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1. EINLEITUNG

1.1. ISCHAMIEBEDINGTE GEWEBSSCHADEN

Ischamie ist definiert als die Unterbrechung defu3en eines Gewebes mit
sauerstoffreichem Blut. Wird die gewebsabhangigkdmietoleranzzeit Giberschritten,
drohen irreversible Gewebsschéaden, die bis zungklbse fihren und auch entfernte

Organe oder sogar den gesamten Organismus bebtiggitkonneh?3*,

Es entsteht eine absolute Hypoxie, die eine Unustgltles Zellstoffwechsels zur Folge
hat. Die Auswirkung des Sauerstoffmangels auf tizetne Zelle ist von der
Ischamiedauer, dem Zelltyp (verschiedene Organiézbesunterschiedliche
Ischamietoleranzen) und dessen metabolischen Beseh abhangigSauerstoff ist
unentbehrlich fur die Aufrechterhaltung der Homéasstder menschlichen Zelle. Er wird
vor allem fur die oxidative Phosphorylierung in dditochondrien gebraucht, die als
Hauptenergielieferant der Zelle fur energiereichedphatverbindungen in Form des ATP

fungiert.

Bei Sauerstoffmangel verbraucht die Zelle zunacesdileibende Speicher (u. a. aus
Myoglobin), und es kommt zur Umstellung auf deneanben Stoffwechsel mit Abbau des
ATP-Vorrats der Zelle Der aerobe Zellstoffwechsel wird auf die wesehtineffizientere
anaerobe Glykolyse umgestellt. Der Bedarf an eaezgihen Substraten Ubertrifft schnell

die Produktion. Die Anhaufung von Laktat und Pretosowie die verminderte Oxidation



von Nicotinamid Adenine Dinucleotid Phosphat (NADBHlurch die Mitochondrien

fihren zur Azidose der Zelle, die wiederum die aolae Glykolyse hemrft

Bei einem ATP-Mangel kommt es zum Abbau von ATRARP, ADP wird zu AMP
reduziert und AMP schlie3lich zu Adenosin. Da Adgndrei durch die Zellmembran

difftundieren kann, vermindert sich das zellulareeAdsir.

Die intrazellulare Azidose beeintrachtigt zunadetulare Funktionen, bei starkerer
Auspragung Membranstrukturen; sie kann bis zum Kettgm Funktionsverlust der Zelle
fuhren. Auf Grund des ATP-Mangels kommt es zu euggminderten Aktivitat der Na+/
K+-ATPase, das Membranpotential kann nicht aufextiatiten werden und Natrium
stromt in die Zelle. Durch die intrazellulare Azsdowird die Na+/ H+-Gegenpumpe
stimuliert, was zu einem Anstieg der intrazellutdMatriumkonzentration fuhrt. Die Na+/
Ca+-Gegenpumpe erlaubt den Ausstrom von NatriurAustausch mit Calciumionen. Es

kommt zu einer Akkumulation von Calciédm

Die Anhaufung osmotisch aktiver Substanzen wie.2.&&tat und anorganische Phosphate

bewirkt ein Zelloderh

Die intrazellulare Hyperkalziamie induziert versstiene degenerative Prozesse. Betroffen
sind das sarkoplasmatische Retikulum, Phospholgisée Proteine des Zytoskeletts; die
Degeneration infolge intrazellularer Hyperkalziameéndert die Calciumaffinitat und
Effektivitat der kontraktilen Funktionsstrukturefudem verandert die Hyperkalzidmie die
Tertiarstruktur von Enzymen, z. B. modifiziert gie Xanthindehydrogenase zur

Xanthinoxidasé



1.1.1 HYPERKALZIAMIE/ ZELLUNTERGANG

Infolge der intrazellularen Hyperkalziamie kommtse&kundar zu einer mitochondrialen
Hyperkalziami& Dabei entsteht ein mitochondriales Odem, die gd@dnete
Molekulstruktur der Innenmembran wird zerstort wiad fur die oxidative
Phosphorylierung notwendige Membranpotential aufgeh. Das Mitochondrium verliert
seine Funktion. Mit dem Verlust des Membranpoténiidfnen sich irreversibel
mitochondriale Permeabilitats-Transition-Poren (R HPysiologisch ist die innere
Mitochondrienmembran nur fir Sauerstoff, Wasser @ddurchlassi Fir alle anderen
Substanzen kann der Stoffaustausch nur Gber spe®fiTransportersysteme erfolgen. Die
mitochondriale Hyperkalziamie bildet den wesenticirigger zum Offnen der PTBei
Hyperkalziamie und getffneten PTP wird eine Hypatkaktur der Myofibrillen

ausgelost

1.1.2 LEUKOZYTEN/ ADHASIONSMOLEKULE

Ischamie stimuliert die Ausbildung und Expression Leukozytenadhasionsmolekilen an
der Oberflache der intravasalen EndothelzellenRvigelektin, L-Selektin, Interzellularen
Adhasionsmolekilen (ICAMs) und Plattchen-Endothielkdhésionsmolekilen

(PECAMS), zudem kommt es zur Sekretion von Zytokimee TNFa, Interleukin-1, -6, -8

und anderen sowie von vasoaktiven Substanzen vdetEelin und Thromboxane A2

Zusammenfassend seien die wichtigsten zellularésktef der Hypoxie aufgezahlt:
zellulare Azidose, Verlust des sarkoplasmatischembBranpotentials, Zellschwellung,

Zerstorung des Zytoskeletts, Reduktion von ATP,sphokreatin, Glutathion und alpha-
9



Tocopherol sowie verstarkte Expression von LeukeryAdhasionsmolekilen und

Sekretion von Zytokinen (TNF alpha, IL-1, -6, -8auf*®.

