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Einleitung

1 Einleitung

Griinem und schwarzem Tee werden zahlreiche gesundheitsfordernde Wirkungen auf das
Herz-Kreislauf-System zugeschrieben. Insbesondere wird der Schutz vor Arteriosklerose,
Bluthochdruck und die positive Wirkung auf die Gefdf3funktion diskutiert. Darliber hinaus
wurden auch antioxidative Effekte beschrieben. Diese positiven Effekte werden Polyphenolen
zugeschrieben. Griiner und schwarzer Tee sind reich an Polyphenolen, wie dem Catechin
Epigallocatechin-3-gallat (EGCG) im griinen Tee und dem Theaflavin Theaflavin-3,3"-
digallat (TF3) im schwarzen Tee.

Ein géngiges Modell zur Untersuchung vasodilatorischer Eigenschaften von Tee und dessen
Inhaltsstoffen ist das ex vivo Aortenringmodell. Es findet Anwendung in der vaskuldren
Pharmakologie und stellt die in vivo Situation im Blutgefdl nach. Dabei werden in einer
Organbad-Anlage isolierte GefdBringe von Ratten nach Zugabe verschiedener Stimuli auf
ihre Relaxationsfdhigkeit getestet. Dieses Modell wurde auch fiir die folgenden
Fragestellungen verwendet.

Verschiedene Arbeitsgruppen konnten in isolierten Aortenringen eine dosis- und
endothelabhédngige Vasodilatation bei griinem und schwarzem Tee, sowie EGCG und TF3
zeigen (Lorenz et al. 2009 und 2015; San Cheang et al. 2015). EGCG aktivierte in
Endothelzellen iiber eine Signalkaskade die endotheliale NO-Synthase (eNOS) und fiihrte
dadurch zu nachfolgender Stickstoffmonoxidproduktion und Vasodilatation. Die Aktivierung
der eNOS erfolgt iiber verschiedene Proteinkinasen (Reiter et al. 2010).

In diesem Zusammenhang ist bislang ungeklédrt, wie die beschriebene Signalkaskade
vermittelt wird. Es ist unklar, ob rezeptorvermittelte Signalwege involviert sind (Kumazoe et
al. 2013) oder ob Autooxidation der Polyphenole unter Bildung reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS) eine Rolle spielt (Sang et al. 2007; Neilson et al. 2010). /n vitro wurden auch
prooxidative Effekte von Teepolyphenolen beobachtet. Teepolyphenole koénnen selbst
oxidiert werden und dadurch ROS wie das Hyperoxidanion (O,”) oder Wasserstoffperoxid
(H,0,) generieren. Es wird diskutiert, ob die Stickstoffmonoxid (NO’)-vermittelte Relaxation
der Gefde eine redoxempfindliche Reaktion ist, die die Anwesenheit von O,” und H,0,
benotigt (Kim et al. 2007; Auger et al. 2010; Tsai 2017).

In der vorliegenden Arbeit sollte der Frage einer mdglichen Autooxidation von
Teepolyphenolen unter Bildung von ROS nachgegangen werden. Studienergebnisse zur

Autooxidation von EGCG wurden auf griinen und schwarzen Tee, sowie TF3 als Bestandteil
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des schwarzen Tees, erweitert. Damit sind die Ergebnisse flir viele verschiedene
Teepolyphenole anwendbar.

Um die Beteiligung der reaktiven Sauerstoffspezies O,” und H,O, an der Vasodilatation
durch Teepolyphenole zu untersuchen, wurden extra- und intrazellulire Antioxidantien
verwendet (Katalase, Superoxiddismutase, Mangan(IIl)tetrakis(1-methyl-)porphyrin). Dazu
erfolgte die Messung der durch EGCG, TF3, sowie griinen und schwarzen Tee induzierten
Vasodilatation unter dem Einfluss der verschiedenen Antioxidantien. Des Weiteren sollten
Stabilitdtsmessungen von EGCG und TF3 Aufschluss iiber eine mogliche Autooxidation der
Teepolyphenole geben. In einem dritten Untersuchungsabschnitt wurde die durch EGCG,
TF3, griinen und schwarzen Tee generierte Menge an H,O, gemessen.

Die gewonnenen Ergebnisse sollten Aufschluss iiber eine mogliche Beteiligung reaktiver
Sauerstoffspezies an der Vasodilatation von Teepolyphenolen geben und somit zu einem
besseren Verstindnis der positiven Effekte von grilnem und schwarzen Tee auf das Herz-

Kreislauf-System beitragen.
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2 Literaturiibersicht

2.1 Griiner und schwarzer Tee

2.1.1 Allgemeines

Tee ist mit einem pro Kopf-Verbrauch von 40 Liter im Jahr nach Wasser das weltweit am
meisten konsumierte Getréink. Es werden jdhrlich ungefdhr drei Milliarden Kilogramm Tee
produziert und konsumiert. Wahrend in den westlichen Lidndern vorwiegend schwarzer Tee
konsumiert wird, wird in Asien traditionell eher griiner Tee getrunken (Sumpio et al. 2006).
Eine Vielzahl wissenschaftlicher Studien untersuchten die Wirkungen auf verschiedene
Organsysteme und lassen eine positive Wirkung auf kardiovaskuldre Erkrankungen und
einige Krebsformen vermuten. Daneben werden eine blutdrucksenkende Wirkung,
neuroprotektive, sowie antibakterielle, antivirale und antioxidative Effekte vermutet. Auch
wenn diese Ergebnisse sehr viel versprechend sind, bedarf es weiterer Untersuchungen, um
die genaue Wirkung auf den menschlichen Organismus zu verstehen (Cabrera et al. 2006; Li
2018).

Tee wird aus den Blittern und Knospen des immergriinen Teestrauches Camellia sinensis
hergestellt und enthédlt nahezu 4000 bioaktive Substanzen, von denen iiber 200 identifiziert
wurden. Polyphenole sind die Hauptbestandteile des griinen und schwarzen Tees (Mujtaba
und Dou 2012; Kellogg et al. 2017). Abhdngig vom Herstellungsprozess erhdlt man nicht-
fermentierten griinen Tee, halb-fermentierten Oolong Tee oder fermentierten schwarzen Tee
(Wang et al. 2016). Bei der Fermentation kommt es zu einem Oxidationsprozess der
Polyphenole durch die Polyphenoloxidase: Catechine werden zu Theaflavinen und
Thearubigenen umgewandelt. Da griiner Tee nach der Ernte sofort gedampft oder kurz erhitzt
wird, kommt es zur Inaktivierung der Polyphenoloxidase und die Catechine bleiben im
Wesentlichen unveridndert. Bei der Herstellung von schwarzem Tee werden die Blétter nach
der Ernte gewelkt, getrocknet und gerollt. So bleibt die Polyphenoloxidase erhalten und es
entstehen die Theaflavine und Thearubigene, welche dem schwarzen Tee seine typische
schwarze Farbe verleihen und dhnliche physiologische und biochemische Eigenschaften wie
die Catechine aufweisen (Crespy und Williamson 2004; Sumpio et al. 2006). Beim Oolong
Tee wird dieser Oxidationsprozess nach etwa 30 Minuten gestoppt, wihrend er bei der

Herstellung von schwarzem Tee 60-90 Minuten andauert (Sumpio et al. 2006).
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2.1.2 Teeinhaltsstoffe

Die gesundheitsfordernden Effekte in griinem und schwarzem Tee werden den Polyphenolen
zugeschrieben, welche in groBen Mengen enthalten sind, sich jedoch in der
Zusammensetzung und Art der Komponenten unterscheiden (Sang et al. 2011). Die zu den
Polyphenolen gehorenden Flavonoide bestehen aus mindestens zwei aromatischen Ringen,
welche durch eine Carbonbriicke verbunden sind und jeweils mindestens eine
Hydroxylgruppe enthalten (Stangl et al. 2007). Flavonoide werden in sechs Untergruppen
eingeteilt: Flavone, Flavanone, Isoflavone, Flavonole, Flavanole und Anthocyanine.
Flavanole und Flavonole machen 30 % des Trockengewichts frischer Teeblitter aus, zu
welchen auch die Catechine (Flavan-3-ole) gehoren. Die Catechine des griinen Tees
unterscheiden sich in ihrem Hydroxylierungsmuster am B-Ring (R2) und der Anwesenheit
der Galloylgruppe (R1). Die vier wichtigsten Catechine sind (Balentine et al. 1997) (Abb. 1):

Epigallocatechin-3-gallat (EGCQ),

Epigallocatechin (EGC),

Epicatechin-3-gallat (ECG) und

Epicatechin (EC).
EGCG als das Hauptcatechin im griinem Tee tridgt einen Anteil von 10 % an der
Gesamtmasse und zeigt von den Catechinen die hdchste biologische Aktivitdt (Sumpio et al.
2006; Tsai et al. 2017). Eine Tasse griinen Tees enthélt zwischen 20 und 100 Milligramm
(mg) EGCG (Stangl et al. 2006).
Wihrend der Fermentation des schwarzen Tees wird ein Teil der farblosen Catechine des
grimen Tees durch die Polyphenoloxidase zu einer Reihe orange- bis braun-farbener
polymerischer Komplexe, den Theaflavinen, oxidiert (Takemoto et al. 2017). Theaflavine und
Thearubigene sind die Hauptkomponenten im schwarzen Tee. Die wichtigsten Vertreter der
Theaflavine sind (Tu et al. 2016) (Abb. 1):

Theaflavin (TF1),

Theaflavin-3-monogallat (TF2A),

Theaflavin-3"-monogallat (TF2B) und

Theaflavin-3,3 -digallat (TF3).
TF3 ist aufgrund seiner hohen biologischen Aktivitit eines der wichtigsten Theaflavine im
schwarzen Tee (Gao et al. 2016).
Des Weiteren enthalten griiner und schwarzer Tee neben Polyphenolen auch Alkaloide

(Koffein, Theobromin), Aminosduren (hauptsidchlich L-Theanin), Kohlenhydrate, Proteine,
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Chlorophyll, Mineralstoffe (Kalzium, Aluminium, Mangan, Fluoride), fliichtige
Komponenten und andere nicht identifizierte Inhaltsstoffe (Fernando und Soysa 2015).

Der Anteil und die Konzentration der Substanzen im Tee hdngen vom Verarbeitungsprozess,
geographischer Lage, Wachstumsbedingungen der Teepflanze, Art des Tees und Zubereitung
des Aufgusses ab (Cabrera et al. 2006).

OH
OH
oo N
® "
OR;
OH
Catechine Theaflavine
R1 | R2
Epicatechin (EC) H H
O
Epigallocatechin (EGC) H OH oH
Epicatechin-3-gallate (ECG) G H
Epigallocatechin-3-gallate (EGCG) | G OH OH
Theaflavin (TF1) H H OH
Theaflavin-3-gallate (TF2A) H G
Theaflavin-3*-gallate (TF2B) G |H Galloylgruppe (G)
Theaflavin-3,3'-digallate (TF3) G G

Abb. 1: Struktur der im Tee vorliegenden Catechine und Theaflavine (Stangl et al. 2007),
mit freundlicher Genehmigung von Oxford Journals
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2.1.3 Kardiovaskulire Wirkungen der Teepolyphenole

Es wird angenommen, dass die meisten gesundheitsfordernden Wirkungen des griinen und
schwarzen Tees von seinen Polyphenolen ausgehen. In zahlreichen epidemiologischen
Studien werden positive Effekte von Tee auf das Herz-Kreislauf-System vermutet.

In vielen prospektiven Kohortenstudien wurden Untersuchungen zur Senkung der
Mortalitdtsrate durch Konsum von Tee durchgefiihrt. So konnte eine regelméfige Catechin-
Einnahme bei Ménnern im Alter von 65 bis 84 Jahren das Risiko an einer Herzerkrankung zu
sterben, senken (Arts et al. 2001). In einer iiber 11 Jahre durchgefiihrten Studie an 40.000
Japanern im Alter von 40-79 Jahren ohne kardiovaskuldre Vorerkrankungen, senkte das
Trinken von griinem Tee dosisabhéngig das Risiko an einer Herz-Kreislauf-Erkrankung zu
versterben (Kuriyama et al. 2006). Der Konsum von 3-6 Tassen Tee pro Tag senkte iliber
einen Untersuchungszeitraum von 13 Jahren das Mortalititsrisiko bei koronarer
Herzkrankheit (De Koning Gans et al. 2010). Bei einer weiteren Studie an
Herzinfarktpatienten wurde die Mortalititsrate um 31 % bei moderatem (<14 Tassen pro
Woche) und um 39 % bei starkem Teekonsum (>14 Tassen pro Woche) vermindert
(Mukamal et al. 2002). Eine Metaanalyse von 10 Kohortenstudien und 7 Fall-Kontroll-
Studien zeigte, dass mit steigendem Konsum von griinem Tee das Risiko an einer Herz-
Kreislauf-Erkrankung zu erkranken, sinkt (Peters et al. 2001). Téglicher Teekonsum
reduzierte das Risiko einer ischdmischen Herzerkrankung (Li et al. 2017).

Daneben liegen zahlreiche epidemiologische Studien vor, die die positiven Effekte von
griinem und schwarzem Tee auf die Arteriosklerose beschreiben. Die Catechine des griinen
Tees beeinflussen iiber verschiedene Wege den Lipidstoffwechsel und beugen der Bildung
atherosklerotischer Plaques vor, indem sie die Absorption von Triacylglyceriden und
Cholesterol senken und die Exkretion von Fett erhohen (Raederstorff et al. 2003). Griiner Tee
schiitzte maéannliche Herzinfarkt-Patienten vor Arteriosklerose, nicht aber weibliche
Patientinnen (Sasazuki et al. 2000). In einer prospektiven Kohortenstudie an gesunden
Probanden wurden die Kalkablagerungen in der Aorta abdominalis bestimmt. Ab vier Tassen
schwarzen Tee pro Tag wurde eine positive Wirkung auf die Entwicklung der Arteriosklerose
nachgewiesen (Geleijense et al. 1999). Auch auf das Fortschreiten von Plaques in den
Koronararterien hatte der Konsum von >2 Tassen Tee pro Tag einen positiven Effekt (Reis et
al. 2010). Moderate Teetrinker (>1 Tasse Tee pro Tag) zeigten ein langsameres Fortschreiten
der Verkalkung in den Koronararterien und ein reduziertes Risiko fiir kardiovaskulére
Ereignisse im Vergleich zu Probanden, die keinen Tee tranken (Miller et al. 2017). Bei

Arteriosklerose kommt es zu Ablagerungen in den BlutgefiBwénden und damit
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einhergehender arterieller GefaBsteifigkeit. In China wurden {iber einen Zeitraum von drei
Jahren gesunde Probanden auf den Zusammenhang von Teekonsum und GefaBsteifigkeit
untersucht. Die GefidB3steifigkeit nahm bei Konsum von griinem Tee {iber einen Zeitraum von
mindestens 1 Jahr und von >450 ml am Tag ab (Li et al. 2014).

In zahlreichen Studien wurde auBBerdem die Auswirkung von Teekonsum auf den Blutdruck
untersucht. Bei élteren Frauen sanken mit steigender Menge von schwarzem Tee signifikant
der systolische und diastolische Blutdruck. Die Arbeitsgruppe schlussfolgerte, dass
regelmaBiger Teekonsum zur Senkung des Blutdruckes bei élteren Frauen fiihrt (Hodgson et
al. 2003). In China ergab eine epidemiologische Studie an Probanden ohne Bluthochdruck,
dass der Konsum von 120-599 ml Tee am Tag das Risiko fiir Bluthochdruck um 46 % und
der Konsum von mehr als 600 ml Tee am Tag das Risiko um 65 % senkte. Bei Teekonsum
von mehr als einem Jahr kam es zu keiner weiteren Risikosenkung (Yang et al. 2004). Eine
Querschnittsstudie in China untersuchte den Zusammenhang von Teekonsum und die
Verianderung des Blutdruckes liber einen 5-Jahres-Zeitraum. Bei den Teilnehmern sank der
diastolische und systolische Blutdruck bei tiglichem Konsum von griinem Tee, bei
schwarzem Tee konnte dieser Effekt nur auf den systolischen Blutdruck nachgewiesen
werden. Das Trinken von Tee hatte keinen Einfluss auf den Blutdruck bei Rauchern (Tong et
al. 2014).

Weitere Studien zeigten den positiven Einfluss von Teekonsum auf die arterielle
Vasodilatation, gemessen mittels GefdBultraschall an der Arteria brachialis. Die
endothelabhédngige arterielle Vasodilatation verbesserte sich bei Patienten mit koronarer
Herzkrankheit (KHK) sowohl bei kurzfristigem Schwarzteekonsum (Messung 2 h nach
450 ml Teeaufnahme), als auch bei langfristigem Schwarzteekonsum (tidgliche Aufnahme von
900 ml Tee iiber vier Wochen) (Duffy et al. 2001). Patienten mit Bluthochdruck profitierten
von einem 2x-tiglichem Konsum von schwarzem Tee (150 mg Polyphenole). Die
endotheliale Vasodilatation verbesserte sich signifikant (Grassi et al 2016).

Gesunde Raucher zeigten 1im Vergleich zu Nichtrauchern nach kiinstlicher
Minderdurchblutung des Oberarms einen signifikant geringeren Blutfluss wéihrend der Phase
der reaktiven Hyperdmie. Nach Konsum eines an Catechinen reichen griinen Tees erhohte

sich der Blutfluss signifikant (Nagaya et al. 2004).
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2.2 Blutgefaflaufbau und Vasodilatation

2.2.1 Blutgefiflaufbau und Funktionen des Endothels

Blutgefile bestehen aus drei Schichten: Der innen gelegenen Tunica intima, die aus einem
auf einer Basalmembran aufliegendem einzelligen Endothelzellverband und einer
subendothelialen Bindegewebsschicht besteht. Die mittlere Schicht der GefdBwand ist die
Tunica media, bestehend aus glatten Muskelzellen und elastischen und kollagenen Fasern.
Sie reguliert in Abhéngigkeit des Blutdrucks den Gefddurchmesser. Die duflere Schicht der
Blutgefiale bildet die Tumica adventitia, welche aus lockerem Bindegewebe besteht und
kollagene und elastische Fasern, Fibroblasten, Blutgefie und Nerven enthidlt und der
Verankerung in der Umgebung dient (Liillmann-Rauch und Paulsen 2012). Das Endothel
bildet als die dem Blutstrom zugewandte Gefa3seite eine multifunktionelle Grenzschicht, die
alle Gefie aus dem Herz-Kreislaufsystem auskleidet. Es erfiillt verschiedenste Funktionen
als semipermeable Barriere, Sensor, Integrator und Signalgeber und reguliert die Fibrinolyse.
Als selektive, permeable Membran kann das Endothel durch spezialisierte Strukturen wie
z.B. Zell-Zell-Verbindungen, Mikrovesikel oder transzelluldre Kandle Makromolekiile von
und in den intravaskuldren Raum transportieren. Eine weitere wichtige Funktion stellt der
Signalaustausch zwischen Blut und Gewebe dar, ermoglicht durch die Expression
verschiedenster Rezeptoren fiir z.B. Zytokine, Insulin oder Wachstumsfaktoren wie VEGF
(vaskulérer endothelialer Wachstumsfaktor) (Rosen 2002).

Durch die Bildung von vasorelaxierenden Substanzen wie Stickstoffmonoxid (NO),
Prostazyklin und EDHF (aus dem Endothel stammender Entspannungsfaktor) und
vasokonstringierenden Substanzen, wie Endothelin-1 und Angiotensin II, sorgt das Endothel
fiir die Aufrechterhaltung des Gleichgewichts zwischen Vasorelaxation und -konstriktion.
Durch die Bildung von sowohl Agonisten als auch Antagonisten werden die Gefdaf3funktionen
und deren dynamisches Gleichgewicht bestimmt. Stérungen dieses Gleichgewichts werden
als endotheliale Dysfunktion bezeichnet und sind Kennzeichen vieler Erkrankungen wie z.B.
Arteriosklerose oder Bluthochdruck (Rosen 2002). Die endotheliale Dysfunktion ist
gekennzeichnet durch eine verminderte Vasodilatation und prothrombotische Stadien in den
GefdBlen. Sie spielt eine wichtige Rolle in allen Stadien einer Herzerkrankung und dient als
wichtiger Indikator fiir die Entwicklung einer solchen. Bei endothelialer Dysfunktion kommt
es zum Ungleichgewicht verschiedener vasoaktiver Substanzen, von denen neben NO' auch

Endothelin-1 und Angiotensin II eine wichtige Rolle spielen (Raji 2006).
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2.2.2 Stickstoffmonoxid (NO’) und Vasodilatation

Charakteristisch fiir ein intaktes Endothel ist es, auf Acetylcholin mit Vasorelaxation zu
reagieren (Rosen 2002). Mediator fiir die Relaxation glatter Muskelzellen der GeféBintima ist
NO, welches als einer der wichtigsten vom Endothel hergestellten Faktoren der vaskuldren
Héamostase identifiziert wurde (Ignarro et al. 1987; Griffith et al. 1988). Bei gestorter
Endothelfunktion wird NO' vermindert gebildet und trdgt somit zur endothelialen
Dysfunktion bei (Raji 2006; Jing et al. 2017).

NO' wird durch drei verschiedene Isoenzyme (NO-Synthasen) gebildet: die in Endothelzellen,
Thrombozyten, glatten Muskelzellen und Kardiomyozyten vorkommende endotheliale NO-
Synthase (eNOS bzw. NOS III); die in Nervenzellen vorkommende neuronale NO-Synthase
(nNOS bzw. NOS 1); die in vielen Zelltypen im Rahmen inflammatorischer Reaktionen
induzierbare NO-Synthase (iNOS bzw. NOS II) (Rosen 2002; Bruckdorfer 2005; Brunel et al.
2016).

In den Endothelzellen reagiert die Aminosdure L-Arginin mit Sauerstoff zu L-Citrullin und
NO, katalysiert durch die eNOS (Abb. 2) (Andrew und Mayer 1999). Dafiir bendtigt sie
verschiedene Kofaktoren wie molekularen Sauerstoff, Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-

Phosphat (NADPH), Him und Tetrahydrobiopterin.

H2 N— OH 0
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\'/ Y““z
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®
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o . ¥ 0 :
L-Arginin N°-Hydroxy-L-Arginin L-Citrullin mionoxid

Abb. 2: Bildung von Stickstoffmonoxid (NO) (Andrew und Mayer 1999), mit freundlicher
Genehmigung von Oxford Journals
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Die Aktivitdt der eNOS selbst wird durch Phosphorylierungen gesteuert. So fithren z.B.
Bradykinin und Insulin zu einer Aktivierung spezifischer Proteinkinasen und dadurch zur
Phosphorylierung der eNOS (Rdsen 2002).

Das gebildete NO' diffundiert aus den Endothelzellen in die glatten Muskelzellen der Tunica
media. Dort aktiviert es sein Zielprotein, die 16sliche Guanylatcyclase (sGC). Durch dessen
Aktivitdt bildet sich aus dem Nukleotid Guanosintriphosphat (GTP) das zyklische
Guanosinmonophosphat (¢cGMP) mit nachfolgender Relaxation in den glatten Muskelzellen

der Tunica media (Abb. 3) (Bruckdorfer 2005).

