Tee

H,O Wasser
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NazVO,
NBT
nNOS
NO

High performance liquid chromatography (Hochleistungsflissig-
keitschromatographie)

Horseradish peroxidase (Meerrettichperoxidase)
Heat-shock proteine 90 (Hitzeschockprotein 90)
Intercellular adhesion molecule-1

Inducible nitric oxide synthase (induzierbare Nitritoxidsynthase)
Inositoltrisphosphat

IP3 receptor associated cGMP kinase substrate
Kontrolle

Kaliumionen

Kaliumchlorid

Kilo Dalton

Koronare Herzkrankheit
Kaliumdihydrogencarbonat

Low density lipoprotein
NC-Nitro-L-Argininmethylester
NC-Monomethyl-L-Arginin

NC-Nitro-L-Arginin

Milliamper

Monocyte chemoattractant protein-1
Magnesiumchlorid

Magnesiumsulfat

Minute

Natriumionen

Natriumchlorid
Nikotinamidadenindinukleotidphosphat
Natriumfluorid

Natriumhydrogencarbonat

Nanometer

Nanomolar

Natriumvanadat

Nitro blue tetrazolium

Neuronal nitric oxide synthase (neuronale Nitritoxidsynthase)

Stickstoffmonoxid
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NOS
O,
PBS
PG A
PGB
PI3K
PKA
PKG |
ppm
PVDF
R

RRF
SDS
SEM
Ser
SERCA
ST
TBS
TEMED
TF1
TF2A
TF2B
TF3

U
VECAM-1
VEGF
W

Hg
pl
MM

Nitric oxide synthase (Nitritoxidsynthase)
Molekularer Sauerstoff

Phosphate buffered saline (Phosphat-gepufferte Salzlésung)
Polyphenolgemisch A

Polyphenolgemisch B
Phosphatidylinositol-3-Kinase

Proteinkinase A

Proteinkinase G |

Parts per million = 10° (Teile pro Million)
Polyvinylidenfluorid

Rest

Relative response factors (relative Responsefaktoren)
Sodiumdodezylsulfat

Standard error of the mean (Standardfehler)

Serin

Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca** ATPase
Schwarzer Assam-Tee

Tris-gepufferte Salzldsung
N,N,N",N"-Tetraethylethylendiamin

Theaflavin

Theaflavin-3-monogallate
Theaflavin-3'-monogallate

Theaflavin-3,3 -digallate

Units

Vascular adhesion molecule-1

Vascular endothelial growth factor

Watt

Mikrogramm

Mikroliter

Mikromolar
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