1.2 POSTISCHAMISCHER REPERFUSIONSSCHADEN

Eine Reperfusion ist essentiell fur die Lebens- Bndktionsfahigkeit des Gewebes bzw.
Organs. Der Reperfusionsschaden kann paradoxerdeisButzen der Wiederherstellung
der Durchblutung mit sauerstoffreichem Blut redteae Der Reperfusionsschaden ist
definiert als Schadigung des Gewebes, verursachhdlie Wiederherstellung der
Zirkulation nach einer Phase der Isch&mieDer wieder verfiigbare Sauerstoff ruft eine
Vielzahl von Reaktionen und Schaden heRr/Dies kann bis zum Zelluntergang fiihren.
Wahrend der Reperfusionsphase flihrt u. a. derzeltrtaare Mangel an Adenosin zur

verlangsamten Neusynthese von ATP

Die Mechanismen, die den Reperfusionsschaden aates, und seine zellularen wie
klinischen Folgen werden oft unter dem Begriff tlehamie- Reperfusionssyndroms (I/
R-Syndrom= IRS) zusammengefasst. Das I/ R-Syndéstrzlunachst im Wesentlichen
eine lokale Entziindungsreaktion aus, die vor atlasbetroffene Organ schadigt. Es
entwickelt sich jedoch eine Reaktion des gesamtgarlsmus, die zur Schadigung

anderer, entfernter Organe fithren kann

Histologisch liel3 sich nach dreistiindiger Ischaraient und einsttindiger
Reperfusionsdauer in Gewebe aus der Leber odeiMbigen-Darmtrakt deutlich mehr
Nekrose des Parenchyms (Leber bzw. Mukosamembraaehyveisen als in der

Vergleichsgruppe nach vierstiindiger Ischamie oheyeRusion>.
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1.2.1 PATHOPHYSIOLOGIE DES REPERFUSIONSSCHADENS

Durch die wahrend der Reperfusion massiv prodieneftytokine wird eine
Entziindungsreaktion verursacht. Neutrophile Graaytiém werden durch nun prasentierte
Oberflachenadhasionsmolekule aktiviert, ihre Kotzgion steigt exponentiell und sie
gelangen in das Interstitium. Infolge einer Erhd&nder endothelialen Durchlassigkeit mit

Flussigkeits- und Albuminextravasion bildet sich iiterstitielles Odem afi&’.

1.2.2 XANTHIN-OXIDOREDUKTASE

Die Xanthin-Oxidoreduktase spielt eine wesentliBlodle in der Generierung des IR-
Syndroms. Unter normalen Bedingungen wird XanthoariHypoxanthin mit Hilfe der
Xanthin-Dehydrogenase zu Harnséaure abgebaut. Dighexidoreduktase ist die
generische Bezeichnung eines Enzyms, das in zveisahiedlichen, ineinander
umwandelbaren, funktionell verschiedenen FormetriguXanthindehydrogenase (XD),
die physiologisch standig in vivo exprimiert winthd die posttranskriptionell veranderte
Form Xanthinoxidase (X3J. Bei Ischamie sowie durch Proteasen, Zytokineamdkre
Entziindungsmediatoren kommt es zu einem deutliéimstieg der XO-Konzentration.
Funktionell katalysieren beide Formen XO und XD @idation von unterschiedlichen
Substraten, hauptsachlich Hypoxanthin zu Xanthih Xianthin zu Urat. XD bendtigt
NAD+ als Elektronenakzeptor, um Hypoxanthin zu Xamteduzieren zu kdnnen bzw.
Xanthin zu Urat. Dabei wird als stabiles Reaktiongpkt das Substrat NADH gebildet.

XO kann auf Grund seiner veranderten Struktur NAizht als Elektronenakzeptor

11



verwenden und bendtigt molekularen Sauerstoff i@Rairinoxidation. Es kommt zur

Erzeugung hochreaktiver freier Sauerstoffradikalgie auch von Wasserstoffperoxit

Die mikrovaskulare Dysfunktion ist ein friiher unid tlas klinische Ergebnis
entscheidender Faktor in der Pathogenese des liRS/ersuch wurden molekulare und
biochemische Verdnderungen innerhalb der Gefal3wlaadhkterisiert, die fir eine akute

Entziindungsreaktion kennzeichnend §ind

ENDOTHEL

Wesentlicher Regulator fiir die Homoostase und d@u3 der Gefal3e ist das Endothel.
Endothelzellen haben eine Vielzahl vitaler FunkgionKontrolle des Gefal3tonus und des
lokalen Blutflusses, Modulation von Gerinnung urmdZtindung, Interventionen/ Eingriffe
in das Immunsystem, Kontrolle des Transfers vonrtbtikind Makromolekilen von
intravasal nach interstitiell, Umwandlung von Prohonen zu aktiven Hormonen
(Angiotensin II). Die Endothelzellen reagieren beders empfindlich auf die schadlichen
Auswirkungen von Hypoxie und Reoxygenierung. In derschiedenen Abschnitten des
GefalRsystems manifestiert sich das IRS verschietignad mit unterschiedlich starker
Auspragung. Trotz des prinzipiell gleichen Schadggmechanismus unterscheiden sich

die Reaktionen der Endothelzellen der Arterioleapiaren und Venolen im IR&
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ARTERIOLEN

In der Endothelzelle der Arteriolen manifestiedhsder IR-Schaden als beeintrachtigte
Fahigkeit zur Relaxation der glatten Muskelzelie, @hdothelabhangig NO-mediiert ist. In
der frihen Phase der Reperfusion kommt es zunaahesher gesteigerten NO-Produktion,
wohingegen in der spateren Phase die NO-Produ&titkt'. In tierexperimentellen
Studien konnte mit der Applikation von endotheluméigigen Vasodilatoren wie etwa
Nitroprussid-Natrium nachgewiesen werden, das§diegkeit zur Relaxation der
postischamischen Arteriolen erhalten bleibt. Dingelerte Gefallantwort beruht somit
nicht auf einem Funktionsdefizit der glatten Gefakulatur, sondern vielmehr auf einem
im Verhéltnis gravierenden Uberangebot an Superadikalen, die eine
Gegenregulationsfahigkeit endogener protektiveigxdantien wie NO, GSH, SOD
Ubersteigen. Diese These wird von der Beobachtestjitzt, dass Superoxiddismutase und
andere Antioxidantien die Fahigkeit zur endothetatgigen NO-mediierten

GefaRrelaxation in postischamischen Arteriolen wibdrstellen konnéh

In einer tierexperimentellen Arbeit an postischame Skelettmuskulatur konnte gezeigt
werden, dass der Abfall der NO-Konzentration nigasentlich von der Superoxidbildung

beeinflusst wird?.

Aktivierte Leukozyten scheinen eine weitere wicat{@uelle fiir Superoxid, das nach
Reperfusion endothelial produziertes NO inaktiviekann. Bei Knock-out- Mausen mit

Defizit an Leukozyten- oder endothelialen Adhasmplekilen kommt es anders als bei

13



der normogenetischen Vergleichsgruppe nicht zumBeehtigung der

endothelabhangigen Vasodilatation nacHIR

KAPILLAREN

Im Kapillargebiet manifestiert sich die endothai@ilysfunktion vor allem in der
verstarkten Extravasion von Flussigkeit in dasrbtteum und in einer Reduktion der
Anzahl perfundierter Kapillaren. Aktivierte Leukdey und von der Basalmembran
teilabgeloste geschwollene Endothelzellen scheiieKapillaren zu verstopfen. Das
interstitielle Odem wirkt sich von auRen kompringied aufeinige der verbleibenden
Kapillaren aus, dies kann bis zum Kollaps fuhrearadimindest die Perfusion der

Blutbestandteile bedrohlich verlangsartfen

VENOLEN

Das starkste Ausmal3 der Entztindungsreaktion zelgira Bereich der postkapilléaren
Venolert®. Das durch die Entziindungsantwort verursachte Cidemprimiert die

Kapillaren und kann so ein ,no-reflow“-Phanomentinigtren’.