Hemmung der Thrombozytenaktivierung

Blut =
Endothel L-Arg — NO
Diffusion
glatte
GefdBmuskelzellen -
— - NO
+
" sGC T

—— _GTP — cGMP —» Vasodilatation 7

Abb. 3: Durch Stickstoffmonoxid (NO) induzierte Vasodilatation (Bruckdorfer 2005), mit
freundlicher Genehmigung von Elsevier
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2.3 Antioxidative und prooxidative Mechanismen im
Organismus

2.3.1 Freie Radikale - die zwei Gesichter

Freie Radikale sind Molekiile oder Molekiilfragmente, die ein oder mehrere ungepaarte
Elektronen besitzen (Petersen 2012). Sie entstehen durch Elektronenaufnahme oder -abgabe
eines Nichtradikals und haben ein starkes Bestreben durch Elektronenaufnahme oder -abgabe
eine stabile Elektronenkonfiguration zu erreichen (Droge 2002). Deswegen sind sie dullerst
instabil, hochreaktiv und haben eine extrem kurze Halbwertzeit (Petersen 2012).

Freie Radikale sind Produkte eines normalen Zellmetabolismus. Sie entstehen u.a. im
Rahmen der mitochondrialen Elektronentransportkette, wo aufgrund von Fehliibertragungen
von Elektronen Hyperoxidanionen entstehen kdnnen. AuBBerdem entstehen freie Radikale im
Rahmen des Purinabbaus (Xanthinoxidase), durch neutrophile Granulozyten und durch
Ultraviolett (UV)- oder radioaktive Strahlung. Als Folge kommt es zur Schidigung von
Desoxyribonukleinsdure (DNA), Proteinen, Kohlenhydraten und Lipiden. Zu den freien
Radikalen zéhlen ROS und reaktive Stickstoffspezies (RNS), die durch Enzyme wie die NO-
Synthase (NOS) und die NADPH-Oxidase generiert werden. Bei einer Uberproduktion von
freien Radikalen entsteht oxidativer bzw. nitrosativer Stress, ein schadigender Prozess, der
zur Zerstorung von Zellstrukturen wie Lipiden, Zellmembranen, Proteinen und DNA fiihren
kann (Valko et al. 2007; Davies et al. 2017). Oxidativer Stress wird in Verbindung gebracht
mit verschiedenen Erkrankungen wie Krebs, Nierenerkrankungen, Neurodegeneration,
Diabetes, Hypercholesterindmie und Vaskulopathien wie Arteriosklerose, Bluthochdruck und
koronarer Herzkrankheit (Griendling 2003; Radomska-Les$niewska et al. 2017).

Viele Jahre ging man von einer ausschlieBlich zellschiddigenden Wirkung der ROS und RNS
aus, bis spater wichtige Funktionen belegt wurden. Freie Radikale dienen als Signalmolekiile,
z.B. das Hydroxylradikal zur Aktivierung des sekundidren Botenstoffes cGMP (Mittal et al.
1977) und NO' bei der Vasodilatation und vaskuliren Homdostase. ROS wie
Hyperoxidanionen und Wasserstoffperoxid erfiillen wichtige immunologische Funktionen
und erhohen in T-Zellen die Produktion des T-Zell-Wachstumsfaktors Interleukin-2 (Roth
und Droge 1987) und aktivieren den nukledren Transkriptionsfaktor Kappa B (NF-xB)
(Schreck et al. 1991). Es gibt geniligend Belege dafiir, dass lebende Organismen sich nicht nur
an eine Koexistenz mit freien Radikalen angepasst haben, sondern auch Mechanismen zur
Nutzung dieser entwickelt haben. Wichtige physiologische Aufgaben freier Radikale und

deren Derivate sind z.B. die Regulation des vaskuliren Tonus, das Erfassen der
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Sauerstoffspannung und Regulation von Funktionen, die durch die Sauerstoffkonzentration
gesteuert werden, Signaltransduktion und Reaktion auf oxidativen Stress zur Sicherstellung
der Redoxhomoostase. Besonders das sensible Gleichgewicht zwischen protektiven und
schidigenden Effekten der freien Radikale (Redoxhomdostase) ist ein wichtiger Aspekt in
lebenden Organismen und wird bestimmt durch die Produktionsrate freier Radikale und deren
Elimination durch verschiedene enzymatische und nicht-enzymatische Antioxidantien (Droge
2002). So konnen ROS als Signalmolekiile Tumorzellen aktivieren, aber auch antikanzerogen
wirken, indem sie den Zellalterungsprozess und Zellapoptose induzieren. Dieses Beispiel
macht deutlich, dass es sich bei freien Radikalen um Molekiile mit "zwei Gesichtern"

handelt, die eine duale Rolle im Organismus einnehmen (Valko et al. 2007).

2.3.2 Reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies (ROS und RNS)

Als Teil eines normalen Zellmetabolismus entstehen in vivo primiar ROS und RNS (z.B. NO
und Peroxynitrit (ONOQ")) (Valko et al. 2007). ROS sind partiell reduzierte Metaboliten des
molekularen Sauerstoff (O,) und besitzen im Vergleich zu diesem eine hohere Reaktivitit. Zu
diesen Sauerstoffmetaboliten gehdren das Hyperoxidanion (O,7), H,O, und das sehr
reaktionsfreudige Hydroxylradikal (OH). Die Reaktion lduft {iber vier Reduktionsstufen von
O, bis hin zu Wasser (H,0). Zur Beseitigung dieser toxischen Nebenprodukte, die zu
Schédden an Lipiden, DNA und Proteinen fiihren konnen, gibt es verschiedene antioxidative
Enzyme wie die Superoxiddismutase (SOD, ein Metallenzym mit Kupfer-, Mangan- oder
Zinkionen, Reduktion von O,” zu H;0,) und die Katalase bzw. Gluthationperoxidase

(Reduktion von H,0, zu H,O) (Yu 1994; Thannickal und Fanburg 2000):

SOD
20,7 + 2H — H0, + O,

Katalase

2H202 — 2H20 + 02

12
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2.3.2.1 Hyperoxidanion (O;")

Das Hyperoxidanion ist die wichtigste reaktive Sauerstoffspezies (Valko et al. 2007) und
entsteht durch die Ein-Elektronen-Reduktion von molekularem Sauerstoff. O,” entsteht
vorwiegend im Rahmen der Atmungskette in den Mitochondrien und in phagozytierenden
Zellen im Rahmen der Freisetzung von ROS (oxidativer Burst) (Buresh und Berg 2015). O,”
kann nicht iiber biologische Membranen diffundieren und reagiert bei physiologischem pH-
Wert zu H,O; und O,. Neutralisierendes antioxidatives Enzym ist die SOD. Durch die hohen
Konzentrationen mitochondrialer SOD sind die O,"-Konzentrationen in vivo jedoch sehr
gering (Thannickal und Fanburg 2000).

Auflerdem konnen in der Haber-Weiss-Reaktion Hyperoxidanionen mit HO, zu
Hydroxylradikalen (OH) und Hydroxidionen (OH’) reagieren. Diese Reaktion wird
katalysiert durch die Anwesenheit von Eisenionen, welche unter Stress durch O, aus
bestimmten Enzymen herausgelost werden. Diese Reaktionen treten in vitro auf, die

Signifikanz in vivo ist bis jetzt nicht geklért (Valko et al. 2007; Leitdo et al. 2017).

2.3.2.2 Wasserstoffperoxid (H,0,)

Wasserstoffperoxid entsteht {iberwiegend durch die Reduktion von O,” im Rahmen der
Atmungskette in den Mitochondrien. Es kann aber auch in Peroxisomen im Rahmen von
verschiedenen Stoffwechselvorgéingen (z.B. Fettsdureabbau) iiber H,O,-produzierende
Enzyme wie z.B. die Glykolat- oder Uratoxidasen direkt aus molekularem Sauerstoff durch
eine Zwei-Elektronen-Reduktion gebildet werden (Thannickal und Fanburg 2000). H,O,
kommt in verschiedenen Bakterien, Spermatozoen, Phagozyten, Mitochondrien,
Mikrosomen, Chloroplasten und der Linse des Menschen vor (Halliwell und Gutteridge
1990). Es ist wesentlich stabiler als O, und kann iiber biologische Membranen diffundieren
(Thannickal und Fanburg 2000; Buresh und Berg 2015).

Die Toxizitdt von H>O, auf Zellen und Organismen ist sehr unterschiedlich. Wéhrend einige
Bakterien und Tierzellen schon bei geringsten Konzentrationen geschddigt werden, gibt es
photosynthetische Algen, die groBe Mengen an H,O, produzieren. Diese Variabilitit hangt
von der unterschiedlichen Aktivitit H,O,-abbauender Enzyme und der gebildeten Menge
hochreaktiver H,O,-Metaboliten ab (Halliwell und Gutteridge 1990).

Um die Konzentration an H,O, in den Korperzellen zu regulieren gibt es zwei antioxidative
Enzyme: die Katalase und die selenhaltige Glutathion-Peroxidase. Bei beiden Reaktionen

entstehen zwei Molekiile H,O. Wihrend die Katalase den dafiir benotigten Wasserstoft aus

13



Literaturibersicht

einem zweiten Molekiil H,O, bezieht und dabei O, entsteht, erhilt die Glutathionperoxidase
den Wasserstoff durch die Oxidation von Glutathion (GSH) zu Glutathiondisulfid (GSSG)
(Horn et al. 2003). Bei niedrigen H,O,-Konzentrationen ist die Glutathionperoxidase aktiver,
bei hohen Konzentrationen die Katalase (Yu 1994).

H,0, moduliert als sekundédrer Botenstoff die =zelluldre Signaltransduktion. Durch
Tyrosinphosphorylierung wird der mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK)-Signalweg
aktiviert (Valko et al. 2007).

2.3.2.3 Hydroxylradikal (OH)

Beim Hydroxylradikal handelt es sich um ein sehr reaktives Teilchen mit einer sehr kurzen
Halbwertzeit. Es reagiert sehr schnell mit Molekiilen in dessen unmittelbarer Umgebung. Die
Hauptquelle fiir die Entstehung von ‘OH ist die Eisen-II-Ion (F ¢*")-vermittelte Fenton-
Reaktion (Valko et al. 2007). Hydroxylradikale fiihren zu einer Proteindenaturierung durch
Aminoséureoxidation, zu Kohlenhydratperoxidation und DNA-Schéaden (Yu 1994).

2.3.2.4 Stickstoffmonoxid (NO’) und Peroxynitrit (ONOO)

Stickstoffmonoxid besitzt ein ungepaartes Elektron und gehort zu den RNS. Es entsteht durch
spezielle NO-Synthasen, welche die Aminosidure L-Arginin zu Citrullin metabolisieren
(Kapitel 2.2.2). Seine Halbwertzeit betrdgt nur einige Sekunden und es kann sich frei und
schnell durch Zytoplasma und Zellmembranen bewegen. Es erfiillt viele physiologische
Aufgaben wie z.B. als Neurotransmitter, bei der Blutdruckregulation und Vasodilatation
(Valko et al. 2007).

Die toxischen Effekte von NO' sind durch die Bildung von ONOO™ bedingt (Sindler et al.
2009). Bei Entziindungsprozessen produzieren Zellen des Immunsystems im Rahmen des
"oxidativen burst" gleichermaBen NO und O,". Diese beiden Radikale konnen in groB3en
Mengen ONOO™ bilden, welches zu DNA-Schidden und Lipidperoxidation fiihren kann
(Valko et al. 2007).

In Abbildung 4 sind wichtige vaskuldre ROS und RNS in einer Grafik zusammengefasst
(Griendling und FitzGerald 2003).
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Abb. 4: Vaskulire reaktive Sauerstoff- und Stickstoffverbindungen. Molekularer Sauerstoff (O,)
wird durch Oxidasen zu Hyperoxidanion (O,”) umgewandelt. Dieses konvertiert entweder durch
Superoxiddismutasen (SOD) zu Wasserstoffperoxid (H,0,), oder durch Reduktion von Fe’" wieder zu
molekularem Sauerstoff (O;), oder mit Stickstoffmonoxid (NO') zu Peroxynitrit (ONOO).
Wasserstoffperoxid (H,O,) reagiert dann entweder durch Katalase oder Gluthationperoxidase zu
Wasser (H,0), oder nach Reaktion mit Fe*" zu einem Hydroxylradikal (OH) (Griendling und
FitzGerald 2003), mit freundlicher Genehmigung von Wolters Kluwer Health

2.3.3 Anteil antioxidativer und prooxidativer Effekte bei der Wirkung von
Teepolyphenolen

Die postulierten positiven Wirkungen von Tee auf die Gesundheit werden den antioxidativen
Eigenschaften der Teepolyphenole zugeschrieben, d.h. sie konnen freie Radikale
neutralisieren. Das regelmifBlige Trinken von Tee verbessert den antioxidativen Status und
schiitzt so vor oxidativen Schidden im Korper. Erba et al. (2005) untersuchten dies an
gesunden Probanden, die iiber 42 Tage tiglich zwei Tassen griinen Tee tranken. Es konnte ein
signifikanter Anstieg der absoluten antioxidativen Aktivitit, eine Senkung des Plasma-
Peroxid-Levels und induzierter DNA-Schiden in Lymphozyten nachgewiesen werden. So
konnen Teepolyphenole reaktive Verbindungen wie Hyperoxid- und Hydroxylradikale,
Stickstoffmonoxid und Peroxynitrit neutralisieren und somit deren schiadigende Wirkung auf
Lipidmembranen, Proteine, Aminosduren und DNA reduzieren. Durch die spezielle
chemische Struktur der Teepolyphenole konnen sie mit Metallionen Chelatkomplexe bilden
und somit der Bildung freier Radikale entgegen wirken (Khan und Mukhtar 2007). Anhand
eines Oxidationsmodells mit Lipoproteinen niedriger Dichte (LDL) konnte gezeigt werden,

dass Theaflavine dieselbe antioxidative Kapazitit wie Catechine besitzen, die Fermentation
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somit keinen signifikanten Einfluss auf die Fahigkeit der Neutralisation freier Radikale hat.
Das antioxidative Potential der einzelnen Polyphenole im Tee verlduft in der Reihenfolge
TF3 > ECG > EGCG > TF2B > TF2A > TF1 > EC > EGC (Leung et al. 2001).

In verschiedenen epidemiologischen Studien wurde die antioxidative Kapazitit der
Teepolyphenole nachgewiesen. Die Aufnahme einer einmaligen Dosis griinen oder
schwarzen Tees flihrte zu einer signifikanten Erhohung der antioxidativen Plasmaaktivitit,
gemessen an der Fihigkeit des Plasmas Eisen zu reduzieren. Das Maximum wurde jeweils
nach 60 Minuten erreicht, wobei griiner Tee eine hohere Wirkung als schwarzer Tee erreichte
(Leenen et al. 2000). In der Aorta von hypertensiven Ratten kam es nach Aufnahme von
grimnem Tee zu einem Anstieg der Katalase-Expression und einer Abnahme der
Stickstoffmonoxidkonzentration im Plasma (Negishi et al. 2004). Wiederholter Teekonsum
fiihrte zur Senkung von oxidativem Stress im Korper. Bei Rauchern und Nichtrauchern
konnte nach Konsum von 6 Tassen griinen Tees pro Tag iiber einen Zeitraum von einer
Woche eine Reduktion oxidativer DNA-Schidden, Lipid-Peroxidation und freier
Radikalbildung nachgewiesen werden (Klaunig et al. 1999). Einige Studien untersuchten die
Stabilitdt der Teecatechine und konnten wihrend des Zerfalls von EGCG das Entstehen
verschiedener Produkte feststellen. So waren in vitro unter oxidativen alkalischen
Bedingungen von EGCG nach 5 Minuten nur noch 19,4 % im Darmsekret (pH 8,5) und
60,7 % im Plasma von Méusen (pH 7,8) nachweisbar, was fiir die Instabilitit von EGCG
spricht (Yoshino et al. 1999). Dabei konnten drei verschiedene Produkte nachgewiesen
werden: Theasinensin A, P-2 und Theasinensin D, ein Isomer von Theasinensin A. Nach
5 Minuten waren diese drei Produkte zu 35,1 % im Darmsekret und zu 21,9 % im Plasma von
Miusen nachweisbar. Die Fahigkeit mit Fe*"-Ionen Chelatkomplexe zu bilden, war bei allen
drei Produkten groBer als bei EGCG. Die Radikalféangereigenschaft fiir O, war bei P-2 sogar
signifikant stirker als bei EGCG. Diese durch Autooxidation entstandenen Produkte sollen
wiederum in vivo fiir die antioxidativen Effekte bei Konsum von griinem Tee verantwortlich
sein (Yoshino et al. 1999).

Neben den genannten antioxidativen Eigenschaften besitzen Teepolyphenole aber auch
prooxidative Eigenschaften. So konnen sie selbst oxidiert werden und dadurch ROS bilden.
Dies wurde bislang in zahlreichen in vitro-Studien untersucht. Es wird teilweise sogar
angenommen, dass die biologischen Effekte von EGCG durch dessen Oxidation und der
damit einhergehenden ROS-Bildung bedingt sind (Sang et al. 2007).

Hong et al. (2002) wiesen in menschlichen Adenokarzinomzellen mittels
Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC) die EGCG-Dimere Theasinensin A und P-2
nach. Dabei war EGCG unter sauren Bedingungen (pH 2,0 - 5,5) eher stabil als unter
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neutralen (pH 7,4 und 37 °C), wo es schnell der Autooxidation unterlag. Theasinensin A und
P2 erreichten nach 2 - 4 h ihr Maximum und waren, nachdem EGCG nicht mehr nachweisbar
war, noch in grofleren Konzentrationen vorhanden. Es wird angenommen, dass in Zellkultur
durch Oxidation immer diese Dimere entstehen.

In vitro unterlagen die wéssrigen Extrakte aus griinem und schwarzem Tee unter
Standardbedingungen (pH 7, 200 umol/l O,, 100 pmol/l Teepolyphenole) einem intensiven
Autooxidationsprozess. Dieser nahm mit steigendem pH-Wert zu und konnte durch Zugabe
von SOD unterbrochen werden (Roginsky und Alegria 2005).

Auch Mochizuki et al. (2002) postulieren die Autooxidation der vier Catechine EGCG, ECG,
EGC, EC. Durch Sauerstoff kommt es zur Ein-Elektronen-Oxidation des B-Ringes und es
entsteht ein Semichinon-Radikal und O;", welches zu H,O, reduziert wird. Mit steigendem
pH-Wert nimmt auch die Autooxidationsrate zu. Die Zugabe von SOD unterdriickte die
Autooxidation der Catechine, Kupferionen (Cu®") erhdhten sie.

Die Ergebnisse der Arbeitsgruppe um Sang et al. (2007) stiitzen die These der in vitro-
Autooxidation von EGCG in verschiedene Dimere/Chinone. Chinone sind
Oxidationsprodukte von Aromaten, insbesondere von Phenolen. Sie enthalten unter
Aufthebung der Aromatizitit des Ringes zwei Carbonylgruppen (C=0). Die Carbonylgruppen
lassen sich leicht wieder zu Hydroxygruppen (-OH) reduzieren. Die Halbwertzeit fir EGCG
(50 und 200 uM) lag bei ungefdhr 2 h und nach 24 h war EGCG nicht mehr nachweisbar. In
derselben  Zeit  entstanden zu  unterschiedlichen  Zeitpunkten  verschiedene
Oxidationsprodukte, die in Echtzeit mittels Massenspektrometrie nachgewiesen werden
konnten. Die Arbeitsgruppe postuliert einen Autooxidationsprozess unter neutralen oder
leicht alkalischen Bedingungen, bei dem EGCG durch Sauerstoff oxidiert wird und ein
EGCG-Radikal (EGCG) und O;" formt, vermutlich katalysiert durch Cu®" oder Fe'.
O, reagiert mit einem anderen EGCG-Molekiil zu einem EGCG-Radikal und H,O,. Das
EGCG-Radikal konnte unter neutralen/leicht alkalischen Bedingungen ein EGCG-Anionen-
Radikal sein (EGCG™). Dieses reagiert mit molekularem Sauerstoff zu einem EGCG-Chinon
unter Bildung von 0,7, welches erneut mit einem EGCG-Molekiil reagiert. Diese

Kettenreaktion ist in Abbildung 5 dargestellt.
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Abb. 5: Méglicher Mechanismus der Autooxidation von EGCG (Sang et al. 2007), mit
freundlicher Genehmigung von Elsevier

Die Oxidationsprodukte konnten jedoch in vivo im Plasma von Madusen nach
hochkonzentrierter EGCG-Gabe nicht nachgewiesen werden (50 mg/kg EGCG i.p. iiber drei
Tage). Stattdessen wurden die methylierten und konjugierten Metaboliten von EGCG
nachgewiesen. Somit stellt diese Arbeitsgruppe die Autooxidation von EGCG in vivo in

Frage (Sang et al. 2007).
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2.4 Potentielle Mechanismen der Vasodilatation durch
Teepolyphenole

2.4.1 Der eNOS-NO-Signalweg

Das Teecatechin EGCG aktiviert in Endothelzellen {iber eine Signalkaskade die eNOS und
fithrt dadurch zu nachfolgender NO-Produktion und Vasodilatation (Lorenz et al. 2004). Es
konnte bereits gezeigt werden, dass die eNOS-Aktivierung durch EGCG (50 bis
100 mikromolar (uM)) {iiber Proteinkinasen erfolgt. Es wurde folgende Signalkaskade
postuliert: iiber Phosphatidylinositol-3-OH-Kinase (PI3-Kinase), zyklisches
Adenosinmonophosphat (cAMP)-abhédngige Proteinkinase A (PKA) und Proteinkinase B
(AKT) erfolgt eine Phosphorylierung an der Phosphorylierungsstelle Serin (Ser)-1179 der
eNOS (Lorenz et al. 2004).

Auch Reiter et al. (2010) postulieren den PI3-Kinase/AKT-Signalweg, der zur eNOS-
Aktivierung mit anschlieBender NO-Produktion und damit einhergehender Vasodilatation
durch EGCG fiihrt. Die Arbeitsgruppe vermutet, dass dabei der PI3-Kinase-abhidngige
Transkriptionsfaktor Forkhead-Box-Protein 01 (FOXO01) die Wirkungen von EGCG
beeinflusst. Auch Lu et al. (2017) vermuten FOX01 im Signalweg von EGCG.

In porzinen Endothelzellen erhohte schwarzer Tee sowohl die Katalyseaktivitit der eNOS als
auch die Bioaktivitit von NO'. Dabei wird eine Signalkaskade iiber die PI3-Kinase, AKT-
Kinase und p38 MAPK mit nachfolgender Phosphorylierung an Ser-1177 der eNOS
postuliert (Anter et al. 2004). Kim et al. (2007) vermuten ebenfalls einen Signalweg von
EGCG iiber die PI3-Kinase, AKT-Kinase und eNOS, jedoch unter zusétzlicher Beteiligung
von ROS und Tyrosinkinase Fyn.

In vitro erhohten in bovinen Endothelzellen griiner und schwarzer Tee signifikant die
Aktivitdit der endothelialen NO-Synthase. Ex vivo fithrten beide Teesorten in isolierten
Aortenringen von Ratten vergleichbar zu endothelabhéngiger Vasodilatation und in vivo
erhohten bei gesunden Frauen sowohl griiner als auch schwarzer Tee die endotheliale
Vasodilatation (Jochmann et al. 2008).

EGCG fiihrte sowohl in isolierten Schweine-Aortenringen (Auger et al. 2010) als auch in
isolierten Ratten-Aortenringen zu einer dosis- und endothelabhdngigen Vasodilatation
(Grassi et al. 2008; Aggio et al. 2013).

Jedoch sind die ex vivo Ergebnisse beziiglich der Vasoreaktivitdt in isolierten Aortenringen
nicht konstant. So wurden sowohl keine Effekte, als auch vasokonstriktive Effekte durch

Teecatechine beschrieben (Sanae et al. 2002; Shen et al. 2003). Ab einer Konzentration von
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30 uM fithrte EGCG zu einer Vasokontraktion (Andriambeloson et al. 1998). Mogliche
Erkldrungen flir diese widerspriichlichen Ergebnisse konnten in unterschiedlichen
Untersuchungszeitriumen fiir die Anderungen im Vasomotorentonus liegen, oder an den
Konzentrationen individueller Teecatechine in den untersuchten Tees.

Im Signaltransduktionsweg der Teepolyphenole wird auBlerdem die Beteiligung von
Rezeptoren wie dem Ostrogenrezeptor (Anter et al. 2005) und dem Lamininrezeptor
(Tachibana et al. 2004; Kumazoe et al. 2013; Gundimeda et al. 2015) diskutiert. Auch eine
Interaktion von EGCG mit dem membranstéindigen Protein Caveolin konnte gezeigt werden

(Hsieh et al. 2013).

2.4.2 Die mogliche Beteiligung reaktiver Sauerstoffspezies

Wie zuvor in Kapitel 2.3.3 beschrieben, besitzen Teepolyphenole prooxidative Eigenschaften
und konnen selbst oxidiert werden. Durch diesen auch als Autooxidation bezeichneten
Vorgang entstehen reaktive Sauerstoffspezies, die an der Vasodilatation beteiligt sein
konnten.

Eines dieser ROS ist H,O,. Viele Arbeitsgruppen beschrieben die Generierung von H,0,
durch Teepolyphenole in Zellkultur (Long et al. 2000; Hong et al. 2002; Nakagawa et al.
2004; Weisburg et al. 2004; Hou et al. 2005; Gundimeda et al. 2015). Es wird vermutet, dass
die Menge des gebildeten H,O, abhingig vom Zellkulturmedium ist, denn bei Einsatz
unterschiedlicher Zellkulturmedien kam es zur Bildung unterschiedlicher Mengen an H,O..
Daher ist es moglich, dass die H,O,-Produktion auf chemische Reaktionen zwischen
Kulturmedium und Testsubstanz zuriickzufiihren ist (Long et al. 2000 und 2007). Neben dem
Zellkulturmedium hatten auch Faktoren wie Temperatur, pH-Wert, Sauerstoffgehalt und
Inkubationszeit einen Einfluss auf die Menge des gebildeten H,O, (Hong et al. 2002).
Takumi-Kobayashi et al. (2008) sehen den pH-Wert als einen Schliisselfaktor bei der H,O,-
Produktion in Zellkultur. Ab pH 6 nahm die H,O,-Produktion zu.

Nakagawa et al. (2004) untersuchten die Mechanismen der EGCG-induzierten Apoptose in
humanen Tumorzellen. Mit dem durch EGCG induzierten Anstieg der H,O,-Konzentration
wurde die Fenton-Reaktion unter Anwesenheit von Fe® ausgelost. Dadurch entstanden
hochtoxische Hydroxylradikale, welche die Apoptose bewirkten.

Wurde wihrend der Inkubation Katalase hinzu gegeben, kam es zur Abschwichung bzw.
Unterdriickung der durch EGCG hervorgerufenen Effekte (Nakagawa et al. 2004; Weisburg
et al. 2004).
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H,0; ist nicht nur als wichtiger intrazelluldrer Mediator bekannt (Sundaresan et al. 1995; Bae
et al. 1997; Goldstein et al. 2005; Ellinsworth et al. 2016), sondern kann auch direkt AKT
aktivieren (Esposito et al. 2003; Zhao et al. 2016), welche als wichtige Proteinkinase im
Signalweg von EGCG identifiziert wurde (Kapitel 2.4.1).

Verschiedene Studien identifizierten vom Endothel freigegebenes H,O, als EDHF, welches
zu nachfolgender Vasodilatation fiihrte. In Mesenterialarterien des Endothels konnte
freigegebenes H,O, als EDHF in Mausen und Menschen identifiziert werden (Matoba et al.
2000 und 2002; Liu et al. 2011; Zhang et al. 2012). In Koronararterien des Menschen kam es
ebenfalls zur Bildung von H;0; in Endothelzellen (Miura et al. 2003; Liu et al. 2011;
Ellinsworth et al. 2016). Die von endothelialen NO-Synthasen gebildeten Hyperoxidanionen
sind wichtige Vorldufer zur Bildung von EDHF/H,0,; in Miusen (Takaki et al. 2008). Auch
Hydroxylradikale werden als Vermittler der durch Acetylcholin induzierten Vasodilatation
diskutiert. Es wird davon ausgegangen, dass NO mit O,” zu ONOO" reagiert, welches bei
physiologischem pH-Wert zu Hydrogennitrit (HNO;) und nachfolgend zu Hydroxylradikalen
und Stickstoffdioxid (NO,) zersetzt wird. Die dabei gebildeten Hydroxylradikale relaxierten
isolierte Aortenringe (Prasad et al. 1996).
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2.5 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit soll der Beitrag reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) an den
vasodilatorischen Wirkungen von Teepolyphenolen aufgeklért werden.

Es wird vermutet, dass Catechine aufgrund ihrer oxidativen Eigenschaften ROS wie
Hyperoxidanionen (O,") oder Wasserstoffperoxid (H,0O,) reduzieren und/oder diese ROS
selbst produzieren. Um die Beteiligung dieser ROS an der Vasodilatation von
Teepolyphenolen zu untersuchen, wurden sowohl extra- als auch intrazelluldre
Antioxidantien verwendet (Katalase, Superoxiddismutase, Mangan(IIl)tetrakis(1-methyl-4-
pyridyl)porphyrin (MnTMPyP)). Die Versuche wurden mit EGCG aus griinem Tee, mit TF3
aus schwarzem Tee sowie mit griinem und schwarzem Tee durchgefiihrt.

Die Untersuchungen zur moglichen Beteiligung von ROS an der Vasodilatation von
Teepolyphenolen erfolgten in mehreren Schritten, um die Ergebnisse mit verschiedenen
Methoden zu verifizieren. Basis aller Untersuchungen bildete das Ratten-Aortenringmodell,
welches als ex vivo Versuchsmodell die in vivo Situation im Blutgefdl nachstellt. Um die
Beteiligung der reaktiven Sauerstoffspezies O,” und H,O, an der Vasodilatation durch
Teepolyphenole zu untersuchen, wurde der Einfluss verschiedener Antioxidantien auf die
durch EGCG, TF3, griinen und schwarzen Tee induzierte Vasodilatation gemessen.

Im nédchsten Schritt wurde die zeitabhingige Veranderung der Polyphenolkonzentration im
Aortenringmodell untersucht. Mittels Ultrahochdruckfliissigkeitschromatographie (UHPLC)
wurden die Konzentrationen von EGCG und TF3 mit und ohne Zugabe von Antioxidantien
bestimmt.

Anschlieend wurde die durch Teepolyphenole generierte Menge an H,O, gemessen. Diese
Bestimmungen erfolgten ebenfalls mit und ohne Zugabe von Antioxidantien. Hierzu wurde
ein quantitativer fluorometrischer Test eingesetzt, der die gebildete H,O,-Menge mittels
enzymgekoppeltem Immunadsorptionstest (ELISA)-Lesegerit misst.

Die erzielten Ergebnisse sollen Aufschluss iiber einen mdglichen Autooxidationsprozess bzw.

die Beteiligung von ROS bei der Vasodilatation durch Teepolyphenole geben.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Materialien und Gerite

3.1.1 Materialien

Materialien
Acetanilid
Acetylcholin*
Aqua ad injectabilia
Destilliertes Wasser
Dikaliumhydrogenphosphat (K,HPO,)*
Epigallocatechin-3-gallat (EGCG)*
Ethanol Vol.-70%
Forene 100 % (Isofluran)
Griiner Tee, Assam
Kaliumchlorid (KCI)*
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)*

Katalase (aus Rinderleber, lyophilisiertes Pulver,
4540 U/mg Protein )

Mangan(II)tetrakis(1-methyl-4-pyridyl)porphyrin
(MnTMPyP)*

Natriumchloridlésung 0,9%

Phenylephrin*

Schwarzer Tee, Assam

Superoxiddismutase (SOD, 3999 U/mg Protein)*
Theaflavin-3-3 '-digallat (TF3)*

Thiopental Inresa 0,5 mg (Thiopental-Natrium)

*oelost in destilliertem Wasser

Amplex Red Wasserstoffperoxid Test:

Dimethylsulfoxid (DMSO, 700 Mikroliter (ul))

Arbeitslosung

Merck
Sigma

Braun

Millo-Q50 von Millipore

Roth
Sigma

Herbeta-Arzneimittel
Abbott
Kings Teegarden

Roth
Roth

Sigma

Calbiochem

Braun

Sigma

Kings Teegarden

Sigma

Mitsui Norin, Japan

Inresa Arzneimittel

Invitrogen

Amplex Red Reagenz (5 Fliaschchen mit jeweils 154 Mikrogramm (pg) Reagenz)

5x Reaktionspuffer (28 ml von 0,25 M Natriumphosphat (Na,PO,), pH 7.4)
Meerrettichperoxidase (HRP, 1 Fliaschchen mit 10 Einheiten (U))
Wasserstoffperoxid (H,0,, 3 %ig, stabilisiert mit 200 ppm Acetanilid)

Reaktionsansatz pro Vertiefung Mikrotiterplatte: 50 pl Perfusat-Probe und 50 pl

Hersteller
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3.1.2 Gerite

Gerite Hersteller
Analysenwaage BD
Doppelwandige GlasgefdBe fiir Organbéader Medizinisch-Glastechnische
Werkstitte P. Heinrich
ELISA-Reader Spectra max 340PC 384 Molecular Devices
Eppendorfgefilie Eppendorf
Erlenmeyerkolben, 5000 ml Duran

Feinpositionierelement Vernier Control Typ 850 N Hugo Sachs Elektronik
Inhalationskammer Eigenbau

Injektionskaniilen (0,45 x 25 mm; 1,20 x 40 mm) Braun

Kontraktionskraftaufnechmer FMI TIM-1020 Fohr Medical Instruments
Kunststoffschlduche VWR
Messplatzgeriist (Spezialanfertigung) Gemmel Metalle
Mikrofederschere Aesculap
Petrischalen Falcon
Platinhaken Eigenbau
pH-Meter WTW
Praparationsbesteck Aesculap
Praparationsmikroskop (VergroBerungen 1x, 2x) Eschenbach
Reaktionsgefifle (15 ml, 50 ml) Falcon
Rollenpumpe Ismatec
Umlaufthermostat mit Wasserbad Haake und Julabo
Wasserstrahlpumpe Labor-Pilz

Vortex Heidolph

96 Loch-Mikrotiterplatte Sarstedt
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3.1.3 Losungen

Losungen Hersteller

Krebs-Henseleit-Losung modifiziert:

144 mM Natriumchlorid (NaCl) Roth
5,9 mM Kaliumchlorid (KCI) Roth
1,6 mM Kalziumchlorid (CaCl,) Roth
1,2 mM Magnesiumsulfat (MgSO,) Roth
1,2 mM Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,) Roth
25 mM Natriumhydrogencarbonat (NaHCO5) Roth
11,1 mM D-Glukose Roth
1 uM Diclophenac Sigma

Zur Herstellung von 5 | Krebs-Henseleit-Losung wurden in einem Erlenmeyerkolben
42,05 g NaCl, 2,2 ¢ KCL, 0,9 g CaCl,, 0,7 g MgSO,, 0,8 g KH,PO,, 10 g Glukose, 10,5 g
NaHCO; zusammen mit 1 ml Diclophenac (einer 5 mM Stammldsung) in destilliertem
Wasser gelost, auf 5 Liter aufgefiillt und im Kiihlschrank bei 4°C gelagert.

Kaliumphosphatpuffer, 50 mM, pH 7,0:

Herstellung einer jeweils 1 M Stammldsung von (1) K,HPO, x 3 H,0, 22,82 g geldst in
100 ml destilliertem Wasser und (2) KH,PO, 13,61 g gelost in 100 ml destilliertem Wasser.
61,5 ml von (1) und 38,5 ml von (2) wurden zur Herstellung von 100 mM
Kaliumphosphatpuffer gemischt und mit destilliertem Wasser auf 1 Liter aufgefiillt,
anschliefend 1:2 mit destilliertem Wasser verdiinnt.

Arbeitslosung Amplex Red Wasserstoffperoxid Testverfahren:
4,85 ml 1x Reaktionspuffer (4 ml 5x Reaktionspuffer + 16 ml H,O, anionisiert)

50 ul von 10 mM Amplex Red Stammldésung (1 Flischchen Amplex Red Reagenz geldst in
60 pul DMSO)

100 pl von 10 U/ml HRP Stammlosung (1 Fldschchen gelost in 1 ml 1x Reaktionspuffer)
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3.2 Das Aortenringmodell

3.2.1 Priparation der Aorta

Fir alle in dieser Arbeit beschriecbenen Experimente wurden ménnliche Wistarratten
(Korpergewicht 300-350 g) von Charles Rivers Laboratories, Deutschland, verwendet. Die
Tiere wurden in den Forschungseinrichtungen fiir Experimentelle Medizin (FEM) der Charité
Berlin nach den Richtlinien des Europdischen und Deutschen Gesetzes zur Verwendung von
Labortieren gehalten und standardisiert mit Standardpellets und Wasser ad libitum gefiittert.
Totung und Organentnahme erfolgten im Kardiologischen Forschungslabor. Eine
Totungsanzeige fiir die durchgefiihrten Versuche lag vor (T0026/05).

Zur Narkotisierung der Tiere wurde eine Inhalationskammer verwendet und die Tiere mit
1 ml Isofluran narkotisiert. Nach Eintritt der Narkose erfolgte die Euthanasie durch
intraperitoneale Injektion von 0,3 g Thiopental/kg Korpergewicht. Nach Uberpriifung des
Herzstillstandes mittels Auskultation erfolgte die Praparation. Nach Befestigung der Ratte auf
der Préparationsvorrichtung und Desinfektion mit Ethanol (70%), wurde nach einem
Hautschnitt entlang der Medianen das Abdomen im Bereich Linea alba und der Thorax im
Bereich Sternum mit Schere und Pinzette erd6ffnet. Nach Durchtrennung der Vena cava
caudalis und Entfernung der Bauchorgane samt Zwerchfell, erfolgte eine griindliche Spiilung
der Bauchhohle mit 4°C kalter Natriumchlorid-Losung (0,9%). Danach wurden Thymus und
Lunge entfernt. Nach erneuter Spiilung erfolgte mit einer sehr feinen Préparationsschere die
vorsichtige Entnahme der Aorta thoracalis entlang der Wirbelkorper. AnschlieBend wurde
die Aorta thoracalis in eine Kulturschale mit 4°C kalter Krebs-Henseleit-Losung gelegt. Um
Blutkoagula aus dem Inneren des GefiBles zu entfernen, wurde dieses mittels einer
Injektionskaniile und kalter Krebs-Henseleit-Losung gespiilt. Die weitere Praparation erfolgte
unter dem Mikroskop und in 4°C kalter, Carbogen (Gasgemisch aus 95 % O, und 5 % CO,)-
begaster Krebs-Henseleit-Losung in einer Silikon-beschichteten Petrischale. Auf dieser
konnte die Aorta mit feinen Kaniilen befestigt und mittels Pinzette und Mikrofederschere von
Fett und Bindegewebe befreit werden. Danach wurde sie ein weiteres Mal gespiilt und konnte
dann in etwa 2 mm breite Ringe geschnitten werden. So wurden durchschnittlich

14 GefdBringe pro Aorta gewonnen.
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3.2.2 Technische Ausstattung und Durchfiithrung

Der Bau der Messplitze fiir isolierte GefdBiringe erfolgte durch Dipl. Ing. (FH) Thomas
Diisterhoft, Mitarbeiter des Kardiologischen Forschungslabors, in Anlehnung an schon
vorhandene Baueinrichtungen in anderen Forschungseinrichtungen.

Es standen zwei Messplétze zur Verfligung, an denen zeitgleich je sechs Aortenringe auf ihre

Vasoreaktivitit getestet werden konnten (Abb. 6).

Abb. 6: Messplatz fiir sechs Aortenringe zur Messung der Vasoreaktivitiit

Jede der zwolf Messvorrichtungen bestand aus einem doppelwandigen Glasgefd3, einem
Kontraktionskraftaufnehmer und einem Feinpositionierelement.

Die doppelwandigen Glasgefifle bestanden aus einem inneren Hohlraum (Organbad mit
eingehdngtem Aortenring) und einem &uBleren Hohlraum und waren stabil im Messplatzgertist
verankert.

Im Organbad wurde je ein Aortenring an zwei Platinhaken eingehdngt, wobei der untere
Platinhaken stabil an einer Ose am Boden eingehéingt wurde und der obere Platinhaken mit
einem Kontraktionskraftaufnehmer verbunden war (Abb. 7). Dieser mal} die an den Ringen
entwickelten Spannungswerte und war in einem Feinpositionierelement aufgehdngt (Abb. 8).

Uber dieses konnte die Vorspannung der Aortenringe eingestellt werden.
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Abb. 7: Doppelwandiges Glasgefia3 mit Abb. 8: Kontraktionskraftaufnehmer
eingehiingtem Aortenring im Organbad und Feinpositionierelement

Die erzeugten Spannungsidnderungen wurden in einem Messwerterfassungssystem verstérkt
und einem Analog-Digital-Wandler zugefiihrt. Diese digitalen Ausgangswerte wurden am
Computer  weiterverarbeitet und  {liber ein  kommerzielles  Auswerte- und
Darstellungsprogramm (LabView, National Instruments) ausgewertet, welches die Messwerte
in Echtzeit als kontinuierliche Kurven darstellte und gleichzeitig im Excel-Format speicherte.
Die Relaxation wurde in den Graphen als prozentualer Anteil der durch Phenylephrin
induzierten maximalen Vorkontraktion dargestellt.

Die im Organbad eingespannten Gefdfringe wurden mit 10 ml Krebs-Henseleit-Losung
umspiilt und fortlaufend mit Carbogen begast. Dies diente der Aufrechterhaltung eines
physiologischen pH-Wertes von 7,4 und einer kontinuierlichen Durchmischung bei Zugabe
von Substanzen in das Organbad.

Die Organbédder waren iiber Kunststoffschlduche mit einem erwédrmten (37°C), Carbogen-
begasten und mit Krebs-Henseleit-Losung gefiillten Glasbehilter verbunden (Abb. 6). Die
Organbidder konnten iiber einen Ablauf am Glasboden separat voneinander abgesaugt und
wieder gefiillt werden. Dies erfolgte iiber das Offnen der Wasserstrahlpumpe (absaugen der
Krebs-Henseleit-Losung) und Einschalten der Rollenpumpe (Zufuhr der Krebs-Henseleit-
Losung aus dem Glasgefal).

Die doppelwandigen Organbdder wurden in ihrem &ufleren Hohlraum mit 37°C warmen
Wasser durchstromt. Dieser duflere Hohlraum war iiber weitere Kunststoffschlduche mit
einem Thermostat mit Warmwasserbad verbunden, so dass in den Organbiddern eine
gleichbleibende Temperatur von 37°C gewéhrleistet war. Dabei waren die Organbidder mit

der Krebs-Henseleit-Losung durch das Glasgefdll vom Heizwasser getrennt.
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3.2.3 Durchfithrung der Vasoreaktivititsexperimente

Nachdem die Aortenringe wie zuvor beschrieben in das mit Krebs-Henseleit-Losung gefiillte
Organbad eingehéngt wurden, konnte das Programm LabView gestartet werden und der
Versuch beginnen.
Als erstes wurden die Aortenringe schrittweise auf 2 g vorgespannt und einmalig
nachgespannt. Nach 5-miniitiger Aquilibrierung folgte die Zugabe von 50 mM
Kaliumchlorid, um die rezeptorunabhingige Kontraktionsfihigkeit zu testen. Nicht
funktionsfahige Ringe wurden ausgetauscht. Nach Erreichen der maximalen Kontraktion
erfolgte ein zweimaliger Auswaschvorgang mit Krebs-Henseleit-Losung und eine 10-
miniitige Aquilibrierung. Danach konnten die Ringe erneut ausgewaschen und auf 2 g
nachgespannt werden. Es folgte eine 45-miniitige Phase der Aquilibrierung und falls
erforderlich eine mehrmalige Nachjustierung, in der die Ringe ein stabiles Spannungsniveau
bei 2 g erreichen. Wihrend der Phase der Aquilibrierung erfolgte abhiingig vom Experiment
die Einmalgabe antioxidativer Enzyme in ausgewéhlte Organbidder (nachfolgend als
Vorinkubation bezeichnet). Fiir die Untersuchungen wurden drei verschiedene antioxidative
Enzyme eingesetzt:

° Superoxiddismutase (500 Enzymeinheiten (U)/ml)

o Katalase (200 U/ml)

o Mangan(IIl)tetrakis(1-methyl-4-pyridyl)porphyrin (MnTMPyP) (10 uM).
SOD (Stammldsung 10 U/uL) und MnTMPyP (Stammldsung 0,1 M) wurden in destilliertem
Wasser gelost. MnTMPyP ist ein zellpermeables SOD-Mimetikum. Katalase (Stammldsung
100 U/ul) wurde in Kaliumphosphatpuffer (50 mM, pH 7,0) gelost. Die Konzentrationen der
einzelnen Enzyme wurden in Anlehnung an die Literatur gewihlt. Alle Enzyme wurden
aliquotiert bei -20 °C gelagert.
Um zu iiberpriifen, ob die genannten antioxidativen Enzyme unspezifische Effekte auf die
Vasodilatation in den Aortenringen haben, wurde in einer separaten Versuchsreihe der NO-
abhédngige Vasodilatator Acetylcholin (Ach, Stammlosung 100 uM), geldst in destilliertem
Wasser, in den Konzentrationen von 10 nM bis 10 uM eingesetzt. Uber eine direkte
Aktivierung des muskarinergen M3-Rezeptors an glatten Muskelzellen fiihrt Acetylcholin zu
intrazelluldrer NO-Bildung mit nachfolgender Vasodilatation. Es 16st somit unabhéngig von
der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies eine Vasodilatation aus (Gericke et al. 2011).
Nach der Gabe des Antioxidans erfolgte die Vorkontraktion der GefaBringe mit dem ou-
Rezeptoragonist Phenylephrin (Stammlésung 100 uM), gelost in destilliertem Wasser, in

29



Material und Methoden

einer Konzentration von 50 nM. Nach etwa 30 Minuten wurde ein stabiles
Kontraktionsniveau (steady state) erreicht.