Charakteristische Bestandteile dieser venolarekt®easind die Leukozyten-
Endotheladhasion, die transendotheliale Leukozyigmation, die Rekrutierung von
interstitiellen Makrophagen und nicht zuletzt deestarkte Produktion und Freisetzung
freier Radikale. Mastzellen und MakrophaQetie normalerweise im perivendsen
Interstitium residieren, werden rekrutiert und wiltit und organisieren die Erweiterung,

Feinabstimmung und Verstarkung der ImmunreaRtidn
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Adhasionsmolekile, die sowohl an der Oberflachehewkozyten als auch von
Endothelzellen exprimiert werden, zeigen im Rahmiees IRS eine massiv erhéhte
Expression, Aktivitat, Reagibilitat und festere @imgsfahigkeit als unter
Normalbedingungen. Zumindest unter In-vitro-Bedimgen konnte ihre hohe Bedeutung

untermauert werdéh

STICKSTOFFMONOXID (NO)- UND SUPEROXIDKONZENTRATIONEN

Sowohl Superoxid als auch NO spielen anscheinerelsghr wichtige Rolle bei den
Veranderungen der endothelabhé&ngigen Reaktionétainmen des Ischamie-
Reperfusionsschadéh®ie Studien deuten darauf hin, dass sowoh! dimirelerte
endothelabhangige Vasodilatation in den Arteri@kenauch die Entziindungsreaktion in
den Venolen wesentlich durch eine Imbalance zwis@wgeroxid und NO — auf Grund
einer massiv verstarkten Superoxidbildung und vedaiten NO-Generation — verursacht

wird*°,

Die Reperfusion der ischamischen Skelettmuskulgght einher mit einer verstarkten
Superoxidproduktion und einem Abfall der NO-Konzatibn In einer wesentlich weiter
reichenderierexperimentellen Arbeit wurde untersucht, ob Sleperoxidanstieg und der
Abfall der NO-Konzentration wahrend der Reperfusjgmase korrelieréh Es wurden 14
mannliche Wistar-Ratten in eine Verum-Gruppe mitEsGabe und eine Kontrollgruppe
mit Applikation einer NaCl-Losung eingeteilt. DiafRen wurden einer zweistindigen
Ischamie des Hinterlaufs ausgesetzt. Die Entwiakider O2- und NO-Bildung in der
Reperfusionsphase wurde per Sensor gemessen. B Eabe war der Anstieg der
Superoxidkonzentration signifikant schwacher. Dbfal der NO-Konzentration wurde

dagegen durch die EGCG-Gabe nicht signifikant bkeist. Daraus kann geschlossen
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werden, dass der Abfall der NO-Konzentration naihékt mit der Superoxidkonzentration

korreliert.

NO wird in vielen Zellen, insbesondere jedoch in &mndothelzellen, von der NO-
Synthetase (NOS) aus L-Arginin gebildet. L-Argimheine Aminosaure mit
immunostimulativem Effekt, es verbessert die Wuildhg und den Immunstatus in
katabolen Patientéh Die In-vivo-Bedeutung des N(omega)-propyl-L-Arigitin
Zusammenhang mit dem Reperfusionsschaden des t8ked&els ist noch nicht exakt

definiert”.

FREIE RADIKALE

Beim IR- Syndrom spielen freie Radikale eine enégidnde Rolle. Freie Radikale sind
Atome oder Molekiile, die ein oder mehrere ungepafmie Elektronen besitzen, die sich
auf dem aufReren Orbital befinden. Sauerstoffradikgilt ein besonderes Interesse, da sie
physiologisch in allen eukaryoten Zellen wahrendEleergiegewinnung der
Mitochondrien, aber auch durch exogene Faktorestamn, die die Homdostase stéren
konnen. Sauerstoffradikale sind z. B.: Superoxiolaradikal O2 Wasserstoffperoxid
(H202) und Hydroxylradikal (HO®). Sauerstoffradi&achadigen eine Vielzahl zellularer
Verbindungen wie die Nukleinsduren der DNA, Nukidet Enzyme und Proteine. Da
freie Elektronen danach streben, ein Elektronenpadilden, sind freie Radikale

besonders reaktiv.

1.2.2 MORPHOLOGISCHE/ HISTOLOGISCHE VERANDERUNGEN

Der postischamische Reperfusionsschaden veruraatMuskel ein intrazellulares und

interstitielles Odem. AuBerdem entstehen zytoplaisciee Vakuoletf sowie eine
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leukozytare und erythrozytare Infiltration des Meisk Bei ausgepragteren Schaden
entstehen Fettgewebs- und Myozytennekrts&ektronenmikroskopisch kénnen
Schaden am Zytoskelett, eine Zerstérung des Nekesater Intermediarfilamente, eine
Relokalisation der Aktinfilamente um den Nukleolas)e Zerstérung der Mikrotubuli
und des Mitoseapparats sowie eine Schwellung aategig Verlust der Mitochondrien

gesehen werdéh

1.2.3 KLINISCHE BEISPIELE

Das Ischamie-Reperfusionssyndrom tritt taglich iedminischen Alltag auf. Es seien hier
nur einige Beispielsituationen genannt: das Abklemmer Arterie in der Gefal3chirurgie,
die Nutzung der Tourniquet-Blutsperre in der Ortitip und Extremitatenchirurgie, die
Gewebsischamien in der Herz- und Transplantationggjie und die koronare

Revaskularisation im akuten Myokardinfarkt.

Eine spezielle Form der Transplantation ist deekggwebetransfer mittels freier
Lappenplastiken in der plastischen Chirurgie. Beser Form der autologen
Transplantation wird Gewebe des Patienten an eidera Stelle seines Korpers
transferiert. In 90-95% der Falle ist eine Gewebkdeg per freier Lappentransplantation
erfolgreicht®. Trotz dieser hohen Erfolgsrate zeigen einigeRdgienten postoperativ ein
IRS. Dies kann zum teilweisen oder kompletten \&rtler Lappenplastik mit Nekrose
fuhren. Neben dem hohen Zeit- und Kostenaufwanedttet dieser Verlust vor allem fir

den Patienten ein erhebliches Tratta

Bei der autologen Transplantation entféallt im Gesggn zu herkdmmlichen

Transplantationen die immunologische Differenz).ceine Abstol3ungsreaktion infolge

17



einer HLA-Inkompatibilitat tritt nicht auf. Daheignet sich das Modell der freien

Lappenplastik zur isolierten Darstellung des IRSeNanismu¥’.