Es erfolgte nun alle 30 Minuten die kumulative Gabe eines vom jeweiligen Experiment
abhéngigen Teepolyphenols (Vasodilatators) in ausgewéhlte Organbéder.

Fiir die Untersuchungen wurden vier verschiedene Interventionen verwendet:

- EGCG (0,1 uM; 1 uM; 2,5 uM; 5 uM; 10 uM)
° TF3 (20 nM, 200 nM, 500 nM, 1 uM, 2 uM)
o griiner Tee (5 ul, 10 pl, 20 pl, 35 pl, 50 ul)

o schwarzer Tee (5 ul, 10 pl, 20 pl, 35 pl, 50 ul).

Zur Herstellung der EGCG-Stammlosung (10 mM) wurden 50 mg EGCG in 11 ml
destilliertem Wasser gelost. Die Arbeitslosung (1 mM) wurde aus 100 pl Stammldsung und
900 pl destilliertem Wasser hergestellt. Die Stammldsung fiir TF3 (5 mM) wurde aus
43,4 mg TF3, gelost in 10 ml destilliertem Wasser, angefertigt. Die Arbeitslosung fiir TF3
(200 uM) wurde aus 10 pl Stammldsung und 240 pl destilliertem Wasser hergestellt. Die
Stammldsungen fiir EGCG und TF3 wurden in geeignete Mengen portioniert und bis zum
Gebrauch im Gefrierschrank bei -20 °C gelagert. Die Arbeitslosungen wurden vor jedem
Experiment frisch zubereitet.

Die Herstellung von grilnem und schwarzem Tee wurde von der Arbeitsgruppe Dr. Mario
Lorenz tibernommen. 6 g griiner Tee wurde mit 500 ml kochendem Wasser libergossen und
3 min abgedeckt ziehen gelassen. Der schwarze Tee wurde in 500 ml kochendem Wasser mit
5 g Teeblittern fiir 3 min gebriiht. Die Bestimmung der Konzentrationen von EGCG bzw.
TF3 durch HPLC erfolgte im Institut fiir Erndhrungs- und Lebensmittelwissenschaften der
Friedrich-Wilhelms-Universitdt Bonn. Die TF3-Konzentration im schwarzen Tee betrug
11,1 uM (Lorenz et al 2009), die EGCG-Konzentration im griinen Tee 1031 pM. Somit
wurde nach Zugabe von 50 pl griinem bzw. schwarzem Tee an den Aortenringen eine
Endkonzentration von ca. 5 uM EGCG bzw. ca. 0,06 uM TF3 erreicht.

Die Konzentrationen des griinen und schwarzen Tees und der Teepolyphenole EGCG und
TF3 wurden in Anlehnung an zuvor in der Arbeitsgruppe durchgefiihrte
Vasorelaxationsexperimente gewéhlt. Um eine Aussage iiber die Effekte von EGCG und
grilmem Tee in physiologisch relevanten Konzentrationen treffen zu konnen, wurde der oben
aufgefiihrte Konzentrationsbereich gewéhlt. In bereits publizierten Ergebnissen (Lorenz et al.
2004) konnte gezeigt werden, dass die dosisabhingige Vasodilatation bei einer EGCG-
Konzentration von 1 pM beginnt. Nach jeder einzelnen EGCG-Gabe erfolgte eine initiale,

reversible Kontraktion, gefolgt von einer anhaltenden Vasodilatation.
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Mitgefiihrt wurden Kontrollringe (Ko), die mit Phenylephrin vorkontrahiert, aber nur mit der
entsprechenden Menge Wasser behandelt wurden.

Das zeitliche Behandlungsschema der Vasodilatationsversuche ist in Abbildung 9 dargestellt.

Vorspannen KCI Auswaschen  Katalase, Phenylephrin Teepolyphenol (alle 30 Minuten)
der und SOD oder
Aortenringe Nachspannen MnTMPyP
auf2 g auf2 g I.Gabe 2.Gabe 3.Gabe 4.Gabe 5.Gabe
v
5 min 5 min 10 min 45 min 30 min 150 min

1 D &N

Abb. 9: Zeitliches Behandlungsschema der Vasoreaktivititsexperimente

3.3 Ultrahochdruckfliissigkeitschromatographie (UHPLC)

Fir die Bestimmung der Konzentrationen der Teepolyphenole in Abhdngigkeit von
verschiedenen antioxidativen Enzymen im Zeitverlauf wurde das Verfahren der
Ultrahochdruckfliissigkeitschromatographie (UHPLC) eingesetzt. Die Untersuchungen
wurden im Institut fiir Erndhrungs- und Lebensmittelwissenschaften der Friedrich-Wilhelms-

Universitidt Bonn unter Leitung von Benno Zimmermann durchgefiihrt.

3.3.1 Prinzip

Die Ultrahochdruckfliissigkeitschromatographie/UHPLC ist eine Methode zur Analyse
16slicher fester und fliissiger Substanzgemische. Mittels HPLC konnen Gemische in ihre
Bestandteile zerlegt und ihre Komponenten qualitativ und quantitativ analysiert werden. Das
Chromatogramm ist die grafische Darstellung des Trennungsverlaufs. Das Prinzip beruht auf
zwel miteinander in Verbindung stehenden Phasen, einer stationdren (Sdulen gefiillt mit
feinkdrnigen Materialien) und einer mobilen (polare oder unpolare Losungsmittel) Phase. Die
UHPLC stellt eine Weiterentwicklung der HPLC dar, indem kiirzere und diinnere Séulen
verwendet werden und dadurch Materialverbrauch und Analysenzeit deutlich minimiert und
eine hohere Trennleistung gewihrleistet werden kann.

Die Messungen der Teesubstanzen EGCG und TF3 erfolgten mittels UHPLC mit einem
Acquity UPLC System (Waters, Milford, MA, USA). Die Ausstattung bestand aus einer
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Bindrpumpe, einem Autosampler bei 10°C, einem Sdulenofen bei 40°C, einem bei 190 bis
500 nm lesenden Diodenarray-Detektor und einem Acquity TQD Quadrupol-
Massenspektrometer. Das Sdulensystem bestand aus einer Waters BEH Phenylsdule (50 mm
x 2,1 mm, 1,7 um) mit einer VanGuard Vorsdule bei einer Flussrate von 0,6 ml/min. Die
Eluenten (mobile Phase) bestanden aus mobiler Phase A Acetonitril und 0,1 % Ameisensédure
und mobiler Phase B Wasser und 0,1 % Ameisensdure. Die Trennung erfolgte {iber folgende
Gradienten: 0 min 6 % A, 1,5 min 13 % A, 3 min 20,5 % A, 4,5 min 42,5 % A, 4,8-5,5 min
100 % A, 5,8-6,3 min 6 % A. EGCG und TF3 wurden quantifiziert durch externe
Kalibrierung mit reinem EGCG (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) und TF3 (LGC
Standards, Wesel, Deutschland) als Referenzstoffe. Die Detektion erfolgte bei einer

Wellenlédnge von 278 nm.

3.3.2 Durchfithrung

In Anlehnung an die wie zuvor in Kapitel 3.2.3 beschriebenen Vasorelaxationsexperimente,
wurden diese fiir die UHPLC-Konzentrationsmessungen leicht modifiziert:

Die Konzentrationsmessungen erfolgten reprisentativ an den beiden Teepolyphenolen als
Einmalgabe in jeweils zwei verschiedenen Konzentrationen: EGCG (1 uM und 10 uM) und
TF3 (0,5 uM und 2 puM). Die Einmalgaben von EGCG und TF3 erfolgten jeweils 30 Minuten
nach der Phenylephrin-Gabe.

Um die zeitabhingige Konzentration von EGCG und TF3 nachweisen zu konnen, erfolgte
eine Probenentnahme aus der Krebs-Henseleit-Losung zu drei verschiedenen Zeitpunkten
nach der jeweiligen Einmalgabe: nach 1, 15 und 30 Minuten.

Es wurden Proben zu je 1 ml aus den Glasgefdlen entnommen. Die entnommenen Proben
wurden sofort in mit 37 % Salzsdure (11,6 M) gefiillte Eppendorfgefdlle liberfiihrt. Dies
bewirkt eine pH-Wert-Senkung auf pH 3,4 und verhindert somit den spontanen Zerfall der
Teepolyphenole, da diese mit steigendem pH-Wert zunehmend instabil werden (Kapitel
2.3.3).

Die Probe wurde gemischt, sofort in fliissigen Stickstoff iiberfiihrt und danach bei -80°C
gelagert. Die Ubersendung der Proben an die Universitit Bonn erfolgte auf Trockeneis.

Um einen Einfluss verschiedener Antioxidantien auf die Stabilitdt der Teepolyphenole im
Krebs-Henseleit-Puffer unter den Versuchsbedingungen zu untersuchen, wurden die
antioxidativen Enzyme SOD, Katalase und MnTMPyP wie zuvor in Kapitel 3.2.3 beschrieben

hinzugegeben.
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3.4 Amplex Red Wasserstoffperoxid Test

Um die Bildung von Wasserstoffperoxid nachzuweisen, wurde im Aortenringmodell die
Konzentration von H;0, in der Krebs-Henseleit-Losung gemessen. Dieser quantitative
Nachweis der H;0O,-Konzentrationen in der Krebs-Henseleit-Losung erfolgte mit dem
Amplex Red Wasserstoffperoxid Test von der Firma Invitrogen.

In den Experimenten wurden sowohl EGCG und TF3 als auch griiner und schwarzer Tee mit

und ohne Antioxidantien auf ihre Fahigkeit zur Bildung von H,O, untersucht.

3.4.1 Prinzip

In Gegenwart von Meerrettichperoxidase (HRP) reagiert das Amplex Red Reagenz (N-
Acetyl-3,7-Dihydroxyphenoxazine; farblos, nicht fluoreszierend) in einer stochiometrischen
1:1 Reaktion mit H,O, zum rot-fluoreszierenden Oxidationsprodukt Resorufin. HRP

katalysiert die Reduktion von H,O, zu H,O (Abb. 10).

H:0; H,0
OO e OO
E—cn’ )

o
Amplex Red Resurfin

Abb. 10: Umwandlung von Amplex Red zum rot fluoreszierenden Resorufin unter Reduktion
von H,0, zu Wasser, mit freundlicher Genehmigung von BioTek Instruments.

3.4.2 Durchfithrung

Zum Nachweis einer konzentrationsabhingigen H,0O,-Bildung wurden die Teepolyphenole
EGCG und TF3 als Einmalgabe in zwei unterschiedlichen Konzentrationen der Krebs-
Henseleit-Losung im Glasgefall zugegeben: EGCG (1 uM und 10 uM) und TF3 (0,5 uM und
2 uM). Griiner Tee und schwarzer Tee wurden zu je 50 ul zugegeben. Die Einmalgaben
erfolgten 30 Minuten nach der Phenylephrin-Gabe und dienten der besseren Detektion von
H,0; und zur Gewinnung absoluter H,O,-Messwerte. Um die zeitabhéngige Produktion von
H,0; nachweisen zu konnen, erfolgte eine Probenentnahme aus der Krebs-Henseleit-Losung

zu drei verschiedenen Zeitpunkten nach der jeweiligen Einmalgabe: nach 1, 15 und
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30 Minuten. Es wurden Kontrollen mit Krebs-Henseleit-Losung ohne jegliche Zugabe von
Substanzen mitgefiihrt, deren Probenentnahme aus dem Glasgefdll ebenso nach 1, 15 und
30 Minuten erfolgte.

Das im Amplex Red Wasserstoffperoxid Test verwendete 3 %ige H,O, wurde laut der Firma
Invitrogen mit 200 ppm Acetanilid stabilisiert. Um einem schnellen Zerfall des in der Krebs-
Henseleit-Losung entstandenen H,O, entgegenzuwirken, wurde die aus den Glasgefa3en
entnommene Krebs-Henseleit-Losung (je Probe 198 ul) mit 200 uM Acetanilid (je Probe
2 ul) stabilisiert. Die Uberfiihrung erfolgte in 1 ml ReaktionsgefiBe. Die Probe wurde
gemischt und bis zur Messung auf Eis gelagert.

Alle Reagenzien des Amplex Red Wasserstoffperoxid Tests wurden nach Herstellerangaben
angefertigt. In je zwei Vertiefungen einer 96-Loch-Mikrotiterplatte (Doppelwertbestimmung)
wurden 50 pl der Krebs-Henseleit-Losung gegeben. Als Standard dienten 50 pl H,O; (3 %ig,
stabilisiert) in einem Konzentrationsbereich von 0,1 uM bis 10 pM, als Leerwert wurde 50 pl
1x Reaktionspuffer verwendet. Um die Reaktion zu starten, wurden 50 pl der Arbeitslosung
dazu gegeben.

Nach 10 Minuten Inkubation bei 37°C im Dunkeln erfolgte im ELISA-Lesegerit die
spektrophotometrische Messung der Absorption von Resorufin bei 4 = 530 nm.

Die H;0,-Konzentrationsbestimmung erfolgte anhand der Standardkurve mithilfe der
Software SoftMax Pro 5.4. (Version 5; MDS Analytical Technologies (US)) und wurde in
uM dargestellt.

Dieser Assay ist hoch sensitiv, da die H,O,-Konzentration mit einer Nachweisgrenze von

50 nM bestimmt werden kann.
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3.5 Software und statistische Auswertung

Folgende Software wurde verwendet:

o Microsoft Office XP 2013 (Word, Excel, Power Point)

o Sigma Plot 8.0 zur Erstellung von Diagrammen

o SPSS Statistics (Version 22)
Die Darstellung der Vasoreaktivititsexperimente erfolgte mit dem Datenanalyse- und
Grafikprogramm Sigma Plot. Die Darstellung der Ergebnisse aus den UHPLC- und Amplex
Red-Messreihen erfolgte mit Excel und Power Point. Die Abbildungen zeigen Mittelwert und
Standardfehler des Mittelwertes (SEM) von der angegebenen Anzahl von Experimenten. Die
angefiihrte Anzahl der Experimente entspricht den individuellen Aortenringen. Die einzelnen
Experimente wurden jeweils mit mindestens drei Tieren durchgefiihrt. Die statistische
Auswertung erfolgte mit SPSS durch einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA). Bei Vorliegen
von statistischer Signifikanz wurden signifikante Unterschiede zwischen den Einzelgruppen
durch einen Post-hoc Test (Tukey-Test) ermittelt, um fiir multiples Testen zu korrigieren. Als

statistisch signifikant wurde ein p-Wert < 0,05 angenommen.
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4 Ergebnisse

4.1 Vasoreaktivititsexperimente mit und ohne Zugabe von
Antioxidantien

4.1.1 Acetylcholin

Die Aortendilatation erfolgte, wie in allen drei Abbildungen gezeigt, bei kumulativer
Acetylcholin-Gabe von 10 nM bis 10 uM im Zeitintervall von je 5 Minuten (Abb. 11). Als
Kontrolle diente Wasser. Die Vasodilatation ist als prozentualer Anteil der durch die mit
Phenylephrin induzierte Kontraktion der Aortenringe dargestellt.

Die Ergebnisse zeigen, dass Acetylcholin auch unter Zugabe der Antioxidantien Katalase
(200 U/ml), SOD (500 U/ml) und MnTMPyP (10 uM) zu einer Vasodilatation fiihrte. Das
heiBt, die eingesetzten Antioxidantien hatten keinen unspezifischen Effekt auf die
Vasodilatation und neutralisierten spezifisch reaktive Sauerstoffspezies.

Das Antioxidans Katalase katalysiert intrazelluldr die Reaktion von H,O; zu H,O und O,. Es
gab somit Aufschluss iiber eine mdgliche Beteiligung von H,O, an der Vasodilatation durch
Teepolyphenole.

SOD, ein extrazelluldres Antioxidans, katalysiert die Bildung von H,O; und O; aus O;".
MnTMPyP ist ein intrazelluldres SOD-Mimetikum (Auger et al. 2010). Es fiihrt intrazellulér
zur gleichen chemischen Reaktion wie SOD. Damit sollte iiberpriift werden, ob intrazellulér

O, in die Vasodilatation durch Teepolyphenole involviert war.
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Abb. 11: Acetylcholin-induzierte Vasodilatation mit und ohne Zugabe von Antioxidantien.
A Einfluss von Katalase (200 U/ml), B von SOD (500 U/ml), und C von MnTMPyP (10 uM) auf
kumulative Acetylcholin-Gaben. Vorkontraktion mit Phenylephrin. Darstellung der Relaxation in %
der Vorkontraktion. Gezeigt sind Mittelwerte £+ SEM aus der angegebenen Anzahl von Versuchen.
*p<0,05 im Vgl. zur Kontrolle, “p<0,05 im Vgl. zu Acetylcholin.
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4.1.2 EGCG aus griinem Tee

Nach Priifung der Spezifitit der Antioxidantien mit Hilfe von Acetylcholin wurde die EGCG-
induzierte Vasodilatation in Abhédngigkeit der antioxidativen Enzyme Katalase, SOD und
MnTMPyP untersucht. Es wurde gepriift, ob die Vorinkubation der Ringe mit einem
Antioxidans zu einer Verdnderung der endothelabhidngigen Vasodilatation durch EGCG nach
Vorkontraktion mit Phenylephrin fiihrt.

Die Zugabe von Katalase sollte eine mogliche Beteiligung von H,O, an der Vasodilatation
durch EGCG untersuchen. Die Vorinkubation der Aortenringe mit 200 U/ml Katalase fiihrte
zu einer vollstindigen Aufhebung der EGCG-induzierten, endothelabhingigen
Vasorelaxation. Wiéhrend die unbehandelten EGCG-Ringe bis auf 8,7 = 2,7 % der
Vorkontraktion relaxierten, zeigten die mit Katalase vorbehandelten Ringe im Vergleich zur
Kontrolle keine signifikante Vasodilatation (75,5 = 5,3 %, Angaben beziehen sich auf die
letzte EGCG-Gabe von 10 uM, Mittelwerte £ SEM). Ab einer EGCG-Konzentration von
2,5 uM erreichte EGCG einen statistisch signifikanten Unterschied zur Kontrolle und zu
EGCG + Katalase (Abb. 12).
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- —e— Kontrolle (n=10)
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—¥— EGCG (n=10)
01 —— EGCG + Katalase (n=10)
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Abb. 12: EGCG-induzierte Vasodilatation mit und ohne Zugabe von Katalase (200 U/ml).
Signifikante Authebung der EGCG-induzierten Vasorelaxation nach Vorbehandlung mit Katalase.
Darstellung der Relaxation in % der Vorkontraktion. Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM aus der
angegebenen Anzahl von Versuchen. *p<0,05 im Vgl. zur Kontrolle, “p<0,05 im Vgl. zu EGCG +
Katalase.
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Um zu tiberpriifen, ob die Bildung von O," in die EGCG-induzierte Vasodilatation involviert
ist, wurde im néchsten Schritt der Einfluss von SOD untersucht.

Die Vorbehandlung der Ringe mit 500 U/ml SOD fiihrte zu einer leichten Verstirkung der
EGCG-induzierten, endothelabhéngigen Vasorelaxation. Die Vasodilatation der mit SOD
vorbehandelten EGCG-Ringe begann bei 1 uM und blieb iiber die gesamte Messung stirker
als ohne SOD. Wihrend die mit SOD vorbehandelten Ringe bis auf 6,25 +3,68 % der
Vorkontraktion dilatierten, erreichten die EGCG-Ringe ohne SOD nur 10,37 =241 %
(Angaben beziehen sich auf die letzte EGCG-Gabe von 10 uM). Ab 5 uM erreichte EGCG
statistische Signifikanz zur Kontrolle, wihrend sie bei EGCG + SOD ab 1 uM erreicht
wurde. Sowohl alleinige SOD-Gabe, als auch EGCG + SOD fiihrten zu einer leichten, nicht
signifikanten Verstirkung der Vasorelaxation im Vergleich zur Kontrolle bzw. im Vergleich

zu EGCG (Abb. 13).
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Abb. 13: EGCG-induzierte Vasodilatation mit und ohne Zugabe von SOD (500 U/ml). Zunahme
der EGCG-induzierten Vasodilatation nach Vorbehandlung mit SOD. Darstellung der Relaxation in %
der Vorkontraktion. Dargestellt sind Mittelwerte = SEM aus der angegebenen Anzahl von Versuchen.
*p<0,05 im Vgl. zur Kontrolle.
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Mit MnTMPyP, einem intrazelluliren SOD-Mimetikum, sollte {berpriift werden, ob
intrazelluldr O, in die Vasodilatation durch EGCG involviert ist.

Die Vorbehandlung der Aortenringe mit 10 uM MnTMPyP fiihrte zu einer vollstindigen
Aufhebung der EGCG-induzierten, endothelabhingigen Vasodilatation. Die Dilatation der
mit MnTMPyP vorbehandelten EGCG-Ringe verlief nahezu identisch mit den
Kontrollringen, sowie der Ringe, die nur mit MnTMPyP behandelt wurden. Die EGCG-
Ringe dilatierten bis auf 8,1 £ 1,7 % der Vorkontraktion (Angabe bezieht sich auf die letzte
EGCG-Gabe von 10 uM). Ab einer EGCG-Konzentration von 2,5 uM erreichte EGCG eine
statistische Signifikanz zur Kontrolle und zu EGCG + MnTMPyP (Abb. 14).
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Abb. 14: EGCG-induzierte Vasodilatation mit und ohne Zugabe von MnTMPyP (10 uM).
Blockierung der EGCG-induzierten Vasodilatation nach Vorbehandlung mit MnTMPyP. Darstellung
der Relaxation in % der Vorkontraktion. Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM aus der angegebenen
Anzahl von Versuchen. *p<0,05 im Vgl. zur Kontrolle, “p<0,05 im Vgl. zu EGCG + MnTMPyP.
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4.1.3 Griiner Tee

Da eine offensichtliche Beteiligung reaktiver Sauerstoffspezies beim isolierten
Teepolyphenol EGCG aus griinem Tee gezeigt wurde, sollte in einem weiteren Schritt die
Wirkung der verschiedenen Antioxidantien auf griinen Tee untersucht werden. Wie bei
EGCG wurde auch bei grinem Tee die Vasodilatation in Abhédngigkeit von den
antioxidativen Enzymen Katalase, SOD und MnTMPyP untersucht.

Die Vorbehandlung der Ringe mit 200 U/ml Katalase verhinderte die durch griinen Tee
induzierte, endothelabhédngige Vasodilatation vollstindig (Abb. 15).
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Abb. 15: Durch griinen Tee induzierte Vasodilatation mit und ohne Zugabe von Katalase
(200 U/ml). Vollstindige Aufhebung der durch griinen Tee induzierten Vasodilatation nach Zugabe
von Katalase. Darstellung der Relaxation in % der Vorkontraktion. Dargestellt sind Mittelwerte +
SEM aus der angegebenen Anzahl von Versuchen. *p<0,05 im Vgl. zur Kontrolle, “p<0,05 im Vgl. zu
griinem Tee + Katalase.

Wihrend die Aortenringe mit griinem Tee bis auf 27,7 £ 4,1 % der Vorkontraktion
dilatierten, zeigten die Ringe mit griinem Tee + Katalase keine Relaxation (86,3 £ 3,2 %) und
verliefen auf einem dhnlichen Niveau wie die Kontrollringe (86,6 £ 1,31 % der
Vorkontraktion, Angaben beziehen sich auf die letzte Griintee-Gabe von 50 pl). Griiner Tee
erreichte ab einer Konzentration von 20 ul statistische Signifikanz zur Kontrolle und zu

griinem Tee + Katalase (Abb. 15).
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In einem nichsten Schritt wurde mit SOD iiberpriift, ob extrazellulires O,” an der
Vasodilatation durch griinen Tee beteiligt ist.

Die Vorbehandlung der Ringe mit 500 U/ml SOD verstérkte die durch griinen Tee induzierte,
endothelabhéngige Vasodilatation. Wihrend die Aortenringe mit griinem Tee auf 12,9 +
3,8 % der Vorkontraktion relaxierten, erreichten die mit SOD vorbehandelten Ringe 2,21 +
1,27 % (Angaben beziehen sich auf die letzte Gabe von 50 pl griinem Tee). Ab einer
Konzentration von 20 pl griinem Tee und ab einer Konzentration von 10 pl griinem Tee +

SOD bestand eine statistische Signifikanz zur Kontrolle (Abb. 16).
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Abb. 16: Durch griinen Tee induzierte Vasodilatation mit und ohne Zugabe von SOD (500
U/ml). Leichte, dosisabhingige Verstirkung der durch griinen Tee induzierten Vasodilatation nach
Zugabe von SOD. Darstellung der Relaxation in % der Vorkontraktion. Dargestellt sind Mittelwerte +
SEM aus der angegebenen Anzahl von Versuchen. *p<0,05 im Vgl. zur Kontrolle.
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Des Weiteren erfolgte analog zu EGCG auch bei griinem Tee die Zugabe des Antioxidans
MnTMPyP. Die Vorbehandlung der Aortenringe mit 10 uM MnTMPyP fiihrte zu einer
vollstdndigen Inhibition der durch griinen Tee induzierten Vasodilatation. Die mit griinem
Tee behandelten Aortenringe dilatierten bis auf 37,5 £ 3,2 % der Vorkontraktion, wahrend die
mit MnTMPyP sich auf 73,6 £ 2,7 % der Vorkontraktion und somit auf einem &hnlichen
Niveau wie die Kontrollringe befanden (Angaben beziehen sich auf die letzte Gabe von 50 pl
grinem Tee). Ab einer Konzentration von 20 upl griiner Tee wurde eine statistische

Signifikanz zur Kontrolle erreicht, ab 35 ul auch zu griinem Tee + MnTMPyP (Abb. 17).
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Abb. 17: Durch griinen Tee induzierte Vasodilatation mit und ohne Zugabe von MnTMPyP
(10 nM). Vollstindige Blockierung der durch griinen Tee induzierten Vasodilatation nach
Vorbehandlung mit MnTMPyP. Darstellung der Relaxation in % der Vorkontraktion. Dargestellt sind
Mittelwerte £ SEM aus der angegebenen Anzahl von Versuchen. *p<0,05 im Vgl. zur Kontrolle,
#p<0,05 im Vgl. zu griinem Tee + MnTMPyP.
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4.1.4 TF3 aus schwarzem Tee

Mit den zuvor verwendeten antioxidativen Enzymen Katalase (200 U/ml), SOD (500 U/ml)
und MnTMPyP (10 puM) wurde iiberpriift, ob es nach Zugabe der Antioxidantien zu einer
Verianderung der endothelabhidngigen Vasorelaxation im Vergleich zu den Kontrollringen
ohne Antioxidans kommt.

Katalase fiihrte zu einer vollstdndigen Authebung der TF3-induzierten, endothelabhingigen
Vasodilatation. Die mit Katalase vorbehandelten TF3-Ringe zeigten keine Vasodilatation und
verliefen auf dem gleichen Niveau wie die Kontrollen sowie die mit Katalase vorbehandelten
Ringe. Die TF3-Ringe hingegen zeigten eine deutliche Vasodilatation und dilatierten bis auf
28,8 = 4,7 % der Vorkontraktion (Angabe bezieht sich auf die letzte TF3-Gabe von 2 uM).
Ab einer TF3-Konzentration von 1 pM wurde eine statistische Signifikanz zur Kontrolle und

zu TF3 + Katalase erreicht (Abb. 18).
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Abb. 18: TF3-induzierte Vasodilatation mit und ohne Zugabe von Katalase (200 U/ml).
Vollstindige Inhibition der TF3-vermittelten Vasodilatation nach Vorbehandlung mit Katalase.
Darstellung der Relaxation in % der Vorkontraktion. Dargestellt sind Mittelwerte £+ SEM aus der
angegebenen Anzahl von Versuchen. *p<0,05 im Vgl. zur Kontrolle, *p<0,05 im Vgl. zu TF3 +
Katalase.
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Die Vorbehandlung der Aortenringe mit SOD (500 U/ml) verstdrkte wie bei EGCG und
grimem Tee auch bei TF3 die endothelabhingige Vasodilatation. Sowohl Aortenringe mit
TF3, als auch die mit TF3 + SOD dilatierten bei 2 uM auf ein vergleichbares Niveau. Jedoch
wiesen die TF3-Ringe mit SOD iiber den gesamten Zeitverlauf eine stirkere Vasodilatation
auf als die nur mit TF3 behandelten Aortenringe. Dieser Unterschied war nicht signifikant.
Auch die alleinige SOD-Gabe fiihrte im Vergleich zur Kontrolle zu einer leichten, nicht
signifikanten Verstarkung der Vasodilatation (Abb. 19).
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Abb. 19: TF3-induzierte Vasodilatation mit und ohne Zugabe von SOD (500 U/ml). Particlle
Zunahme der TF3 induzierten Vasodilatation nach Zugabe von SOD. Darstellung der Relaxation in %
der Vorkontraktion. Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM aus der angegebenen Anzahl von Versuchen.
*p<0,05 im Vgl. zur Kontrolle.

Wie bei EGCG und griinem Tee kam es auch bei TF3 nach Vorbehandlung mit MnTMPyP
(10 uM) zu einer vollstaindigen Blockierung der TF3-induzierten, endothelabhédngigen
Vasodilatation (Abb. 20).

Die mit MnTMPyP vorbehandelten TF3-Ringe erreichten bei der letzten Gabe 74,9 £ 2,7 %
der Vorkontraktion, vergleichbar mit den MnTMPyP- (74,8 + 2,5%) und den Kontrollringen
(84,4 = 3,3%). Aortenringe, die nur TF3 erhielten, dilatierten bis auf 31,7 £ 2,9 % der
Vorkontraktion. TF3 erreichte eine statistische Signifikanz zur Kontrolle ab 500 nM und zu

TF3 + MnTMPyP ab 1 uM (Abb. 20). Aus den Ergebnissen lésst sich schlussfolgern, dass
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auch beim Theaflavin TF3 die Vorbehandlung mit MnTMPyP zu einer vollstandigen
Authebung der Vasodilatation fiihrt.
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Abb. 20: TF3-induzierte Vasodilatation mit und ohne Zugabe von MnTMPyP (10 pM).
Vollstindige Inhibition der TF3-induzierten Vasodilatation nach Vorbehandlung mit MnTMPyP.
Darstellung der Relaxation in % der Vorkontraktion. Dargestellt sind Mittelwerte = SEM aus der
angegebenen Anzahl von Versuchen. *p<0,05 im Vgl. zur Kontrolle, “p<0,05 im Vgl. zu TF3 +
MnTMPyP.

4.1.5 Schwarzer Tee

Da eine Beteiligung reaktiver Sauerstoffspezies an der Vasodilatation beim isolierten
Teepolyphenol TF3 aus schwarzem Tee gezeigt wurde, sollte in einem weiteren Versuch
gepriift werden, ob sie auch an der Vasodilatation durch schwarzen Tee beteiligt sind.

Aortenringe mit schwarzem Tee zeigten eine deutliche Vasodilatation von 24 + 5,8 % der
Vorkontraktion (Abb. 21). Die Vorinkubation der Aortenringe mit 200 U/ml Katalase liefl
auch bei schwarzem Tee auf eine Beteiligung von H,O, an der Vasodilatation schlieBen, denn
diese wurde durch Katalase vollstindig inhibiert (76,3 + 4,3 % der Vorkontraktion, Angaben
beziehen sich auf die letzte Gabe von 50 pl schwarzem Tee). Ab einer Konzentration von
10 ul schwarzem Tee wurde ein statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolle erreicht,

ab 20 pl auch zu schwarzem Tee + Katalase (Abb. 21).
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Abb. 21: Durch schwarzen Tee induzierte Vasodilatation mit und ohne Zugabe von Katalase
(200 U/ml). Die Vorinkubation der Aortenringe mit Katalase fiihrte zu einer vollstdndigen Aufthebung
der durch schwarzen Tee induzierten Vasodilatation. Darstellung der Relaxation in % der
Vorkontraktion. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM aus der angegebenen Anzahl von Versuchen.
*p<0,05 im Vgl. zur Kontrolle, p<0,05 im Vgl. zu schwarzem Tee + Katalase.

Die Vorbehandlung der Aortenringe mit 500 U/ml SOD verstéirkte die durch schwarzen Tee
induzierte, endothelabhingige Vasodilatation deutlich (3,3 £ 4,9 % der Vorkontraktion). Mit
schwarzem Tee dilatierten die Aortenringe auf 34 £+ 5,6 % (Angaben beziehen sich auf die
letzte Gabe von 50 pl schwarzem Tee). Ab 35 ul schwarzem Tee war dieser Unterschied
statistisch signifikant zu schwarzem Tee + SOD. Auch die alleinige SOD-Gabe fiihrte im
Vergleich zu den Kontrollringen zu einer leichten, nicht signifikanten Verstirkung der

Vasodilatation (Abb. 22).
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Abb. 22: Durch schwarzen Tee induzierte Vasodilatation mit und ohne Zugabe von SOD (500
U/ml). Signifikante, dosisabhingige Verstirkung der durch schwarzen Tee induzierten Vasodilatation
nach Vorbehandlung mit SOD. Darstellung der Relaxation in % der Vorkontraktion. Dargestellt sind
Mittelwerte = SEM aus der angegebenen Anzahl von Versuchen. *p<0,05 im Vgl. zur Kontrolle,
*p<0,05 im Vgl. zu schwarzem Tee.

Wie bei EGCG, griinem Tee und TF3 blockierte der intrazelluldre Superoxidanionen-
Radikalfanger MnTMPyP auch bei schwarzem Tee die Vasodilatation vollstindig.
Aortenringe mit schwarzem Tee + MnTMPyP erreichten bei der letzten Gabe 77,7 = 2,4 %
der Vorkontraktion, vergleichbar mit den MnTMPyP- und den Kontrollringen. Mit
schwarzem Tee behandelte Aortenringe dilatierten bis auf 23,1 £+ 3,8 % der Vorkontraktion
(Angaben beziehen sich auf die letzte Gabe von 50 pl schwarzem Tee). Ab einer
Konzentration von 20 pl schwarzem Tee bestand ein statistisch signifikanter Unterschied zur

Kontrolle und zu schwarzem Tee + MnTMPyP (Abb. 23).
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Abb. 23: Durch schwarzen Tee induzierte Vasodilatation mit und ohne Zugabe von MnTMPyP
(10 uM). Die Vorbehandlung der Aortenringe mit MnTMPyP fiihrte zu einer vollstdndigen Inhibition
der durch schwarzen Tee induzierten Vasodilatation. Darstellung der Relaxation in % der
Vorkontraktion. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM aus der angegebenen Anzahl von Versuchen.
*p<0,05 im Vergleich zur Kontrolle, “p<0,05 im Vgl. zu schwarzem Tee + MnTMPyP.
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4.2 Zeitkinetik der Substanzkonzentrationen im Krebs-
Henseleit-Puffer

Im ersten Teil der Arbeit wurde anhand der Vasoreaktivitidtsexperimente der Einfluss
verschiedener Antioxidantien auf die Vasodilatation bei Teepolyphenolen untersucht. Es
konnte gezeigt werden, dass Katalase und MnTMPyP die Vasodilatation bei allen
Interventionen vollstindig verhinderten, wéhrend sie durch SOD bei schwarzem Tee
signifikant verstirkt wurde. Auch bei EGCG, TF3 und griinem Tee wurde die Vasodilatation
durch SOD leicht verstirkt ohne statistische Signifikanz zu erreichen. Diese Ergebnisse
konnten auf eine Autooxidation von Teepolyphenolen hinweisen. Wie in Kapitel 2.3.3
beschrieben, wurde von anderen Arbeitsgruppen der Prozess der Autooxidation von EGCG in
Zellkulturmedien postuliert, bei dessen Zerfall verschiedene Metaboliten entstanden.

Daher sollte im ndchsten Teil der Versuche ein moglicher Zerfall von Teepolyphenolen
untersucht werden. Mittels UHPLC erfolgte eine quantitative Bestimmung der EGCG- und
TF3-Konzentrationen im Puffer in Abhingigkeit von der Zeit sowie nach Vorbehandlung mit
verschiedenen Antioxidantien.

EGCG und TF3 wurden jeweils in zwei unterschiedlichen Ausgangskonzentrationen
eingesetzt, EGCG mit 1 pM und 10 uyM und TF3 mit 0,5 uM und 2 puM. Eine
Konzentrationsbestimmung in der Krebs-Henseleit-Losung erfolgte 1, 15 und 30 Minuten

nach der Einmalgabe der jeweiligen Substanzen.
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4.2.1 EGCG aus griinem Tee

Zuerst erfolgte eine quantitative Bestimmung der EGCG-Konzentrationen mit Zugabe von
1 uM EGCG. Es wurden die Antioxidantien Katalase (200 U/ml) und SOD (500 U/ml)
eingesetzt. In Abbildung 24 sind die Ergebnisse nach der Einmalgabe von 1 uM EGCG

dargestellt.
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Abb. 24: EGCG-Konzentrationen in der Krebs-Henseleit-Losung mit Zugabe von 1 pM EGCG
und Vorbehandlung mit und ohne Katalase (200 U/ml) bzw. SOD (500 U/ml). Messung nach 1,
15 und 30 Minuten. Starke Abnahme der EGCG-Konzentration unabhéngig von der Zugabe der
Antioxidantien Katalase und SOD. Darstellung der EGCG-Konzentration in uM, Mittelwerte £ SEM.
n=3 fiir alle Versuche. *p<0,05 im Vgl. zu EGCG nach 1 Minute, “p<0,05 im Vgl. zu EGCG +
Katalase nach 1 Minute, §p<0,05 im Vgl. zu EGCG + SOD nach 1 Minute, Tp<0,05 im Vgl. zu EGCG
+ Katalase nach 1 Minute.

In allen Behandlungsgruppen (EGCG, EGCG + Katalase, EGCG + SOD) nahmen die EGCG-
Konzentrationen in Abhédngigkeit von der Zeit stark ab und erreichten statistische Signifikanz
zu ihren jeweiligen Werten nach 1 Minute. EGCG war in allen Gruppen nach spétestens

30 Minuten nicht mehr nachweisbar. Diese Ergebnisse illustrieren sehr deutlich den

drastischen Zerfall von EGCG (Abb. 24).
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Die maximale Vasodilatation in den Ringversuchen wurde bei einer EGCG-Konzentration
von 10 puM erreicht. Daher wurde auch eine quantitative Bestimmung der EGCG-
Konzentrationen im Krebs-Henseleit-Puffer bei einer Konzentration von 10 uM EGCG
durchgefiihrt. Als Antioxidantien wurden Katalase (200 U/ml), SOD (500 U/ml) und
MnTMPyP (10 uM) eingesetzt (Abb. 25).
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Abb. 25: EGCG-Konzentrationen in der Krebs-Henseleit-Losung nach Zugabe von 10 pM
EGCG und Vorbehandlung mit und ohne Katalase (200 U/ml), SOD (500 U/ml) bzw. MnTMPyP
(10 pM). Messung nach 1, 15 und 30 Minuten. Abnahme der EGCG-Konzentration in Abhdngigkeit
von der Zeit. Darstellung der EGCG-Konzentration in uM, Mittelwerte = SEM, n=3. *p<0,05 im Vgl.
zu EGCG nach 1 Minute, “p<0,05 im Vgl. zu EGCG + Katalase nach 1 Minute, ‘p<0,05 im Vgl. zu
EGCG + SOD nach 1 Minute, 'p<0,05 im Vgl. zu EGCG + SOD nach 15 Minuten, “p<0,05 im Vgl. zu
EGCG + SOD nach 30 Minuten.

Bei 10 uM EGCG nahmen die EGCG-Konzentrationen in drei Behandlungsgruppen
zeitabhéngig und signifikant ab (EGCG, EGCG + Katalase, EGCG + SOD). Dabei bestand
nach 15 Minuten fiir EGCG und EGCG + Katalase ein statistischer Unterschied zu EGCG +
SOD (Abb. 25).

Nach vorheriger Katalasebehandlung entsprachen die EGCG-Konzentrationen in etwa denen
ohne Antioxidans. Die Vorbehandlung mit SOD konnte EGCG im zeitlichen Verlauf deutlich
stabilisieren und verldangerte dessen Halbwertzeit in der Krebs-Henseleit-Losung. Fiir EGCG
+ MnTMPyP war nach 1 Minute nur noch ein Messwert kurz iiber der Nachweisgrenze

detektierbar (0,05 + 0,05 uM). Danach war kein EGCG mehr nachweisbar (Abb. 25).
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4.2.2 TF3 aus schwarzem Tee

Neben der Konzentrationsbestimmung des Teecatechins EGCG aus griinem Tee wurden die
Untersuchungen auch auf das Theaflavin TF3 aus schwarzem Tee ausgedehnt. Da bislang
keine Untersuchungen zur Zeitkinetik dieses Teeinhaltsstoffes im Krebs-Henseleit-Puffer
vorlagen, sollte untersucht werden, ob auch TF3 einem moglichen Zerfall unterliegt. Wie
zuvor bei EGCG wurde auch bei TF3 die Konzentration in Abhéngigkeit von der Zeit und
den Antioxidantien Katalase und SOD untersucht. Auf den Einsatz des Antioxidans
MnTMPyP wurde verzichtet. Es erscheint nicht als antioxidative Substanz bei
Teepolyphenolen geeignet. In Abbildung 26 sind die Ergebnisse fiir die Einmalgabe von
0,5 uM TF3 zusammengefasst.
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Abb. 26: TF3-Konzentrationen in der Krebs-Henseleit-Losung nach Zugabe von 0,5 pM TF3
und Vorbehandlung mit und ohne Katalase (200 U/ml) bzw. SOD (500 U/ml) nach 1, 15 und 30
Minuten. Zeitabhéngige Abnahme der TF3-Konzentration bei allen Versuchen. Darstellung der TF3-
Konzentration in uM, Mittelwerte £ SEM, n=3. *p<0,05 im Vgl. zu TF3 + SOD nach 1 Minute,
#p<0,05 im Vgl. zu TF3 + Katalase nach 1 Minute.

In allen Behandlungsgruppen (TF3, TF3 + Katalase, TF3 + SOD) war nach 15 Minuten kein
TF3 mehr nachweisbar (Abb. 26). Die Ergebnisse zeigen den schnellen Zerfall von TF3. Bei
Vorbehandlung mit einem Antioxidans (Katalase bzw. SOD) war TF3 nach 1 Minute in einer

hoheren Konzentration nachweisbar als ohne Antioxidans. Dieser Effekt war bei
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Vorbehandlung mit SOD stérker als mit Katalase. Bei Vorbehandlung mit SOD bestand bei
1 Minute ein statistischer Unterschied zu TF3 und zu TF3 + Katalase (Abb. 26).

Da bei der geringen Ausgangskonzentration von 0,5 uM TF3 schon nach 15 Minuten kein
TF3 mehr nachweisbar war, wurde zur genaueren Untersuchung der Zeitkinetik eine hohere
TF3-Ausgangskonzentration von 2 pM gewihlt. Der Zeitverlauf des TF3-Zerfalls wurde bei
dieser Konzentration deutlicher. Als antioxidative Enzyme wurden wie zuvor Katalase

(200 U/ml) und SOD (500 U/ml) eingesetzt (Abb. 27).
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Abb. 27: TF3-Konzentrationen in der Krebs-Henseleit-Losung nach Zugabe von 2 pM TF3 und
Vorbehandlung mit und ohne Katalase (200 U/ml) bzw. SOD (500 U/ml). Messung nach 1, 15 und
30 Minuten. Zeitabhingige Abnahme der TF3-Konzentration in allen Gruppen. Darstellung der TF3-
Konzentration in uM, Mittelwerte £ SEM, n=3. *p<0,05 im Vgl. zu TF3 nach 1 Minute, #p<0,05 m
Vgl. zu TF3 + Katalase nach 1 Minute, *p<0,05 im Vgl. zu TF3 + SOD nach 1 Minute.

Bei 2 uM TF3 nahmen die Substanzkonzentrationen in allen Behandlungsgruppen (TF3, TF3
+ Katalase, TF3 + SOD) signifikant ab, wobei ab 15 Minuten Signifikanz zu den jeweiligen
Messwerten nach 1 Minute erreicht wurde. Bei alleiniger TF3-Gabe war nach 30 Minuten
kein TF3 mehr nachweisbar. Vorbehandlung mit den Antioxidantien Katalase und SOD
verlangerte die Halbwertzeit von TF3. Dieser Effekt war bei SOD deutlich stirker ausgepragt
als bei Katalase. Zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen bestanden keine signifikanten

Unterschiede (Abb. 27).
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4.3 Bestimmung der H,0,-Konzentrationen im Krebs-Henseleit-
Puffer

4.3.1 EGCG aus griinem Tee

Die H,0,-Konzentrationen in der Krebs-Henseleit-Losung nach EGCG-Gabe von 1 und
10 uM wurden nach 1, 15 und 30 Minuten gemessen. Bei 1 uM EGCG wurde eine
Verdopplung der H,O,-Konzentration von 1 Minute (0,06 + 0,02 uM) zu 30 Minuten (0,12 +
0,05 uM) festgestellt. 1 uM EGCG fiihrte somit zeitabhingig zu einer vermehrten Bildung
von H,0, im Krebs-Henseleit-Puffer (Abb. 28). Die Vorbehandlung mit Katalase (200 U/ml)
verhinderte vollstdndig die Bildung von H,O, iiber den gesamten Zeitverlauf, so dass die
H,0,-Konzentration unter der Nachweisgrenze lag. SOD reduzierte geringfligig die H,O;-
Bildung im Vergleich mit EGCG. Zusétzlich wurden auch H,0O,-Konzentrationen ohne
Zugabe einer Substanz gemessen (Kontrollen). Die Ergebnisse zeigen, dass auch in der
reinen Krebs-Henseleit-Losung H>O, gebildet wurde. Es gab keine statistisch signifikanten
Unterschiede innerhalb der einzelnen Behandlungsgruppen. Bei 15 und 30 Minuten waren

EGCG und EGCG + SOD signifikant unterschiedlich zu EGCG + Katalase (Abb. 28).
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Abb. 28: H,0,-Nachweis in der Krebs-Henseleit-Losung nach Zugabe von 1 pM EGCG mit und
ohne Vorbehandlung mit Katalase (200 U/ml) bzw. SOD (500 U/ml). Die Messung erfolgte nach
1, 15 und 30 Minuten. Zunahme der H,O,-Konzentration nach Zugabe von EGCG und von EGCG +
SOD. Darstellung der H,O,-Konzentration in uM. Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM, n=4. *p<0,05
im Vgl. z7u EGCG + Katalase nach 15 Minuten, “p<0,05 im Vgl. zu EGCG + Katalase nach 30
Minuten.
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Das Ausmal} der Bildung von H,O, in den verschiedenen Behandlungsgruppen wurde bei
einer EGCG-Konzentration von 10 uM wesentlich deutlicher. EGCG fiihrte bereits nach
einer Minute zu einer starken H,O,-Bildung (0,90 = 0,15 uM), mit einem Maximum nach

30 Minuten (1,15 = 0,24 uM) (Abb. 29).
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Abb. 29: H,0,-Nachweis in der Krebs-Henseleit-Losung nach Zugabe von 10 pM EGCG mit
und ohne Vorbehandlung mit Katalase (200 U/ml) bzw. SOD (500 U/ml). Die Messungen
erfolgten nach 1, 15 und 30 Minuten. Darstellung der H,O,-Konzentration in uM, Mittelwerte + SEM,
n=4. *p<0,05 im Vgl. zu EGCG nach 1 Minute, “p<0,05 im Vgl. zu EGCG nach 15 Minuten, *p<0,05
im Vgl. zu EGCG nach 30 Minuten.