1.3 PROTEKTIONSMOGLICHKEITEN VOR EINEM REPERFUSIONSSCHADEN

Wichtige Méglichkeiten zur Protektion vor einem psshamischen Reperfusionsschaden
sind die ischdmische Prakonditionierung, die kdhémbe Reperfusion sowie der Einsatz

von Antioxidantiefi.

1.3.1. PRAKONDITIONIERUNG

Eine hochinteressante Beobachtung hat bereitsingerer Zeit das pathophysiologische
Verstandnis des postischamischen Reperfusionssthadebessert: Eine fir die Zellen
nicht letale Ischamie schiitzt im weiteren Verlaof gen Folgen einer potentiell letalen
Ischdmie. Noch interessanter war die Erkenntniss éme ischamische
Préakonditionierung nicht unbedingt im von der patghletalen Ischamie betroffenen
Organ erfolgen muss, sondern in einem anderen Qhgaomgefuhrt werden kann. Das
,remote ischemic preconditioninkann z.B. nicht invasiv durch eine Staubinde oder
Blutdruckmanschette erfolgen und eine temporareekitatenischamie zeug@nAuch

hat sich gezeigt, dass sogar eine ,Postkonditianigtsinnvoll sein karff.

TIERVERSUCHE

Die ischdmische Prakonditionierung vermindert -rugttich Adenosin-induziert — die

postischamische Leukozytenadhaéfoin einem Muskellappenmodell der Ratte konnte
18



mit einem ,remote ischemic preconditioning” derighe Erfolg wie mit einer
ischamischen Prakonditionierung des betroffenenkiellappens erzielt werdéh In
einem weiteren Experiment konnte eine wesentliobiéeRles NO sowohl in der direkten
als auch in der entfernt vom betroffenen Orgam(gte") durchgefihrten ischamischen
Prakonditionierung gezeigt werdén

KLINISCHE BEISPIELE
Ein der Prakonditionierung verwandter physiologesdilechanismus wurde in der
Skelettmuskulatur beobachtet: Die Kontraktion diesl&@tmuskels induziert die
Produktion reaktiver Sauerstoff-Spezies und venlnsaxidativen Stress. Antioxidative
Abwehrsysteme werden daraufhin physiologisch adtivDie daflr verantwortliche
Genexpression wird vor allem durch den nucleaofacappa B (NFkappaB) und mitogen-

aktivierte Proteinkinasen (MAP-Kinasénf® vermittelt.

1.3.2. ANTIOXIDANTIEN

Wahrend neutrophile sowie eosinophile und monoréukl®hagozyten Superoxid fur ihre
physiologische mikrobizide Wirkung bild&hfiihrt die Superoxidproduktion in der
postischamischen Reperfusionsphase zum Untergapgreigenen Gewebes. Neben NO-
Donoren, Inhibitoren der neutrophilen Leukozyten umhibitoren der Apoptose gehéren
Antioxidantien zu den interessantesten Substanipedi¢ Vermeidung eines
postischamischen Reperfusionsschatfe@sir Vermeidung dieser radikalbedingten
Schéaden kamen in den letzten Jahren naturliche@®idantien wie Vitamine und
sekundare Pflanzenstoffe in den Fokus der Forséftdhgu den wichtigen

Antioxidantien gehdren das endogen im Korper gebddslutathion sowie exogene

Wirkstoffe wie Vitamin E, Vitamin C, Fettsauren,®flavin und Polyphenole.
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Antioxidantien sind wichtige Schutzstoffe. Sie kénfWasserstoffionen abgeben oder
aufnehmen, ohne dabei selbst in aggressive Molekiieewandelt zu werden. So kénnen
sie auf verschiedenen Stoffwechselwegen im Orgarssntstandene freie Radikale

abfangen und unschadlich machen.

Polyphenole gehoren zu den sekundaren Pflanzeastaffe als bioaktive Substanzen in
Pflanzen vorkommen. Dort dienen sie als Farb-gBittGeschmacks- und Gerbstoffe.
Diese verleihen den Pflanzen kennzeichnende Eipaften und kénnen sie z. B. vor
Fressfeinden, Besiedlung durch Bakterien und Pi&eahren. Die Flavonoide sind
Vertreter einer Gruppe der Polyphenole. Sie wealenzwei aromatischen Ringen
gebildet, die durch einen Tetrahydropyran Ring uaden sind. Sie unterscheiden sich
durch unterschiedliche Oxidationsstufen und Sulestiten an den sauerstoffhaltigen und
aromatischen Ringen. Zu den Flavonoiden gehére@aiechine, Flavonole und
Flavoné". Flavonoide sind in der Natur weit verbreitet dimdien sich in vielen Obst- und
Gemiusesorten. Antioxidativ wirksame Flavonoide veurd. a. auch in dunkler
Schokolade nachgewiesénDie Anzahl der natiirlich vorkommenden Verbindumég

sehr grol3, so sind bisher Uber achttausend Flagendentifiziert worden.

EGCG

Nach Wasser ist Tee weltweit das am haufigstensgeme Getrarik Insbesondere in den
1990er Jahren ist das wissenschatftliche Intereasee@ allgemein, und am griinen Tee im
Speziellen deutlich gestiegénVerschiedene epidemiologische Studien wieserudaia,
dass Catechine aus Tee das Risiko kardiovaskw#keankungen senken kénrer
AulRerdem wurden antikarzinogene, antioxidativelvaate und antimikrobielle
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Eigenschaften des Tees beschriéhdbie Catechine und unter ihnen vor allem das EGCG

gelten in diesem Zusammenhang als wichtigster tshahd Wirkstoff*>".

Tee ist das Produkt der Pflanze Camellia sineBgsgleichem Rohstoff unterscheiden

sich griner und schwarzer Tee nur in dem Verfahes der Ernte. Griner Tee ist
unfermentiert, schwarzer Tee fermentiert. Bei derstéllung von griinem Tee wird
versucht, die Oxidation der im Blatt enthaltenetyploenole moglichst vollstandig zu
unterdriicken. Infolgedessen kdnnen die wertvollate€hine im griinen Tee erhalten
bleiben und erklaren sich die unterschiedlichere@@hgehalte von grinem und
schwarzem Tee bei gleichem RohstbfBei schwarzem Tee entsteht das charakteristische
Aroma erst durch die Oxidation der Polyphenole @ndmmolekularen Verbindungen wie

Theaflavine und Thearubigine.