Nach Vorbehandlung mit Katalase wurden {iber den gesamten Zeitverlauf nur sehr geringe
Mengen an H,O, gebildet. Nach einer Minute betrug die H>O,-Konzentration 0,04 + 0,01 pM
gegeniiber EGCG mit 0,90 &+ 0,15 uM und sank nach 30 Minuten auf 0,01 = 0,01 uM. Die
H,0;-Produktion wurde auch durch SOD inhibiert, jedoch deutlich geringer als bei Katalase.
Die maximale H,0O,-Konzentration nach 30 Minuten betrug bei Vorbehandlung mit SOD
0,47 = 0,05 uM (Abb. 29). Die gemessenen H,O,-Werte in den Kontrollen entsprachen in
etwa denen bei den Versuchen mit 1 uM EGCG (Abb. 28 und 29). Innerhalb der einzelnen
Behandlungsgruppen bestanden keine statistisch signifikanten Unterschiede im Zeitverlauf.
Jedoch erreichte die EGCG-induzierte H,O,-Konzentration iiber alle Zeitpunkte statistische
Signifikanz zu den jeweiligen Kontrollen, und zu EGCG + SOD und EGCG + Katalase

(Abb. 29).
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4.3.2 Griiner Tee

Bei griinem Tee erreichte die H,O,-Konzentration im Krebs-Henseleit-Puffer ihr Maximum
nach 1 Minute (1,13 = 0,36 uM) und blieb iiber den gesamten Zeitverlauf auf einem dhnlich
hohem Niveau (Abb. 30). Katalase inhibierte die Entstehung von H,O,, so dass nach
1 Minute die H,0,-Konzentration ca. 20-fach niedriger war als bei griinem Tee (0,06 +
0,01 uM versus 1,13 + 0,36 uM). Im Zeitverlauf stieg auch nach Vorbehandlung mit Katalase
die H,O,-Konzentration leicht an. SOD verminderte die H,O,-Bildung durch griinen Tee
deutlich und erreichte das Maximum nach 30 Minuten (0,41 £+ 0,02 pM). Innerhalb der
einzelnen Behandlungsgruppen bestanden keine statistisch signifikanten Unterschiede im
Zeitverlauf. Die H;0O,—Konzentration durch griinen Tee erreichte {iber den gesamten
Zeitraum statistische Signifikanz zur jeweiligen Kontrolle und zu griinem Tee + Katalase,
sowie bei 1 und 30 Minuten auch zu grilnem Tee + SOD (Abb. 30). Insgesamt waren die
H,0,-Konzentrationen nach griinem Tee in etwa vergleichbar mit 10 uM EGCG (Abb. 29
und 30).
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Abb. 30: H,0,-Nachweis in der Krebs-Henseleit-Losung nach Zugabe von 50 pl griinem Tee mit
und ohne Vorbehandlung mit Katalase (200 U/ml) bzw. SOD (500 U/ml). Messung nach 1, 15 und
30 Minuten. Darstellung der H,O,-Konzentration in uM. Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM, n=4.
*p<0,05 im Vgl. zu griinem Tee nach 1 Minute, “p<0,05 im Vgl. zu griinem Tee nach 15 Minuten,
$p<0,05 im Vgl. zu griilnem Tee nach 30 Minuten.
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4.3.3 TF3 aus schwarzem Tee

Die H,0,-Bestimmungen durch EGCG und griinen Tee wurden auch auf das Theaflavin TF3
aus schwarzem Tee ausgedehnt. TF3 wurde in den Konzentrationen 0,5 und 2 uM eingesetzt
(entspricht den Vasorelaxationsexperimenten) und die H,O,-Bildung in der Krebs-Henseleit-
Losung nach 1, 15 und 30 Minuten gemessen.

0,5 uM TF3 in der Krebs-Henseleit-Losung flihrte zu einer vermehrten H,O,—Bildung im
Zeitverlauf und zur Kontrolle und erreichte bei 30 Minuten ein Maximum von 0,19 =+
0,08 uM (Abb. 31). Die durch 0,5 pM TF3 gebildete maximale H,O,-Menge war dabei hoher
als bei 1 uM EGCG (Abb. 28 und 31).
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Abb. 31: H,0,-Nachweis in der Krebs-Henseleit-Losung nach Zugabe von 0,5 uM TF3 mit und
ohne Vorbehandlung mit Katalase (200 U/ml) bzw. SOD (500 U/ml). Messung nach 1, 15 und 30
Minuten. Zeitabhingige Zunahme der H,O,-Konzentrationen bei TF3 und TF3 + SOD. Darstellung
der H,O,-Konzentration in uM. Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM, n=3. *p<0,05 im Vgl. zu TF3 +
Katalase nach 30 Minuten.

H,0,-Konzentration in pM

Katalase (200 U/ml) verhinderte iiber den gesamten Zeitverlauf vollstindig die Bildung von
H,0,, so dass es unter der Nachweisgrenze lag. SOD fiihrte im Zeitverlauf zu einem Anstieg
der H,O,-Bildung durch TF3 mit 0,13 + 0,03 uM H,0; nach 30 Minuten. Ein statistisch
signifikanter Unterschied von 0,5 uM TF3 zu den Kontrollen wurde nicht beobachtet. Bei
30 Minuten erreichte die durch TF3 produzierte Menge an H,O, einen signifikanten

Unterschied zu TF3 + Katalase (Abb. 31).
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In den Vasoreaktivititsexperimenten wurde die maximale Vasodilatation bei einer TF3-
Konzentration von 2 uM erreicht. Daher wurde auch eine quantitative Bestimmung der H,O;-
Konzentration im Krebs-Henseleit-Puffer mit 2 uM TF3 durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 32 dargestellt.
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Abb. 32: H,0,-Nachweis in der Krebs-Henseleit-Losung nach Zugabe von 2 uM TF3 mit und
ohne Vorbehandlung mit Katalase (200 U/ml) bzw. SOD (500 U/ml). Messung nach 1, 15 und 30
Minuten. Zeitabhingige Zunahme der H,O,-Konzentration bei TF3 und TF3 + SOD. Vorbehandlung
mit Katalase blockierte die H,O,-Bildung. Darstellung der H,O,-Konzentration in uM. Dargestellt
sind Mittelwerte £ SEM, n=3. *p<0,05 im Vgl. zu TF3 + SOD nach 30 Minuten, "p<0,05 im Vgl. zu
TF3 + Katalase nach 15 Minuten, §p<0,05 im Vgl. zu TF3 + Katalase nach 30 Minuten, Tp<0,05 im
Vgl. zur Kontrolle nach 30 Minuten.

2 uM TF3 erhohte zeitabhingig die H,O,-Konzentration auf 0,09 + 0,01 uM nach 1 Minute
und auf 0,24 + 0,03 uM nach 30 Minuten. Damit war sie insgesamt etwas hoher als bei
0,5 uM TF3. Katalase fiihrte auch hier zu einer vollstdndigen Blockierung der H,O,-Bildung,
wiéhrend SOD zu einem starken Anstieg von H,0O, fiihrte. Die hohe H,O,-Konzentration bei

30 Minuten fiihrte zu einem signifikanten Unterschied innerhalb der Gruppe (Abb. 32).
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4.3.4 Schwarzer Tee

Das isolierte Theaflavin TF3 fiihrte in der Krebs-Henseleit-Losung zu einer deutlichen H,0,-
Bildung. Da schwarzer Tee eine Vielzahl von weiteren Inhaltsstoffen wie z.B. die
Thearubigene enthdlt, wurde auch die H;0,-Bildung durch schwarzen Tee nach
Vorbehandlung mit den Antioxidantien Katalase und SOD gemessen (Abb. 33).

Bei schwarzem Tee kam es ebenfalls zu einer starken zeitabhingigen H,O,-Bildung, die
leicht iiber der von griinem Tee lag (Abb. 30 und 33). Das Maximum der H,O,-Konzentration
wurde nach 15 Minuten erreicht (1,48 + 0,43 uM) und blieb nach 30 Minuten auf etwa dem
gleichen Niveau (1,47 = 0,29 pM) (Abb. 33). Die bei 2 pM TF3 gemessenen H,0,-
Konzentrationen lagen deutlich unter denen von schwarzem Tee (Abb. 32 und 33). Katalase
verhinderte nahezu vollstindig die Bildung von H,0O,, so dass die H,O,-Konzentrationen iiber
den gesamten Zeitverlauf zwischen 0,07 und 0,22 uM lagen. Diese Ergebnisse decken sich
mit denen von griinem Tee. Vorbehandlung mit SOD fiihrte ebenfalls zu einer H>O,-Bildung.
Sie lag geringfiigig hoher als in den Kontrollen und bei schwarzem Tee + Katalase, aber
deutlich unter schwarzem Tee (Abb. 33). Die H,0,-Konzentrationen nach Vorbehandlung mit

SOD waren zwischen griinem und schwarzem Tee vergleichbar (Abb. 30 und 33).

2,0
1,8 |

|
1,0
#
* # ‘ E #
T i . |
7 . |
= i L
30 1 30

|
|
0,8
0,6
0,4
0,2
T 15 15 15 30 1 15 30 min

Schwarzer Tee Schwarzer Tee + Katalase Schwarzer Tee + SOD Kontrolle

1,6
1,4
1,2

H,0,-Konzentration in pM

Abb. 33: H,0,-Konzentrationen in der Krebs-Henseleit-Losung nach Zugabe von 50 pl
schwarzem Tee mit und ohne Vorbehandlung mit Katalase (200 U/ml) bzw. SOD (500 U/ml).
Messung nach 1, 15 und 30 Minuten. Zeitabhingige Zunahme der H,0,-Konzentrationen bei
schwarzem Tee. Die Vorbehandlung mit Katalase bzw. SOD fiihrte zur Reduktion von H,O,.
Darstellung der H,O,-Konzentrationen in uM. Dargestellt sind Mittelwerte = SEM, n=4. *p<0,05 im
Vgl. zu schwarzem Tee nach 15 Minuten, “p<0,05 im Vgl. zu schwarzem Tee nach 30 Minuten.
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Innerhalb der Behandlungsgruppen bestanden keine signifikanten Unterschiede im
Zeitverlauf. Jedoch war nach Vorbehandlung mit Katalase und SOD eine signifikante
Reduktion der H,O,-Produktion im Vergleich zu schwarzem Tee beobachtet worden (Abb.
33).

4.3.5 Zusammenfassung der H,O,-Konzentrationsmessungen

Es kam bei allen Teepolyphenolen zur Bildung von H,O; in der Krebs-Henseleit-Losung.
Dabei war das Ausmal3 der H,O,-Bildung abhdngig von der Intervention. Schwarzer Tee
fiihrte zur hochsten H,O,-Konzentration mit einem Maximum von 1,48 + 0,43 uM, gefolgt
von 10 uM EGCG mit 1,15 + 0,24 uM und griinem Tee mit 1,13 £+ 0,36 uM. TF3 fiihrte in
beiden verwendeten Konzentrationen zur geringsten H,O,-Produktion.

Das Antioxidans Katalase blockierte in allen Behandlungsgruppen die H>O,-Bildung stark
oder sogar vollstindig. Dabei lagen die H,O,-Messwerte bei 1 pM EGCG und bei TF3 unter
der Nachweisgrenze (Abb. 34).

Die Vorbehandlung mit SOD inhibierte die H>O,-Bildung partiell. Das Ausmalf} der Inhibition
war abhingig von der Konzentration und dem verwendeten Teepolyphenol. Bei 10 uM
EGCQG, griinem und schwarzem Tee waren die maximalen H,O,-Konzentrationen nach
Vorbehandlung mit SOD &hnlich. Die H,O,-Konzentrationen lagen deutlich unter denen ohne
Antioxidans und unterschiedlich stark iiber denen nach Vorbehandlung mit Katalase. Die
inhibitorische Wirkung von SOD war bei 1 uM EGCG und bei TF3 weniger stark ausgeprigt
(Abb. 34).
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Abb. 34: Zusammenfassung der H,0,-Konzentrationsmessungen
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4.4 Zusammenfassung der Effekte der verwendeten Substanzen

Die Ergebnisse aller Untersuchungen sind in Abbildung 35 schematisch dargestellt und
zeigen eine Zunahme (1), Abnahme (|) bzw. keine signifikante Verdnderung (-) der
Vasodilatation bzw. Polyphenol- und H,O,-Konzentrationen.

Vasodilatation | Polyphenol- H,0,-
Konzentration | Konzentration
EGCG ) l )
EGCG + Katalase - l -
EGCG + SOD 1 l -
EGCG + MnTMPyP - unter der
Nachweisgrenze
Griiner Tee 1 1
Griiner Tee + Katalase - -
Griiner Tee + SOD ) -
Griiner Tee + MnTMPyP -
TF3 T ! 1
TF3 + Katalase - ! unter der
Nachweisgrenze
TF3 + SOD ) l )
TF3 + MnTMPyP -
Schwarzer Tee ) 1
Schwarzer Tee + Katalase - -
Schwarzer Tee + SOD ) -
Schwarzer Tee + MnTMPyP -

Abb. 35: Schematische Darstellung der Ergebnisse aus den Vasodilatationsversuchen
und den Polyphenol- und H,O,-Konzentrationsmessungen.
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5. Diskussion

5.1 Vasodilatation durch Teepolyphenole

Studienergebnisse der Arbeitsgruppe zur Vasodilatation bei griinem und schwarzem Tee
zeigten einen vergleichbaren Umfang der Relaxation in Aortenringen von Ratten (Jochmann
et al. 2008, Lorenz et al. 2009). Dies deckt sich weitgehend mit den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit. Die Vasodilatation durch schwarzen Tee war minimal stirker als bei
griimem Tee. Auch in vivo erhohten bei gesunden Frauen sowohl griiner als auch schwarzer
Tee die endotheliale Vasodilatation (Jochmann et al. 2008). Diese mit griinem Tee
vergleichbar guten dilatativen Eigenschaften des schwarzen Tees sind erkldrbar durch das
Zusammenspiel verschiedener Inhaltsstoffe im schwarzen Tee, wie die Thearubigene und
Theaflavine. Sie gleichen den geringeren Gehalt an Catechinen wieder aus und tragen so zur
Vasodilatation bei. Griiner und schwarzer Tee stimulierten in vergleichbarem Umfang
dosisabhingig die eNOS-Aktivitit und Phosphorylierung in Endothelzellen boviner Aorten
(Jochmann et al. 2008, Lorenz et al. 2009). Trotz der sehr geringen TF3-Konzentration von
0,06 pM an den Aortenringen in der vorliegenden Studie, 16ste schwarzer Tee eine starke
Vasodilatation aus. Somit sind wahrscheinlich andere Teeinhaltsstoffe wie die Thearubigene
oder andere Theaflavine fiir die positiven Wirkungen von schwarzem Tee auf die

Gefallfunktion verantwortlich.

Das Teecatechin EGCG aktivierte in Endothelzellen iiber eine Signalkaskade die eNOS und
fiihrte dadurch zu nachfolgender NO-Produktion und Vasodilatation. Die eNOS-Aktivierung
durch EGCG erfolgte iiber Proteinkinasen wie PI3-Kinase, PKA und AKT-Kinase mit einer
Phosphorylierung an der Phosphorylierungsstelle Ser-1179 der eNOS (Lorenz et al. 2004,
Kim et al. 2007, Reiter et al. 2010). Dariliber hinaus postulierten Anter et al. (2004) den
PI3/AKT-Kinase-Signalweg mit nachfolgend involvierter p38 MAPK, die zur
Phosphorylierung an Ser-1177 und Dephosphorylierung an Threonin (Thr)-495 der eNOS
fithrte. Von den verschiedenen Catechinen produzierte 100 uM EGCG die hochste Menge an
NO, TF3 in dquipotenten Dosen stimulierte hingegen die eNOS-Aktivitét stiarker (Lorenz et
al. 2009).

Untersuchungen an isolierten Aortenringen bei eNOS-knock-out Maiusen fiihrten bei
Wildtyp-Miausen zu einer starken EGCG-induzierten Vasodilatation, wohingegen sie bei
knock-out Méusen vollstindig ausblieb. Griiner Tee ergab vergleichbare Ergebnisse. Fiir die

Vasodilatation durch EGCG wird demnach eine funktionsfahige NOS in den Endothelzellen
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benoétigt, damit in den BlutgefdBen ausreichend NO fiir die Vasodilatation gebildet wird
(Lorenz et al. 2015). EGCG I6ste je nach Studie in unterschiedlichen Konzentrationen eine
Vasodilatation aus. In isolierten Aortenringen von Ratten dilatierten diese ab 1 uM EGCG
(Lorenz et al. 2004; Grassi et al. 2008; Aggio et al. 2013). Jede EGCG-Gabe fiihrte zu einer
kurzen, reversiblen Kontraktion, gefolgt von einer langanhaltenden Vasorelaxation mit
statistischer Signifikanz ab 10 uM (Lorenz et al. 2004). In der vorliegenden Arbeit dilatierte
1 uM EGCG die Aortenringe auf durchschnittlich 87 % der Vorkontraktion. Abweichend
dazu zeigten Auger et al. (2010), dass EGCG in isolierten porzinen Aortenringen erst ab einer
Konzentration von 100 uM eine Vasodilatation ausldste. Die unterschiedlichen Ergebnisse
sind erkldrbar durch verschiedene Tierarten (Ratten- und Schweineaorten), unterschiedlicher
Versuchsaufbau (z.B. Menge der Krebs-Henseleit-Losung in den Glasgefd3en), Préparation
der Aorten (z.B. Breite der Aortenringe, individuelle Prédparationstechniken) und der
Beschaffenheit der Versuchssubstanzen (z.B. Isolationsprozess, Hersteller). Verschiedene
Studien verweisen auf die Bedeutung von intra- und extrazellulirem Kalzium fiir die
Vasoreaktivitit (Thomas et al. 2002; Shen et al. 2003). Daher wurden die Versuche in der
vorliegenden Arbeit ausschlieBlich unter Anwesenheit von Kalzium durchgefiihrt, welches

Bestandteil der Krebs-Henseleit-Losung war.

Die Literaturdaten beziiglich der Vasoreaktivitdt der unterschiedlichen Catechine in isolierten
Aortenringen sind jedoch nicht einheitlich. So hatte EC in Aortenringen keinen Effekt auf die
Vasorelaxation (Andriambeloson et al. 1998). Auch vasokonstriktive Effekte durch
Teecatechine wurden beschrieben: 10 uM EGCG I6ste eine Vasokontraktion aus, vermutlich
durch Inaktivierung von NO' (Sanae et al. 2002). Die Arbeitsgruppe um Shen et al. (2003)
fand, dass neben EGCG auch EGC (3 bis 300 uM) zu einer Vasokontraktion fiihrte. Die
Catechine EC und ECG I6sten hingegen keine Kontraktion aus, so dass die Arbeitsgruppe
davon ausgeht, dass der B-Ring der Catechine fiir die Vasokontraktion verantwortlich ist. In
der vorliegenden Arbeit konnte eine kurze, aber reversible Vasokontraktion nach EGCG-,
TF3-, Griin- und Schwarzteegabe beobachtet werden. Es gab keine Hinweise auf eine
anhaltende Vasokontraktion durch EGCG, TF3 sowie griinen und schwarzen Tee. Die Phase
der kurzen Kontraktion ist bislang nicht erkldrt. Die Beobachtungsintervalle zwischen den
einzelnen Interventionsgaben betrugen in der vorliegenden Studie 30 Minuten. Ein moglicher
Grund fiir die Messung einer Vasokontraktion durch die Arbeitsgruppe um Shen et al. (2003)
konnte in einem zu kurzen Beobachtungszeitraum an den Gefafiringen liegen.

Zu den vasodilatorischen Eigenschaften von TF3 gibt es nur wenige Untersuchungen. 10 uM

EGCG und 2 pM TF3 zeigten eine vergleichbare Vasodilatation von ca. 40 % der

65



Diskussion

Vorkontraktion (Lorenz et al. 2009). In der vorliegenden Arbeit wurden auch 10 uM EGCG
und 2 uM TF3 verwendet, jedoch dilatierten die Aortenringe mit EGCG deutlich stérker als
die mit TF3 (ca. 10 % vs. 30 % der Vorkontraktion nach der letzten Gabe).

Es ist jedoch nicht gesichert, ob die giinstigen Effekte von Flavonoiden auf die Geféd3funktion
iiberhaupt den Catechinen zuzuschreiben sind oder nicht von anderen Inhaltsstoffen oder
Metaboliten im griinen und schwarzen Tee verursacht werden (Widlansky et al. 2005 und
2007). So vermittelt EGCG in vitro zwar viele positive Effekte auf die Gefal3funktion, in vivo
ist dessen Beitrag zu einer verbesserten Endothelfunktion durch griinen Tee aber bislang
ungekldrt. Die GefaBfunktion wird nachweislich und langanhaltend durch griinen und
schwarzen Tee giinstig beeinflusst. In einer Metaanalyse von neun Humanstudien verbesserte
moderater Teekonsum signifikant die flussvermittelte Vasodilatation (FMD) (Ras et al.
2011). Unter der FMD versteht man die endothelabhidngige Vasodilatation, welche als
prognostischer Marker fiir die Entstehung kardiovaskuldrer Erkrankungen angesehen wird.
Im Plasma von Patienten mit koronarer Herzkrankheit verbesserte EGCG aus griinem Tee
nach 2 h zwar die arterielle Dilatation, nach zwei Wochen war dies jedoch nicht mehr der Fall
und EGCG auch nicht mehr nachweisbar (Widlansky et al. 2007). Ebenso korrelierten die
Catechin-Konzentrationen (ECG, EC) nach Einnahme von schwarzem Tee nicht mit der
Endothelfunktion oder verbesserter antioxidativer Kapazitit (Widlansky et al. 2005). Kakao,
reich an EC, wurde mit einer Verbesserung von Gefal3funktion, Blutdruck und FMD (Hooper
et al. 2012) sowie einer Senkung des kardiovaskuldren Risikos assoziiert (Buitrago-Lopez et
al. 2011). Die Gabe von reinem EC hatte jedoch keinen Einfluss auf Blutdruck oder arterielle
Gefalisteifigkeit und verdanderte die FMD nicht signifikant (Dower et al. 2015).