Gruner Tee enthalt vorwiegend Catechine, die dexptbestandteil der Flavonoide bilden.
Die wichtigsten Einzelverbindungen der im griinee €athaltenen Flavone sind: (-)-
Epicatechin (EC), -(-) Epicatechingallat (ECG)) ¥pigallocatechin und -(-)
Epigallocatechin-3-gallat (EGCG). Im grinen Teedwsd Epigallocatechingallat (EGCG)

den gréRten Antelf unter den Catechingn

EGCG reprasentiert mit 48-55% den grol3ten Anteil@techine, die anderen sind EC (5-
7%) und EGC (9-1298}>° Diese Catechine sind bedeutend fiir den positi@liogischen
Effekt von griinem Tee. Unter ihnen gilt ECGC alshtigster Inhaltsstotf*’. Griiner Tee
und seine Auszuge sind im Experiment versus EGCGt meniger wirksam. Im
Gegensatz, einige Studien ergaben starkere uneer&ffekte fir den griinen Tee und
seine Extrakte. Wahrscheinlich wirken die Catechieg griinen Tees nicht nur additiv,

sondern auch synergisti$éhDer Troxol-Aquivalent (TE), driickt die mittlere
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antioxidative Kapazitat eines Stoffes aus und letrai EGCG etwa 760 pmol und liegt
damit deutlich tiber den tblichen Frucht- und Gersdigerf:. Bei der Zubereitung mit
kochendem Wasser kann man nach fiinf Minuten 8419% elepolyphenole extrahier¥n
Eine typische Tasse griiner Tee, aus 2,5 g getrtmkdeeblattern mit 250 ml kochendem
Wasser hergestellt, enthalt ca. 620—-880 mg wassieHés Material aus ca. ein Drittel

Catechine und 3-6 % Cofféirte

14. ZIELE DER UNTERSUCHUNGEN

Dieses Experiment sollte untersuchen, ob EGCG #eiwerfluigbarer, sicher
applizierbarer pflanzlicher Radikalfanger — dierértitdtenmuskulatur der Ratte vor der
Ausbildung eines postischamischen Reperfusionsscisaschitzen kann, wenn es
unmittelbar vor der Reperfusion zentralvends igjizwvird. Als Messparameter diente
dabei die Bildung von Superoxidradikalen mit bziwne EGCG-Applikation. Diese
computergestitzte Messung wurde mit einem spdiietiolche Fragestellungen

entwickelten Sensor vorgenommen.

Zusatzlich erfolgte nach Abschluss der jeweiligeesklungen die Entnahme des M.
gastrocnemius der betroffenen Extremitét, um dsi®loigische Ausmalf des

postischamischen Reperfusionsschadens mit bzw. BG@&G-Applikation zu beurteilen.

Im Versuchsaufbau haben wir darauf verzichtet,usaersuchte Gewebe zu transferieren
und zu transplantieren, da so die wesentlicherg&iBen des potentiell mangelhaften
GefalRanschlusses und des erheblichen Gewebstraus@gsschlossen und der IR-Schaden

isoliert untersucht werden konnten. Auch die komeleMechanismen der
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GewebsabstoRung und ihre Graduiefamgussten im gewahlten Experiment nicht

bertcksichtigt werden.

2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. KURZBESCHREIBUNG DES VERSUCHS

Fur den vorliegenden Versuch wurden 28 mannlichetakiRatten operiert. Die Ratten
wurden in zwei Gruppen eingeteilt, 14 Tiere erkielEpigallocatechingallate, 14 Tiere

dienten als Kontrollgruppe.

Den Tieren wurde mittels eines standardisiertenfalieens die V. und A. femoralis

unterhalb des Leistenbandes prapariert und Koiljefalie ligiert.

Fur die Messung der entstehenden -Radikale wéahrend der Ischamie- und
Reperfusionsphase wird im Bereich des Muskulusgeas¢mius der Cytochrom-C-Sensor
intramuskular implantiert. Durch das Abbinden depll&teralen und Anlegen der
Mikroclips wird die Unterbrechung des Blutflussegwghrleistet und somit die
Ischamiephase eingeleitet. Die Ischamiedauer Keté®y Min. bzw. 120 Min. Die

Computermessung mit dem Biosensor auf CytochromagisBerfolgt kontinuierlich tGber
die gesamte Versuchsdauer, die sich aus der Isehammd Reperfusionsphase
zusammensetzt. Das EGCG wird unmittelbar vor Repenfisbeginn lber den in der Vena

jugularis liegenden Venenkatheter appliziert. \&mhiamiebeginn und max. 240 Min. nach
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Beginn der Reperfusion wird den Tieren durch demendatheter Blut aus der Vena
jugularis entnommen, das zur Bestimmung der Plasnmdntration der Metabolite der

freien Radikale (MDA) dient.

2.2. TIERVERSUCHSGENEHMIGUNG

Die Tierversuchsgenehmigung wurde vom Senat fUudseit und Soziales unter dem
Geschaftszeichen 5.2/ 316-G 0119/ 98 erteilt und oem Bescheid auf ein

Tierzahlerhohungsgesuch vom 31.03.2001 um wei@E&e bewilligt.

2.3. VERSUCHSTIERE

2.3.1. AUSWAHL

Gemal dem Tierschutzgesetz sollen fur Tierversaobglichst die in der Tierwelt ,am
niedrigsten“ eingestuften Arten verwendet werdea. der Xanthinoxidoreduktase um ein
phylogenetisch altes Funktionsprotein, um eine mbgt hohe an die Vergleichbarkeit mit
dem menschlichen Organismus und anderen Versubbaregu erhalten, entschieden wir
uns fir ein S&ugetier als Versuchstier. Die Wadl, fda hinsichtlich der Operabilitat
bestimmte Anforderungen an die Grél3e der Speziamaen, auf Ratten, deren Anatomie

und Physiologie bekannt ist und die haufig in veigiibaren Studien verwendet wurden.

2.3.2. HALTUNG
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Die Ratten wurden von der Firma Tierzucht SchondesaGmbH bezogen, wogen
zwischen 250 und 400g und waren serologisch, bakigisch sowie parasitologisch
untersucht worden. Sie wurden in den Versuchséibest der Abteilung Experimentelle
Chirurgie der Charité Campus Mitte in Gemeinscldéfigen mit bis zu funf Tieren je
Kafig gehalten. Alle Behalter wurden taglich gergindas gestellte Wasser und das Futter

und stand zur freien Verfigung.