Eine Cross-over-Studie der Arbeitsgruppe an gesunden Menschen fand erstmals, dass EGCG
hochstwahrscheinlich nicht an einer verbesserten Endothelfunktion durch griinen Tee
beteiligt ist (Lorenz et al. 2017). Nach Verabreichung von 200 mg EGCG in
unterschiedlichen Formulierungen (griiner Tee, Griinteeextrakt, isoliertes EGCG) wurde die
FMD gemessen. Nach Aufnahme von isoliertem EGCG war die Plasmakonzentration von
EGCG am hochsten, ein Effekt auf die FMD konnte jedoch nicht beobachtet werden. Obwohl
nach grimem Tee die gemessene EGCG-Plasmakonzentration am geringsten von allen
Interventionen war, wurde eine signifikante Verbesserung der FMD festgestellt. Die
Plasmakonzentrationen der Catechine EC, ECG und EGC aus griinem Tee waren sehr gering
und korrelierten nicht mit der FMD. Auch Griinteeextrakt hatte keinen Einfluss auf die FMD.

Somit spielen moglicherweise andere Teekomponenten oder Metaboliten bei der
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Vasodilatation eine Rolle, wie z.B. Koffein, methylierte Teepolyphenole oder konjungierte

und nicht-konjugierte Formen der Catechine (Lorenz et al. 2017).

5.2 Stabilitit von Teepolyphenolen in vitro und in vivo

Die Stabilitdt von Teepolyphenolen war schon Inhalt von mehreren Untersuchungen. Sang et
al. (2005) vermuteten Autooxidation und Epimerisation als Hauptursachen fiir die Instabilitét
von EGCG in vitro. Die Menge der gebildeten EGCG-Dimere wurde durch verschiedene
Faktoren wie pH-Wert, Temperatur, Sauerstoffgehalt, Metallionen und antioxidatives Niveau
beeinflusst. Die Autoren verwiesen auf die Wichtigkeit weiterfiihrender Untersuchungen zur
Stabilitdt von EGCG zur Vermeidung mdoglicher Artefakte (Sang et al. 2005). EGCG war
unter sauren Bedingungen (pH 2,0 - 5,5) eher stabil als unter neutralen (pH 7,4 und 37 °C),
wo es schnell durch Sauerstoff oxidiert wurde (Hong et al. 2002). Roginsky und Alegria
(2005) stellten unter Standardbedingungen diesen Autooxidationsprozess auch bei den
wiassrigen Extrakten aus griinem und schwarzem Tee fest. Mit steigendem pH-Wert nahm die

Autooxidation zu.

Mehrere Arbeitsgruppen kamen zu dem Schluss, dass EGCG in vitro einer Autooxidation mit
nachfolgender Entstehung verschiedener Dimere/Chinone unterliegt. Yoshino et al. (1999)
untersuchten unter in vitro-Bedingungen die Entstehung von EGCG-Dimeren in
heparinisiertem Maéuseplasma (pH 7,8) und kiinstlichem Darmsekret (1.5%ige
Natriumhydrogencarbonatlésung, pH 8.5). Die Arbeitsgruppe identifizierte wéhrend des
Zerfalls von EGCG drei verschiedene Produkte: Theasinensin A, P-2 und Theasinensin D.
Von EGCG war nach 5 Minuten nur noch 19,4 % im kiinstlichen Darmsekret und 60,7 % im
heparinisierten Mauseplasma nachweisbar. Hong et al. (2002) wiesen in HT-29-Zellen die
EGCG-Dimere Theasinensin A und P2 nach. Die Dimere erreichten ihre maximalen
Konzentrationen nach 2 - 4 h und waren auch nach dem Zerfall von EGCG in groBBeren
Konzentrationen vorhanden. In einer Untersuchung von EGCG (50 und 200 pM) in
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-Salzsdure-Puffer (Tris-HCl-Puffer; 20 mM Tris-HCI,
pH 7,2), lag die Halbwertzeit von EGCG bei ungefihr 2 h, nach 24 h war kein EGCG mehr
nachweisbar. In derselben Zeit entstanden zu unterschiedlichen Zeitpunkten verschiedene
Oxidationsprodukte. Dabei wurde ein Autooxidationsprozess unter neutralen oder leicht
alkalischen Bedingungen postuliert (Sang et al. 2007). Auch andere Autoren beobachteten die
Autooxidation von EGCG in Zellkultur, welche mit steigendem pH-Wert zunahm. Durch
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Sauerstoff kam es zur Ein-Elektronen-Oxidation des B-Ringes und es entstanden
Semichinon-Radikale und O,”, welche zu H,O, reduziert wurden (Mochizuki et al. 2002;
Neilson et al. 2010).

Die Ergebnisse der hier durchgefiihrten Untersuchungen bestétigen den Zerfall von EGCG
und TF3 in vitro. Bei 1 uM EGCG bzw. 0,5 uM TF3 waren nach 1 Minute nur noch geringste
Mengen und nach 15 Minuten keinerlei Substanz mehr nachweisbar. Im Vergleich dazu wird
der Zerfall bei 10 uM EGCG deutlicher. Nach 1 Minute waren noch 70 % und nach
30 Minuten lediglich 1,6 % des EGCG nachweisbar. 2 uM TF3 unterlag ebenfalls einem
zeitabhéngigen Zerfallsprozess, bei dem nach 1 Minute noch 21 % vorhanden und nach
30 Minuten die Nachweisgrenze erreicht war.

Untersuchungen zum Zerfall der Einzelsubstanzen im griinen und schwarzen Tee wurden
nicht durchgefiihrt, da dies durch die Vielzahl der beteiligten Teeinhaltsstoffe technisch
schwierig ist. Es wurden auch keine Untersuchungen zur Entstehung von Dimeren wihrend
des Zerfallszeitraumes durchgefiihrt.

Die Konzentrationsmessungen unter Einfluss der Antioxidantien Katalase und SOD ergaben
fiir EGCG und TF3 teils liberraschende Resultate. Sowohl Katalase als auch SOD hatten
einen stabilisierenden Einfluss auf EGCG und TF3.

Bei 1 uM EGCG war dieser Effekt besonders nach Vorbehandlung mit Katalase ausgepragt.
Dabei war EGCG nach 1 Minute in einer signifikant hoheren Konzentration vorhanden als
ohne Vorbehandlung mit Katalase und nach 15 Minuten in gering erhdhter Konzentration
ohne Signifikanz zu erreichen. Bei 10 uM EGCG konnte der stabilisierende Effekt nach
Vorbehandlung mit SOD festgestellt werden, da EGCG nach 15 und 30 Minuten mit
signifikantem Unterschied in einer hoheren Konzentration vorlag als ohne Antioxidans. Auch
Katalase hatte im Trend einen stabilisierenden Effekt auf EGCG, dieser Unterschied konnte
nicht als signifikant nachgewiesen werden. Bei 0,5 uM TF3 war nach Vorbehandlung mit
SOD nach 1 Minute TF3 in einer signifikant hoheren Konzentration vorhanden als ohne
Antioxidans. Auch die Vorbehandlung von 0,5 uM TF3 mit Katalase hatte nach 1 Minute
einen leicht stabilisierenden, nicht signifikanten Effekt auf TF3. Bei 2 uM TF3 war durch
beide Antioxidantien im Trend eine Stabilisierung festzustellen, fiir diesen Effekt konnte
jedoch keine Signifikanz nachgewiesen werden. Insgesamt war bei beiden Teepolyphenolen
der stabilisierende Effekt durch SOD etwas stérker als durch Katalase.

Ein stabilisierender Effekt durch SOD wurde auch von Mochizuki et al. (2002), Roginsky
und Alegria (2005) und Hou et al. (2005) gezeigt. Die Zugabe von SOD inhibierte signifikant

die Oxidation von Teepolyphenolen und verlangsamte den Autooxidationsprozess.
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Die Stabilitdtsmessungen der Teepolyphenole nach Vorbehandlung mit SOD stimmen im
Trend mit den vorliegenden Ergebnissen der Vasodilatationsversuche iiberein, in denen bei
schwarzem Tee eine signifikante und bei EGCG, TF3 und griinem Tee eine nicht signifikante
Verstarkung der Vasodilatation nach Vorbehandlung mit SOD beobachtet werden konnte.
SOD verlangsamte die Autooxidation der Teepolyphenole, verldngerte deren Halbwertzeit
und trug dadurch zu einer stirkeren Vasodilatation bei. Eine vollstindige Inhibierung der
Autooxidation durch SOD ist sehr unwahrscheinlich, da die Konzentrationen von EGCG und
TF3 im Zeitverlauf abnahmen.

Eine schnelle Autooxidation der Teepolyphenole in vitro ist sehr wahrscheinlich. Die
Situation in vivo kann sich dagegen ganz anders darstellen. Der Sauerstoffpartialdruck ist in
vitro viel hoher als in vivo (152 vs. 40 mmHG) (Sang et al. 2007) und schafft oxidative
Bedingungen, die eine Autooxidation von Teepolyphenolen begiinstigen. Dies ist ebenso im
Aortenringmodell bei dauerhafter Begasung mit 95 % Sauerstoff der Fall. Somit ist der
schnelle Zerfall der Teepolyphenole im Aortenringmodell moglicherweise u.a. auf die
oxidativen Bedingungen zuriickzufiihren. Des Weiteren betrug der pH-Wert in der Krebs-
Henseleit-Losung konstant 7,4. Somit konnte zusétzlich die von mehreren Arbeitsgruppen
vermutete Instabilitdt unter neutralen Bedingungen eine Rolle spielen.

Moglicherweise findet ein rascher Zerfall der Teepolyphenole nur in vitro statt. Denn in vivo
konnten die Oxidationsprodukte im Plasma von Maiusen nach hochkonzentrierter EGCG-
Gabe (50 mg/kg EGCG i.p. iiber drei Tage) nicht nachgewiesen werden, stattdessen die
methylierten und konjugierten Metaboliten von EGCG (Sang et al. 2007). Zudem war EGCG
im Plasma von Menschen auch noch einige Stunden nach Verabreichung nachweisbar. Die
maximalen Plasmakonzentrationen wurden nach 1-4 h erreicht, und nach 24 h (Van
Amelsvoort et al. 2001; Chow et al. 2001; Lee et al. 2002) bzw. zwei Wochen (Widlansky et
al. 2007) war kein EGCG mehr nachweisbar. Somit scheinen Catechine in vivo
physiologischen Metabolisierungs- und Abbauprozessen zu unterliegen, wohingegen in vitro
ein rascher Zerfallsprozess mit Bildung von Dimeren/Chinonen und reaktiven

Sauerstoffspezies wahrscheinlich ist.
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5.3 Beteiligung reaktiver Sauerstoffspezies an der
Vasodilatation durch Teepolyphenole

Verschiedene Studien deuten auf einen Autooxidationsprozess bzw. das Vorhandensein von
reaktiven Sauerstoffspezies bei der Vasodilatation von Teepolyphenolen hin.

Der von Lorenz et al. (2004) postulierte Signalweg iiber die PI3-Kinase, PKA und AKT-
Kinase mit nachfolgender Phosphorylierung an der Phosphorylierungsstelle Ser-1179 der
eNOS, wurde durch die Ergebnisse von Kim et al. (2007) bestitigt. Jedoch ging die
Arbeitsgruppe Kim et al. (2007) davon aus, dass die durch EGCG-induzierte Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies (inklusive H,O;) einen Teil der intrazelluliren Signalkaskade

oberhalb der PI3-Kinase darstellt (Abb. 36).
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Abb. 36: Moglicher Mechanismus der Vasodilatation durch EGCG.

Um die Beteiligung reaktiver Sauerstoffspezies an der Vasodilatation von Teepolyphenolen
zu untersuchen, wurden in der vorliegenden Arbeit verschiedene antioxidative Enzyme wie
Katalase und Superoxiddismutase (SOD) eingesetzt.

Versuche in Zellkultur mit Endothelzellen und Hepatozyten ergaben unterschiedliche
Ergebnisse hinsichtlich der Wirkung von Antioxidantien auf den Signalweg der
Teepolyphenole. Lorenz et al. (2009) konnten in Aortenendothelzellen von Rindern keinen
Effekt von Katalase, Polyethylenglykol-Katalase (PEG-Katalase) und SOD auf die EGCG-
stimulierte eNOS-Aktivitdt nachweisen. Hingegen inhibierte die zellgingige PEG-Katalase
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(500 U/ml) die Stimulation der eNOS-Aktivitit durch TF3 um ca. 50 %. Dies deutet auf eine
intrazelluldre Beteiligung von H,O, im Signalweg von TF3 hin. Die Ergebnisse von Anter et
al. (2004) zeigten hingegen in Aortenendothelzellen von Schweinen keinen Effekt der PEG-
Katalase auf die durch schwarzen Tee induzierte eNOS-Aktivitit. Dabei wurden geringe
Konzentrationen der PEG-Katalase (100 U/ml) benutzt. In Hepatozyten scheint die
Anwesenheit reaktiver Sauerstoffspezies sogar essentiell fiir die Aktivierung der 5'- AMP-
aktivierten Proteinkinase (AMPK) durch EGCG zu sein. PEG-Katalase (500 U/ml)
verhinderte diesen Signalweg (Collins et al. 2007).

In der vorliegenden Studie wurde das zellgdngige Antioxidans PEG-Katalase nicht
verwendet, da fiir den Signalweg der Bildungsort von H;0O, keinen Einfluss hat. H,O,
diffundiert problemlos durch Zellwidnde und kann somit auch bei extrazelluldrer Bildung
intrazelluldar wirken. Aktuelle Studien vermuten Aquaporine fiir den Transport von H,0O,

durch Zellwiande (Tamma et al. 2018).

Die Arbeitsgruppe Auger et al. (2010) untersuchte die molekularen Mechanismen der eNOS-
Stimulation durch EGCG und fiihrte Vasorelaxationsversuche mit EGCG an
Koronararterienringen von Schweinen durch. Es wurden dabei sehr hohe, -eher
unphysiologische Dosen von 100 uM EGCG eingesetzt. Dabei fiihrte EGCG ab einer
Konzentration von 100 uM zu einer endothelabhdngigen Vasodilatation. Zellgingige
Antioxidantien wie PEG-Katalase (500 U/ml) und MnTMPyP (100 puM, intrazellulires SOD-
Mimetikum) reduzierten diese Relaxation der Koronararterienringe durch EGCG deutlich.
MnTMPyP fiihrte im Vergleich zu PEG-Katalase zu einer stdrkeren Inhibition der
Vasorelaxation. Extrazelluldre natiirliche Antioxidantien wie SOD und Katalase (jeweils
500 U/ml) und Inhibitoren reaktiver Sauerstoffspezies wie NADPH-Oxidase, Xanthin-
Oxidase und Cytochrom P450 hatten keine Effekte auf die Vasorelaxation. Ein EGCG-
Derivat, bei dem alle Hydroxylgruppen der Gallatgruppe methyliert wurden, fithrte weder zur
Vasorelaxation, noch zur Bildung intrazellulirer ROS (Auger et al. 2010). Die NO-
vermittelte Relaxation der Gefdfle durch EGCG ist als eine redoxempfindliche Reaktion
beschrieben worden, die die Anwesenheit von intrazelluldrem O,” und H»O, benétigt. Dabei
sollen die durch EGCG gebildeten Hyperoxidanionen als frithes Signal die PI13-Kinase/AKT-
abhéngige eNOS-Phosphorylierung auslosen. Es ist wahrscheinlich, dass es sich um einen
Autooxidationsprozess der Hydroxylgruppen der Gallatgruppe von EGCG handelt, bei dem
es wihrend der Umwandlung von EGCG in ein Dimer/Chinon zur Bildung von O, kommt,
welches dann den stimulierenden Effekt von EGCG auf die eNOS iiber den PI3-Kinase/AKT-
Signalweg ausldst (Auger et al. 2010).
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In der vorliegenden Arbeit wurde bei EGCG und TF3, als auch bei griinem und schwarzem
Tee die Vasodilatation durch Vorbehandlung mit Katalase vollstédndig blockiert. Dies spricht
fiir extrazelluldres H,O, im Signalweg von Teepolyphenolen. Dies entspricht nicht den
Ergebnissen von Auger et al. (2010), die durch Katalase keine inhibierenden Effekte auf die
Vasodilatation feststellen konnten. Allerdings muss wieder darauf hingewiesen werden, dass
diese Arbeitsgruppe sehr hohe unphysiologische Dosen von 100 uM EGCG verwendet hat. In
der vorliegenden Arbeit wurde EGCG in einer physiologischen Konzentration von 1-10 pM
eingesetzt. Die zuvor beschriebene iiberwiegend nicht signifikante Stabilisierung von EGCG
und TF3 durch Katalase bei gleichzeitiger Blockierung der Vasodilatation gibt Hinweise
darauf, dass nicht die Ausgangsmolekile EGCG und TF3 die Vasodilatation auslosen,

sondern das entstandene H,O».

SOD katalysiert extrazelluldr die Bildung von H,O, und O, aus O,". Bei den durchgefiihrten
Vasorelaxationsversuchen verstiarkte SOD bei schwarzem Tee signifikant die Vasodilatation.
Fiir EGCG, TF3 sowie griinen Tee konnte eine leichte, nicht signifikante Verstirkung der
Vasodilatation gezeigt werden. Dies deutet auf eine Beteiligung von extrazellulirem O, im
Signalweg hin. Das durch SOD aus O," gebildete H,O, kdnnte zur Vasodilatation beitragen
und es kommt dadurch zu einer Verstirkung der Vasodilatation nach Vorbehandlung mit
SOD. Ebenso konnte SOD fiir eine hohere Konzentration an NO' in den glatten Muskelzellen
verantwortlich sein. Durch Neutralisation von O,” kann dieses nicht mehr mit NO' zu ONOO
reagieren. Die Konzentration an NO' in den Endothelzellen ist hoher und damit die

Vasodilatation stirker (Abb. 37).

O + 2NO —— 20NOO

Vasodilatation
2HF

l SOD (extrazellulir)

H,0, + 0O,

\
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Abb. 37: Méglicher Mechanismus der verstirkten Teepolyphenol-induzierten Vasodilatation
durch SOD.
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Sang et al. (2007) vermuteten O,” im Signalweg von EGCG. Wiéhrend des
Autooxidationsprozesses von EGCG wird Sauerstoff oxidiert und ein EGCG- und
Hyperoxidradikal geformt. Das Hyperoxidradikal reagiert mit einem anderen EGCG-Molekiil
zu einem EGCG-Radikal und H,O,. Von endothelialen NO-Synthasen gebildetes O, wurde
als wichtiger Vorldufer zur Bildung von EDHF in Méusen identifiziert (Takaki et al. 2008).

Das zellgingige SOD-Mimetikum MnTMPyP (10 uM) blockierte in unseren Versuchen in
allen Aortenringen die Polyphenol-induzierte Vasodilatation vollstindig. Auch Auger et al.
(2010) stellten diese Inhibition der EGCG-induzierten Vasodilatation fest. Bei den
Messungen der Substanzkonzentrationen war in der vorliegenden Arbeit nach 1 Minute nur
noch ein Messwert kurz iiber der Nachweisgrenze detektierbar. Dies ldsst den Schluss zu,
dass das synthetische Antioxidans MnTMPyP zu einer sofortigen Destabilisierung der
EGCG-Molekiile fiihrt. Es erscheint daher nicht als antioxidative Substanz bei
Teepolyphenolen geeignet und wurde aus diesem Grund bei allen weiteren Messungen der

Substanz- und H,O,-Konzentrationen nicht mehr verwendet.

5.4 H,0,-Bildung durch Teepolyphenole

Die Summe der Ergebnisse der Vasodilatationsversuche und
Substanzkonzentrationsmessungen deuten auf eine maB3gebliche Beteiligung von H,O; an der
Vasodilatation durch Teepolyphenole im Aortenringmodell hin.

Ein moéglicher Einfluss von H,O, auf die Vasodilatation wurde bereits in einigen Arbeiten
untersucht. In porzinen Aortenendothelzellen fithrte H,O, Kalzium-abhingig zu verbesserter
eNOS-Aktivitit und NO-Bioaktivitit. H,O, aktivierte AKT und erhohte die Phosphorylierung
an Ser-1177 der eNOS (Thomas et al. 2002). Die Aktivierung des PI3/AKT-Kinase-
Signalweges durch H,O, konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden. In intestinalen
Epithelzellen von Ratten stimulierte H,O, die Phosphorylierung der AKT {iber den PI3-
Kinase-abhingigen Signalweg (Zhou et al. 2005). Die Inhibition der PI3/AKT-Kinase
verhinderte die durch H,O, ausgeldste Neurotoxizitit in Zellen (Yu et al. 2017). Ein Produkt
der Arachidonsdure (20-HETE) stimulierte in Endothelzellen die NADPH-Oxidase mit O,"-
und nachfolgender H,0,-Bildung. H,0O, aktivierte dabei die PI3/AKT-Kinase mit
Phosphorylierung der eNOS und gesteigerter NO-Freisetzung (Bodiga et al. 2010). Vom
Endothel freigesetztes H,O, wurde als EDHF identifiziert, welches zu nachfolgender

Vasodilatation fiihrte. In Mesenterialarterien von Ratten fiihrte H,O, dosisabhingig zur
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Vasodilatation (Park et al. 2015). Sato et al. (2003) untersuchten den Einfluss der bei
exogener Zugabe von Xanthin (XA) und Xanthinoxidase (XO) gebildeten ROS auf den
vaskuldren Tonus von humanen Koronararteriolen. Das durch XA/XO exogen und endogen
gebildete O,” fiihrte zu spontaner H,O,-Produktion mit nachfolgender Vasodilatation, die
durch Katalase unterdriickt wurde.

Auch die Bildung von H;0, durch EGCG konnte gezeigt werden. In menschlichen
Adenokarzinomzellen entstanden nach 50 uM EGCG 25 uM H,0, (Hong et al. 2002). In
bovinen Aortenendothelzellen konnte nach Behandlung mit EGCG mittels Fluoreszenz H,0O,
nachgewiesen werden (Kim et al. 2007). Auch in Hepatozyten fiihrte EGCG zur Bildung von
H,0, (Collins et al. 2007).

Erkenntnisse zur Bildung von H,0O, bei der Vasodilatation durch Teepolyhenole im

Aortenringmodell gibt es bislang nicht.

In der vorliegenden Arbeit konnte im Vergleich zu den Kontrollen eine signifikante H,O,-
Bildung durch EGCG und TF3, sowie griinen und schwarzen Tee gezeigt werden. Die H,O,-
Konzentrationen unter Kontrollbedingungen waren dabei sehr gering und lagen im
Durchschnitt bei 0,05 pM H,0O,. Chemische Reaktionen zwischen den einzelnen Substanzen
der Krebs-Henseleit-Losung haben wahrscheinlich zur H;0,-Bildung gefiihrt. Solche
Wechselwirkungen wurden auch schon fiir Versuche in Zellkultur beschrieben, wo sie
zwischen Teepolyphenol und Zellkulturmedium vermutet wurden. Beim FEinsatz
unterschiedlicher Zellkulturmedien kam es zur Bildung unterschiedlicher Mengen an H,O»
durch Teepolyphenole (Kapitel 2.4.2, Long et al. 2000 und 2007).