Die Tierkafige befanden sich in voll klimatisiertétdumen. Die Beleuchtung wurde in
festen Intervallen per Zeitschaltuhr ein- und assbaltet, und somit konnte ein konstanter

Tag-Nacht-Rhythmus gewahrleistet werden.

2.4. DER CYTOCHROM-C-BIOSENSOR

Der eingesetzte Biosensor wurde fur die Anfordeemngines In-vivo-Einsatzes konzipiert.

Als Arbeitselektrode wurde ein im Querschnitt Omdrh2 messender Golddraht verwendet,
der von einer als Gegenelektrode dienenden Stallkkaomfasst wurde. Um die
elektrische Isolierung zu gewahrleisten, wurde @Getddraht mit einer Stahlisolierung
ummantelt Die reaktive Detektionsflache der Elektrode bideder nicht isolierte
Querschnitt des Golddrahts, der mit der Gegena@ld&tabschloss. Dieser Teil des Sensors
wurde fir die Detektion der Superoxidanionen mimd®letalloprotein Cytochrom C

beschichtet, womit sich eine effektive Detektioaske von 0,2mm? ergib

Die Lange der Arbeitselektrode betrug 40 mm. Péstzavurde die Elektrode mittels einer
Venenkanule (14 G, mit einem Aullendurchmesser vo2 2nm), deren

Kunststoffumhullung als Fuhrungshilfe zum direkt€éontakt mit dem Gewebe diente.
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Eine Ag/ AgCl, 3-M KCI-Elektrode fungierte als zt®liche Referenzelektrode, die mit
der Stahlelektrode in Reihe geschaltet war. Daseldensprinzip basierte auf der
Reduktion des Cytochrom C: Das Superoxidradikatzexit das Ferricytochrom, das an
der modifizierten Goldoberflache der Elektrode seseits sofort durch das polarisierende
Oxidationspotential reduziert wird. Der Anstieg deasnodischen Stroms der
Sensorelektrode ist aquivalent zur Superoxidkomagah in der Losung. Vor und nach

jedem In-vivo-Einsatz wurde der Sensor einem Imevitest unterzogen und kalibri&tt

24.1. FIXIERUNG CYTOCHROM-C-ELEKTRODE

Das Cytochrom C ist ein Protein der mitochondrialstmungskette, die bei allen
eukaryoten Organismen durch Elektronentransport Efegrgiegewinnung dienen. Die
prosthetische Gruppe, das Ham dieser Peptidkedtgtzbein Eisenmolekil, das stabil die
Oxidationszustande +Il und +Illl annehmen kann. €Gytom C adsorbiert als
oberflachenaktive Substanz spontan an die Obe#dl&oh Goldelektroden. Dieser Prozess
kann jedoch zur funktionseinschrankenden Denaturger bzw. zu strukturellen
Veranderungen des Eiweil3molekils fuhreim dies zu vermeiden, werden sogenannte
Promotoren eingesetzt. Unter einem Promotor verstedn ein Molekll, das an die
Oberflache der Metallelektrode bindet, im untersehPotentialbereich inert ist, eine
rasche Elektronenibertragung ermdoglicht und diebildét erhdht. Bei Promotoren
unterscheidet man zwischen Proteinen, die freidan ldbsung diffundieren oder an den
Promotor adsorbiert oder kovalent gebunden sind. dém Aufbau der Promotoren zu

erklaren, kann man sich das Modell einer X-Y-Stnuktorstellen. Das eine Ende des
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Molekils (X) bindet (meist chemisorptiv) fest ae dlektrodenoberflache, das andere (Y)

ragt in die Messlésung hinéiii*”.

Der gebrauchlichste Promotortyp sind Organothiales mit der Schwefelgruppe an
Goldoberflachen chemisorbieren und ihre freie Engge zur Interaktion mit dem Protein
bereitstellen. Die Wahl der Endgruppe Y ist abhdngion der zu nutzenden

Wechselwirkung mit dem Protein. Fur das Cytochronve@nvendet man am haufigsten
eine Carboxylfunktion, um eine vorteilhafte ioniscWechselwirkung mit den basischen
Resten in der Nahe der Ham-Tasche des Cytochrorszulilden und die fur den

Elektronentransfer gunstige Orientierung der eteittiven Ham-Gruppe zur Elektrode zu

bewirken.

Auf Grund der elektrostatischen Wechselwirkungerdvegio eine Adsorption des Proteins
an die Promoterschicht ermdglicht. Die kovalentemwbilisierung des adsorbierten
Proteins am Promoter — durch Ausbildung von Amidhimgen zwischen der Sauregruppe
des Promoters und der Aminogruppe des Proteinst-déa Vorteil, auch bei hohen
lonenstarken und mehrfachem Austausch der Messitsimen Verbleib des Proteins an

der Elektrode zu garantieren.

Die redoxaktive Hamgruppe ist von positiv geladergrsinresten umgeben. Diese
Lysinreste binden an das negativ geladene Binduegksdes Reaktionspartners. Dieses
Prinzip wurde auf die Modifizierung von Elektrod&éeoflachen Ubertragen:
Spacermolekiile, die mit einer Thiolgruppe spontadia Goldoberflache binden, besitzen
auf der LoOsungsseite negativ geladene Gruppen igirBihdung des Cytochrom-C-
Moleklls mit der positiv geladenen Hamumgebungsgiele sind Mercaptoundecanséaure

und N-Acethylcysteiff.
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Das elektrostatisch an die Schicht adsorbierte @ytom C tauscht effektiv Elektronen mit
der modifizierten Elektrode aus. Doch ist die alestatische Adsorption nur bei kleinen
Salzkonzentrationen wirksam, unter physiologischBedingungen dissoziiert das
adsorbierte Cytochrom C schnell ab. Folglich istsdi Immobilisierungsmethode fir einen

im Tierversuch verwendeten Sensor nicht nutzbar.

Die Peptidchemie bietet verschiedene Reaktionen ddis kovalente Anbinden des

ursprunglich nur elektrostatisch adsorbierten Cytom C:

Wasserlosliches Carbodimid verknipft die Carboxypgren des Spacers mit NH3+-
Gruppen des Lysins in Cytochrom C. Somit wird efgi dass bei der Fixierung das
elektrostatisch gebundene Molekll kovalent mit depacer verknupft wird. Wegen der
hohen Dichte von Lysinresten in der Hamumgebungtfitlese Reaktion zu einer
Orientierung der redoxaktiven Hamgruppe zur Eleldro So wird ein schneller
Elektronenaustausch zwischen dem Ham des Cytoc@Gromd der Goldelektrode erreicht.
Far einen schnellen Elektronenaustausch, d. h.inenestarken Strom zu erzielen, sollte

das Spacermolekiil méglichst kurz $&itt

2.4.2. BIOSENSORPRAPARATION

Um eine erfolgreiche Beschichtung und Arbeitswelise Sensors zu erreichen, erwies sich
im Versuch eine ausgiebige mechanische PolituRaimigung als wirksamstes Verfahren.
Zunachst wurde der Sensor fur 5 Minuten in reinékolAol getaucht, um die
Proteindenaturierung auf der Sensoroberflache wélgdeisten. Mit dem Autolabsystem

(Eco Chemie, Niederlande) wurden die Sensorenrileérere Zyklen in 0,5 M 50,
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getaucht und zwischen -0.35V zu +1.7 V bei 200 /sm¥ur elektrochemischen

Bewertung bearbeitt

Der Sensor wird dann auf einem mit Wasser befetehtPolierpad (BUEHLER,; lllinois,
USA) und einem Polierpulver, bestehend aus Alummoxid (Al2 O3), mit einer
Putzkdrpergrol3e von 5 um poliert. Es folgen Reinggschritte mit 0,3 um und 0,02 pm
Aluminiumoxid auf entsprechendem Polierpad fir jgsv®& Minuten in achtférmigen
Bewegungen. Zwischen den einzelnen Polierstufed dar Sensor mittels Ultraschallbad
(MERCK eurolab; Modell USR9, Berlin, Deutschlandghlandelt, um Rickstadnde der

Putzkorper von der Sensorenoberflache zu entfernen.

Danach schliel3t sich die Cyclovoltammetrie an, ele&trochemische Methode zur

Bestimmung von Redoxparametern und Oberflachensotpaften.

Ein Potential wird an einer Elektrode angelegt,rdiegleichbleibender Geschwindigkeit
zu einem Maximalpotential erhdht (Vorwarts-Scand amt gleicher Geschwindigkeit in
die entgegengesetzte Richtung bis zu einem gewdllieimalpotential gesenkt wird

(Ruckwarts-Scan).

Falls in der Losung redoxaktive Stoffe vorhander swerden diese bei dem erreichten
substanzspezifischen Potential (,oxidativer Peak")}orwarts-Scan oxidiert und im

Ruckwarts-Scan wieder reduziert (,reduktiver Peak®)

Nach mehreren Zyklen in 5SmM Phosphatpufferlosungbie7,1 zeigte das
Cyclovoltammogramm das typische Bild einer saub&eldoberflache. Somit war die
Reinheit gewahrleistet und die SensoroberflachdBeschichtung vorbereitet. Fir 24
Stunden wurde die gesauberte Elektrode in einenfitationslésung, bestehend aus 5

mM 11-Mercaptoundecanséaure in Ethanol und Mercagotecanol-Lésung gleicher
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Konzentration in Ethanol in einem Volumen-Verh&thi3, inkubiert. Fur die Adsorption
des Cytochrom C wurde die Elektrode in einer Plidgemg, bestehend aus 30 uM
Cytochrom C und 5mM Kaliumldsung, bei einem pH-Wem 7 Uber 2 h inkubiert.
Dadurch kann das Protein an der Monoschicht adsenti Die kovalente Immobilisation
des Cytochrom C auf der Elektrode wurde mit deneHiiigen von EDC-Lsg (Sigma) 1-
ethyl-3-(3dimethylaminopropyl) carbodiimide erreicko dass die Endkonzentration der

L6ésung 5mM betrug.

Durch grindliches Spiilen der Elektrode mit destilém Wasser wurde diese einsatzbereit

gemacht’.

2.4.3. IN-VITRO-VORUNTERSUCHUNGEN DES CYTOCHROM-C-BIOSENSORS

Vor jedem In-vivo-Versuch wurde die Fahigkeit destzenden Sensors, das

Sauerstoffradikal zu messen, in vitro Gberpruft.

FUr die Superoxidanion-Generierung wurde das Xantkanthin-Oxidase-System
verwendet. Dabei wird das benutzte Substrat Hypiwanurch das Enzym
Xanthinoxidase katalytisch in Harnsaure, Wassedrsodxid und in Superoxidanionen

umgesetzt.

XOD

Hypoxanthin + 202 -------- > Harnsaure + H202+ Supadanion (02-)
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Diese Reaktionsgleichung stellt den in vivo abladén Prozess der

Sauerstoffradikalbildung dar.

2.5. MESSAPPARATUR UND REAGENZIEN

2.5.1. MESSAPPARATUR

Die In-vitro-Versuche wurden in einer elektrochechisn Ruihrzelle mit einem Volumen
von 1 ml durchgefuhrt. Fir die Messung wurde dideMiselektrode (Elbau GmbH,
Germany) auf konstante + 100 mV vs. die Ag/ AgCy&eelektrode polarisiert und in eine
0,1M PBS Pufferldsung mit 0,1M EDTA bei pH 7.5 2% Getaucht. Fir die Aufbereitung
der Pufferlésung wurde ein Natriumdihydrogenphospha und ein

Dinatriumhydrogenphosphatpuffer von Fluka benuggide Puffer wurden im Verhaltnis

45: 55 gemischt, der Ziel-pH lag bei 7,5 und wumdtels einer Glaselektrode kontrolliert.

Ein Biopotentiostat (EKFdiagnostic, Germany) Ubétaite das Sensorsignal als Strom
zum Computer. Das Messsignal des anodischen Stssets wurde via Potentiostat
(Servorec 220-2, Gossen-Metrawatt, Germany) Ulggtraund durch einen Computer
aufgezeichnet und visualisiert, so dass wahrend gesamten Versuchsdauer eine

Kontrolle mdglich war. Die ermittelten Daten wurdeierzu mit einem Softwareprogramm
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von EKF (EKFdiagnostic, Germany) in eine Excel-Daibertragen und konnten somit

auch graphisch aufgearbeitet werden.

Die computergestitzte Messung des Cytochrom-C-$&ngorde bei einem konstanten
Oxidationspotential aufgezeichnet und zur Evaluigru der
Sauerstoffsuperoxidkonzentration genutzt. Zu 1 offéd?losung in der Messzelle wurden
zunachst mittels Pipette 50 uM Hypoxanthin und kad@rzauf 25 pum XOD hinzugefugt.
XOD katalysiert die Oxidation von Hypoxanthin zu rHsaure unter Verwendung von
molekularem Sauerstoff als Elektronenakzeptor; Risdukt dieser Reaktion entstehen

Sauerstoffradikale.