Die Ergebnisse der H;0,-Konzentrationsmessungen korrelierten mit denen der
Vasodilatationsversuche: je hoher die gemessene H»O,-Konzentration, desto stdrker die
beobachtete Vasodilatation. Zudem nahm mit steigender H,O,-Konzentration auch die
Polyphenolkonzentration ab.

Bei griinem Tee und 10 puM EGCG waren vergleichbare H;O, Mengen nachweisbar, obwohl
bei griinem Tee die EGCG-Konzentration an den Aortenringen nur halb so hoch war (5 pM
vs. 10 uM). Somit scheinen im griinen Tee neben EGCG auch noch andere Inhaltsstoffe fiir
die Entstehung von H,O, verantwortlich zu sein. EGCG l6ste trotz vergleichbarer H,0,-
Konzentrationen eine wesentlich stirkere Vasodilatation als griiner Tee aus, was
moglicherweise auf vasoaktiv hemmende Substanzen im griinen Tee zuriickzufiihren sein
konnte.

Bei 1 uM EGCG wurde eine geringe Menge H;0, gemessen, das in den

Vasodilatationsversuchen eine leichte Dilatation ausloste. Obwohl die EGCG-Konzentration
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ab 15 Minuten unter der Nachweisgrenze lag, konnte auch nach 30 Minuten eine H,O,-
Bildung beobachtet werden. Die Bildung von ROS (incl. H,0O;) durch EGCG-
Dimere/Chinone konnte hierfiir verantwortlich sein. Eine Chinon-Bildung durch EGCG wird
vermutet (Yoshino et al. 1999; Hong et al. 2002; Mochizuki et al. 2002; Sang et al. 2007,
Hernéndez et al. 2006).

Trotz geringer TF3-Konzentration im schwarzen Tee, war die nachweisbare H,O,-Menge bei
schwarzem Tee am hochsten. Andere Teeinhaltsstoffe wie die Thearubigene und weitere
Theaflavine kdnnten maBigeblich zur H,O,-Bildung durch schwarzen Tee beitragen.

Bei TF3 als Einzelsubstanz wurden nur geringe H,O,-Konzentrationen gemessen. Die bei
2 uM TF3 im Zeitverlauf kontinuierlich zunehmende H,0O,-Konzentration korrelierte mit der
parallel abnehmenden TF3-Konzentration. Die fiir EGCG vermutete Chinon-Bildung mit
nachfolgender ROS-Bildung koénnte auch fiir TF3 zutreffen und die beobachtete H,O,-
Bildung erkldren. Weiterfiihrende Untersuchungen zur Bildung von TF3-Chinonen wiirden
dartiber Aufschluss geben.

Die gemessenen H,0O,-Konzentrationen wurden durch Vorbehandlung mit Katalase deutlich
vermindert. Dieser Effekt war bei griinem und schwarzem Tee weniger stark ausgeprigt als
bei den Einzelsubstanzen und ist wahrscheinlich auf die Vielzahl weiterer H,O»-bildender
Teeinhaltsstoffe im Tee zuriickzufiihren.

In Versuchen zu antikanzerogenen Mechanismen von EGCG wurde durch Katalase eine
Abschwichung und Unterdriickung der durch EGCG hervorgerufenen Effekte beobachtet
(Sakagami et al. 2001; Nakagawa et al. 2004; Hou et al. 2005). In vitro wurden in
Leukdmiezellen unter EGCG-Exposition hohe Konzentrationen von Topoisomerase-DNA-
Komplexen nachgewiesen. Katalase verhinderte die Bildung dieser Komplexe, was darauf
schlieBen lésst, dass H,O, diese Aktivitdt vermittelt (Lopez-Lazaro et al. 2011).

In den Vasodilatationsversuchen der vorliegenden Studie verstdrkte die Vorbehandlung mit
SOD die Teepolyphenol-induzierte Vasodilatation bei schwarzem Tee signifikant. Bei
EGCQG, TF3 und griinem Tee war durch Zugabe von SOD im Trend eine leichte Verstiarkung
der Vasodilatation festzustellen. Fiir diesen Effekt konnte jedoch keine Signifikanz
nachgewiesen werden. Die verstdrkte Vasodilatation deutet auf eine zusitzliche Bildung von
H,0; durch SOD hin. Somit wire zu erwarten gewesen, dass die H,O,-Konzentrationen nach
Vorbehandlung mit SOD erhoht sind. Dies war jedoch in der Regel nicht der Fall.
Moglicherweise spielte ein stabilisierender Effekt durch SOD eine Rolle, so dass die
Halbwertzeit der Teepolyphenole verlidngert und deren Autooxidation verlangsamt wurde.
Neben den beschriebenen kénnen auch noch andere Mechanismen die Vasodilatation durch

Teepolyphenole auslosen.

75



Diskussion

5.5 Moglicher Signalweg fiir Teepolyphenole

Im Aortenringmodell entstanden vermutlich durch den Zerfall der Teepolyphenole
extrazellulir O,” und H,0,. Katalase verhinderte die Teepolyphenol-induzierte Relaxation
der Aortenringe, SOD verstirkte hingegen signifikant bei schwarzem Tee die Vasodilatation.
Eine Verstirkung der Vasodilatation durch SOD war auch bei EGCG, TF3 und griinem Tee
zu beobachten, jedoch ohne signifikanten Unterschied. Die vorliegenden Ergebnisse lassen
auf eine extrazellulire H,0,-Bildung schlieBen. Dabei ist H,O, sehr wahrscheinlich als
Signalmolekiil der PI3/AKT-Kinase vorgeschaltet.

Auch Kim et al. (2007) vermuteten ROS (inklusive H,O;) in der Teepolyphenol-induzierten
Signalkaskade oberhalb der PI3-Kinase, jedoch geht die Arbeitsgruppe von einer
intrazellulairen ROS-Bildung aus. Da H,O, iiber biologische Membranen diffundiert, kann
sowohl extra- als auch intrazellulédr gebildetes H,O, eine Vasodilatation ausldsen.

Die Teepolyphenole EGCG und TF3 unterlagen im Aortenringmodell einem schnellen
Zerfallsprozess, der vermutlich durch die oxidativen Bedingungen ausgeldst wurde. Ein
Autooxidationsprozess mit Bildung verschiedener Dimere/Chinone, die zusitzlich zur
Bildung von ROS beitragen, ist wahrscheinlich.

Daneben wird aber auch die Beteiligung von Rezeptoren im Signalweg der Teepolyphenole
angenommen. Rezeptoren und ROS konnten gemeinsam an der Vasodilatation beteiligt sein:
Teepolyphenole konnten iiber eine rezeptorvermittelte Signalkaskade die Bildung von ROS

im Zellinneren auslosen, welche nachfolgend ebenfalls die PI3/AKT-Kinase aktivieren.

5.6 Abschlussbemerkung

Die vorliegende Arbeit untersucht erstmals anhand des ex vivo Aortenringmodells die
unterschiedlichen Effekte der Antioxidantien Katalase und SOD auf die Vasodilatation von
EGCQG, TF3, griinem und schwarzem Tee. Es konnte fiir alle Interventionen gezeigt werden,
dass die Vasodilatation maf3geblich durch H,O, vermittelt wird, und dass sowohl EGCG als
auch TF3 einem raschen Zerfallsprozess unterliegen. Dies kann auch fiir die Teepolyphenole
im griinen und schwarzen Tee vermutet werden.

Neben H,0, scheinen noch andere reaktive Spezies an der Vasodilatation der Teepolyphenole
beteiligt zu sein. Zur Aufkldarung dieser Mechanismen bedarf es weiterer Untersuchungen.

Ein moglicher Autooxidationsprozess sollte auler fiir EGCG auch fiir andere Teepolyphenole
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untersucht werden, um die Rolle von Chinonen bei der Signaltransduktion weiter

aufzukliren.

Es ist bekannt, dass moderater sub-toxischer oxidativer Stress den Widerstand der Zellen
gegen nachfolgende toxische ROS-Konzentrationen erhoht (Davies et al. 2017). Der in dieser
Studie nachgewiesene prooxidative Effekt von EGCG, TF3, griinem und schwarzem Tee 10st
moglicherweise moderaten oxidativen Stress aus und kann somit zu den beschriebenen

positiven Effekten von EGCG, TF3 sowie griinem und schwarzem Tee beitragen.

Trotz aller Belege, die fiir prooxidative Prozesse der Polyphenole sprechen, konnte dies in
vivo bislang nicht bestitigt werden. Da H,0, tdglich im Korper produziert wird, existieren
effektive intra- und extrazelluldre Schutzmechanismen. Takumi-Kobayashi et al. (2008)
gehen davon aus, dass Zellen in vivo wesentlich bessere antioxidative Schutzmechanismen
besitzen als in vitro, da H,O; in vitro zu DNA-Schéadigungen fiihrte, dies jedoch bislang in
vivo nicht bestétigt werden konnte. Die antioxidativen Effekte der Teepolyphenole traten
vorwiegend in vivo auf. Unter in vitro Kulturbedingungen waren eher prooxidative Effekte zu
beobachten. /n vitro werden Umgebungssauerstoff und geldster Sauerstoft zu O,” und H,0O,
reduziert. Hinzu kommt, dass unter Kulturbedingungen ein O,-Partialdruck von 150 mmHg
(entspricht 20 % O,) angewendet wird. Im Blut liegt dieser jedoch bei 75-100 mmHg, in
Korpergeweben sogar noch niedriger. Die prooxidativen Effekte der Catechine konnen in
Korpergeweben, wo der O-Partialdruck wesentlich geringer ist als unter

Zellkulturbedingungen, wahrscheinlich nicht ablaufen.

Aufgrund der widerspriichlichen Ergebnisse beziiglich prooxidativer und antioxidativer
Effekte von Teepolyphenolen bedarf es weiterfiilhrender Untersuchungen, da auch das in der
vorliegenden Arbeit verwendete Aortenringmodell ein in vitro Modell darstellt. Daher kann
vermutet werden, dass die prooxidativen Effekte durch das Versuchsmodell bedingt sind. Die
Begasung der Krebs-Henseleit-Losung mit 95 % O, kénnte sowohl die H,O,-Bildung mit
nachfolgender Vasodilatation als auch den Zerfall der Teepolyphenole bedingen. Weiterhin
ist davon auszugehen, dass die wahrend des Autooxidationsprozesses gebildeten ROS ebenso

zum Zerfall der Teepolyphenole beitragen.

In vivo konnten auch andere Teeinhaltsstoffe wie z.B. die Thearubigene fiir die
vasodilatorischen Effekte verantwortlich sein. Deren Anteil im schwarzen Tee wird auf

mindestens 60 % geschitzt (Haslam 2003), Theaflavine nur 2-6 %, Catechine 3-10 % (Yang
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und Landau 2000). Es wird vermutet, dass Thearubigene mafgeblich die endothelialen
Effekte im schwarzen Tee vermitteln (Lorenz et al. 2009). Thearubigene sind eine heterogene
Gruppe von Verbindungen mit unterschiedlichsten Molekulargewichten, von denen 5000-
10.000 verschiedene Verbindungen detektiert werden konnten (Kuhnert et al. 2010). Der
Nachweis genau definierter Thearubigene und deren Wirkung ist bislang nicht mdglich, so
dass Belege fiir deren positive Wirkung auf die Vasodilatation fehlen.

Der positive Beitrag von grilnem Tee auf die Gefal3funktion wurde bislang den enthaltenen
Polyphenolen, insbesondere dem Catechin EGCG, zugeschrieben. An gesunden Probanden
konnte erstmals gezeigt werden, dass EGCG hochstwahrscheinlich nicht an einer
verbesserten Endothelfunktion durch griinen Tee beteiligt ist. Es wire somit moglich, dass
andere Inhaltsstoffe oder Metaboliten im griinen Tee die Vasodilatation vermitteln (Lorenz et

al. 2017).
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6 Zusammenfassung

Griinem und schwarzem Tee werden zahlreiche gesundheitsfordernde Wirkungen auf das
Herz-Kreislauf-System zugeschrieben. Insbesondere wird der Schutz vor Arteriosklerose,
Bluthochdruck und die positive Wirkung auf die Gefd3funktion diskutiert. Darliber hinaus
wurden auch antioxidative Effekte der Teepolyphenole beschrieben. In vitro wurden aber
auch prooxidative Effekte von Teepolyphenolen beobachtet. Diese konnen selbst oxidiert
werden und dadurch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) wie Wasserstoffperoxid (H,O,) und
Hyperoxidanionen (O,”) bilden. Einige Arbeitsgruppen gehen von einer Autooxidation mit
Bildung von Dimeren/Chinonen der Teepolyphenole aus, was bislang nur in vitro gezeigt
werden konnte. In diesem Zusammenhang ist bislang nur teilweise verstanden, wie die
beschriebenen vasodilatorischen Effekte der Polyphenole vermittelt werden. Es ist unklar, ob
rezeptorvermittelte Signalwege involviert sind oder ob Autooxidation mit Bildung von ROS
eine Rolle spielt. Bisher ist bekannt, dass Epigallocatechin-3-gallat (EGCG) in den
Endothelzellen iiber Proteinkinasen die endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS)
durch Phosphorylierungen aktiviert und dadurch zu steigender Stickstoffmonoxid (NO)-
Produktion und nachfolgender Vasodilatation fiihrt. Als involvierte Proteinkinasen konnten
die Phosphatidylinositol-3-OH-Kinase (PI3-Kinase), cAMP-abhéngige Proteinkinase (PKA)
und Proteinkinase B (AKT) identifiziert werden. Es wird diskutiert, ob die NO-vermittelte
Relaxation der Gefd3e eine redoxempfindliche Reaktion ist, die die Anwesenheit von H,O,
und O, bendtigt. Diese konnten als frithes Signal die PI3-Kinase/AKT-abhéingige eNOS-
Phosphorylierung auslosen.

In der vorliegenden Arbeit sollte eine mogliche Autooxidation unter Bildung von ROS als
ibergeordneten  Ausloser des  PI3/AKT-Kinase-Signalweges untersucht  werden.
Studienergebnisse zur Autooxidation von EGCG wurden in der vorliegenden Arbeit auf
griimen und schwarzen Tee, sowie Theaflavin-3,3"-digallat (TF3) als Bestandteil des
schwarzen Tees, erweitert und somit auf verschiedene Teepolyphenole iibertragen.

Die Untersuchungen erfolgten in mehreren Schritten, um die Ergebnisse mit verschiedenen
Methoden zu verifizieren. Basis aller Untersuchungen bildete das Aortenringmodell aus der
Ratte, welches als ex vivo Versuchsmodell die in vivo Situation im Blutgefdl nachstellt. Um
die Beteiligung der ROS H;0; und O, an der Vasodilatation durch Teepolyphenole zu
untersuchen, wurde zu Beginn eines jeden Experimentes als Einmalgabe Superoxiddismutase
(SOD, 500 U/ml), Katalase (200 U/ml) oder Mangan(IIl)tetrakis(1-methyl-)porphyrin
(MnTMPyP, 10 uM) dem Organbad zugegeben. Mitgefiihrt wurden Kontrollringe, die nur
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mit Wasser behandelt wurden. Zur Messung der Vasodilatation erfolgte alle 30 Minuten die
Gabe von EGCG (0,1 - 10 uM), TF3 (0,02 - 2 uM), sowie griinem oder schwarzem Tee
(5 -50 pl, was bei 50 ul ca. 5 uM EGCG bzw. 0,06 uM TF3 entsprach) in die Organbader.
Die Teepolyphenol-induzierte Vasodilatation wurde bei allen Interventionen durch Katalase
vollstdndig verhindert, bei schwarzem Tee durch SOD hingegen signifikant verstéirkt. Eine
nicht signifikante Verstdrkung der Vasodilatation durch SOD war auch bei EGCG, TF3 und
grimem Tee zu beobachten. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass H,O, maligeblich die
Vasodilatation ausldst.

Die Stabilititsmessungen von EGCG und TF3 gaben Aufschluss iiber eine mogliche
Autooxidation der Teepolyphenole. EGCG (1 und 10 uM) und TF3 (0,5 und 2 uM) wurden
als Einmalgabe dem Organbad zugegeben und nach 1, 15 und 30 Minuten Proben
entnommen. Die Messungen von EGCG und TF3 mittels Ultrahochdruckfliissigkeits-
chromatographie zeigten einen raschen Konzentrationsabfall im zeitlichen Verlauf und
unterstlitzen damit die These der Autooxidation. Dies kann auch fiir die Teepolyphenole im
griinen und schwarzen Tee vermutet werden. Katalase und SOD hatten einen stabilisierenden
Effekt auf EGCG und TF3, so dass beide Polyphenole zum Teil in hdheren Konzentrationen
nachweisbar waren als ohne Antioxidantien.

Des Weiteren wurde mit dem Amplex Red Wasserstoffperoxid Test die durch EGCG und
TF3, sowie griinen und schwarzen Tee generierte Menge an H,O, gemessen. EGCG (1 und
10 uM), TF3 (0,5 und 2 puM), sowie griiner und schwarzer Tee (50 pl) wurden als
Einmalgabe dem Organbad zugegeben und nach 1, 15 und 30 Minuten Proben entnommen.
Bei grimem und schwarzem Tee sowie EGCG und TF3 war nach kurzer Zeit H,0,
nachweisbar, dessen Entstehung nach Vorbehandlung mit Katalase und SOD stark
vermindert wurde. Es gibt dariiber hinaus auch die Mdglichkeit der Beteiligung weiterer ROS
an der Vasodilatation.

Aus den vorhandenen Ergebnissen kann auf einen extrazelluldren Zerfall/Autooxidation der
Teepolyphenole unter H,O,-Bildung geschlossen werden. Das extrazellular gebildete H,O,
kann in die Zellen diffundieren und intrazelluldr den PI3/AKT-Signalweg mit nachfolgender
Phosphorylierung der eNOS und Vasodilatation auslosen. Die hier vorliegende Arbeit stiitzt
damit die Vermutung, dass Teepolyphenole auch prooxidativ wirken kdnnen und tragt zum
Verstdndnis der Mechanismen der Vasodilatation durch Teepolyphenole bei. Aufgrund der
widerspriichlichen Ergebnisse beziiglich prooxidativer und antioxidativer Effekte von
Teepolyphenolen bedarf es jedoch weiterfiihrender Untersuchungen. Zudem muss der Frage
nachgegangen werden, ob andere Inhaltsstoffe oder Metaboliten im griinen und schwarzen

Tee die Vasodilatation vermitteln.
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7 Summary

The role of reactive oxygen species during vasodilatation by tea
polyphenols

Green and black tea are attributed to numerous health promoting effects on the cardiovascular
system. In particular, the protection against arteriosclerosis, hypertension and the positive
effect on vascular function is discussed. In addition, antioxidant effects of tea polyphenols
have been described. /n vitro, however, prooxidative effects of tea polyphenols have also
been observed. They can be oxidized themselves and thereby form reactive oxygen species
(ROS) like hydrogen peroxide (H,O,) and superoxide (O,"). Some studies assume
autooxidation of tea polyphenols with the formation of dimers/quinones, which has been
demonstrated in vitro only.

In this context, it is still unclear how the described vasodilatory effects of polyphenols are
mediated. It is unknown if receptor-mediated signaling pathways are involved or if
autooxidation with the formation of ROS takes place. In endothelial cells, epigallocatechin-3-
gallate (EGCGQG) activates the endothelial nitric oxide synthase (eNOS) by phosphorylation of
protein kinases that results in increased nitric oxide (NO) production and vasodilatation.
Phosphatidylinositol-3-OH-kinase (P13-kinase), cAMP-dependent protein kinase (PKA) and
protein kinase B (AKT) were identified as protein kinases involved in this process. It is
discussed whether the NO-mediated relaxation of the vessels is a redox-sensitive reaction that
requires the presence of H,O, and O,". These could trigger the PI3-kinase/AKT-dependent
eNOS phosphorylation as an early signal.

In the present work, the possible autooxidation with the formation of ROS as a trigger of the
PI3/AKT kinase signaling pathway was investigated. Previous results on the autooxidation of
EGCG were extended to green and black tea, as well as to theaflavin-3,3"-digallate (TF3) as a
component of black tea.

The investigations were carried out in several steps in order to verify the results with different
methods. All investigations were done with the rat aortic ring model, an ex vivo experimental
model, which simulates the in vivo situation in the blood vessels. To investigate the
involvement of the ROS H,0, and O, in the vasodilation of tea polyphenols, a single dose of
superoxide dismutase (SOD, 500 U/ml), catalase (200 U/ml) or mangan(IlI)tetrakis(1-
methyl-)porphyrine (MnTMPyP, 10 uM) was added to organ baths at the beginning of each

experiment. Control rings were treated with water only.
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To measure vasodilation, every 30 minutes EGCG (0.1 - 10 uM), TF3 (0.02 - 2 uM), green or
black tea (5 -50 pl, which correspond to about 5 uM EGCG or 0.06 uM TF3 at 50 pl) were
given to organ baths. Tea polyphenol-induced vasodilatation in the aortic ring model was
completely prevented by catalase, but was significantly enhanced by SOD in black tee and
not significantly enhanced in EGCG, TF3 and green tea. The results suggest that H,O, is a
major cause of vasodilatation.

The stability measurements of EGCG and TF3 revealed a possible autooxidation of tea
polyphenols. EGCG (1 and 10 uM) and TF3 (0.5 and 2 uM) were added as a single dose to
organ bath and sampled after 1, 15 and 30 minutes. Measurements of EGCG and TF3
concentrations through ultra-high-pressure liquid chromatography revealed a strong reduction
over time and thus support the hypothesis of autooxidation. This may also be suspected for
the tea polyphenols in green and black tea. Catalase and SOD had a stabilizing effect on
EGCG and TF3, so that both polyphenols were partly detectable in higher concentrations
than without antioxidant.

Furthermore, the Amplex Red Hydrogen Peroxide Assay was used to measure the amount of
H,0; induced by EGCG and TF3, as well as green and black tea. EGCG (1 and 10 uM), TF3
(0.5 and 2 pM), as well as green and black tea (50 pl) were added as a single dose to the
organ bath and sampled after 1, 15 and 30 minutes. By using green and black tea, as well as
EGCG and TF3, H;O0, was measured within a short time, that was diminished by
pretreatment with catalase and SOD. However, the involvement of further ROS in the process
of vasodilatation cannot be excluded.

From the present results, an extracellular decay/autooxidation of tea polyphenols with
concurrent formation of H,O; is concluded. These extracellular generated H,O, can diffuse
into the cells and trigger the PI3/AKT signaling pathway followed by phosphorylation of
eNOS and vasodilatation. The present work thus supports the assumption of prooxidative
effects of tea polyphenols and contributes to the understanding of the mechanisms of
vasodilatation by tea polyphenols. However, due to the contrary results regarding the
prooxidative and antioxidant effects of tea polyphenols, further investigations are needed. In
addition, the question must be investigated whether other ingredients or metabolites in green

and black tea mediate vasodilation.
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