Superoxiddismutase (SOD) (Sigma, Deutschland)nssehr potenter Radikalfanger. SOD
katalysiert die Dismutasereaktion: 20+ 2 H = O, + H,0,. SOD wurde in diesem
Versuch verwendet, um sicherzustellen, dass daseggane Signal durch die
Sauerstoffradikale hervorgerufen wurde. Das Sanféssperoxidsignal wurde durch die
hinzugefiigten 5ul SOD (5000-10000 U) vollstandigsdiegt und das Ruhesignal

gemessen.

2.5.2. REAGENZIEN

Xanthinoxidase XOD (EC 1.1.3.22) aus Buttermilcha.(FSigma, Deisenhofen,

Deutschland);

Cytochrom C (EEC-No.: 232-7009) aus Pferdeherzea. (Bigma, Deisenhofen,

Deutschland);
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1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide EDE-(1769) (Fa. Sigma, Deisenhofen,

Deutschland);

Hypoxanthin (6-Hydropurine) (H-9377) (Fa. Sigmajde@@hofen, Deutschland);

Superoxiddismutase SOD (EC 1.15.1.1) aus Schwsjtheeryten (S-2515) (Fa. Sigma,

Deisenhofen, Deutschland);

Epigallocatechingallat EGCG (E4143) aus grinem TEa. Sigma, Deisenhofen,

Deutschland)

2.6. EPIGALLOCATECHINGALLAT-PRAPARATION

Das von der Firma Sigma erhéltliche EGCG-Konzentratde in einer physiologischen
NaCl-Lésung (0,9%) aufgelost und in der Konzentratdmg/ kgKG den Ratten i.v.

appliziert.

2.7. OPERATION

2.7.1. NARKOSE

Die Ratten wurden mit einer Pentobarbital NaCl-L&h-40 mg/ kgKG) intraperitoneal

anasthesiert. Die Anasthesie wurde durch intemnéitide Bolusgabe aufrechterhalten.

Die Entscheidung fur die Applikation wurde abhéangia der individuellen Atemfrequenz
und -tiefe sowie der Reaktion der Tiere auf auR&®eize zum Auslésen von

Schutzreflexen getroffen (Kornealreflex/ Schnauzemg).
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2.7.2. OPERATIONSABLAUF

Die anasthesierten Tiere wurden zur Aufrechterhgltder Korpertemperatur auf einer
Warmematte operiert. Zunachst wurden sie in Ruekgnlpositioniert und an den
Extremitaten mit Klebestreifen fixiert. Nach der dddektion des Operationsgebiets
erfolgte der Hautschnitt in der Leistenbeuge, soddarch stumpfe Praparation des
Subkutangewebes die Darstellung des Gefal3-/Nerveietdl Um den feinen Strukturen
gerecht zu werden, wurde die Praparation ab diedeitpunkt ausschlie3lich unter dem
Mikroskop (Jena Optik, Deutschland) und mit Hilfeikrochirurgischer Instrumente

(Texas Instruments, USA) vorgenommen.

Mit Ausgang vom Ligamentum inguinale wurden, urfehonung des Nervus femoralis,
die Artera und Vena femoralis einzeln frei préapariend dargestellt sowie ihre
Kollateralgefal3e mit chirurgischem Nahtmaterialidiy Dadurch wurde sichergestellt,
dass die Durchblutung mikroskopisch kontrolliertrden konnte und der untersuchte M.
gastrocnemius ausschlief3lich von der Arteria fefiwmdistal des Abgangs der den M.

gracilis versorgenden Gefal3e perfundiert wurde.

2.8. VERSUCHSABLAUF

2.8.1. IMPLANTATION DES SENSORS IM MUSKEL
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Durch eine Hautinzision im Bereich des medialenedsghenkels des Hinterlaufs wurde
nun, mit Erhalt der Muskelfaszie, die Muskulatur fien Sensor zugénglich gemacht.
Platziert wurden der Sensor und die Gegenelektrodeeiner Venenkanile (14 G mit
einem Au3endurchmesser von 2.2 mm), deren Kuniistbfillung als Fihrungshilfe zum
Erreichen eines direkten Kontaktes mit dem Gewebmetel Dieser Vorgang wurde durch
Tasten kontrolliert. Ebenso konnte die korrekte itRos des Sensors durch passive

Bewegung im oberen Sprunggelenk des Hinterlaufi§ziert werden.

Fur die praischamische Blutabnahme sowie die Appbk der EGCG-L6sung musste ein
venoser Zugang gelegt werden, der sich allerdirigbt ran der operierten Extremitat
befinden durfte, um eine Beeinflussung der Messmigse etwa durch eine vendse
Thrombose oder gar Stase des traumatisierten Gefaldgermeiden. Zu diesem Zweck
wurde nach einem Hautschnitt am Hals unter mikrpsaber Sicht die Vena jugularis frei
prapariert. Fur die Applikation bzw. Blutenthahmeirden sehr feine (25G) Kanilen

(Firma Braun) verwendet, die gewdhnlich fur dieuoagpunktion genutzt werden.

Die Unterbrechung der Perfusion in der ischamisdAkase von 60 bzw. 120 Minuten
wurde mit atraumatischen Gefal3klammern (BulldogscuaStatt Scanlan, USA) fir die
Arterie und Vene gewabhrleistet. Durch Ausstreich@hder mikrochirurgischen Pinzette
in Richtung der Durchblutung wurde die korrekte ¢atpr Clips sowie die vollstandige

Unterbrechung des Blutflusses kontrolliert.

Nach Ablauf der Isch&miezeit wurde der Blutflussl@r untersuchten Extremitat durch die
Entfernung der Gefal3clips und vorsichtige Manipatat mit einem befeuchteten
Wattestabchen wiederhergestellt, um auf diese WiissdReperfusionsphase einzuleiten.
Die erfolgreich  wiederhergestellte  Reperfusion kKenn nun unter dem
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Operationsmikroskop beobachtet werden. Es statiteas vorteilhaft heraus, die Gefale
mit einer NaCl-L6sung feucht zu halten und die Belgungszeit mit der Mikroskoplampe
einzuschranken, um eine Erwarmung und das Austesckies GefalRabschnitts und damit
eine mogliche Beeinflussung der FlieReigenschaftemermeiden. Die Messwerte wurden
kontinuierlich Gber den Zeitraum der Ischamie- UReperfusionsphase erfasst (in den
Gruppen 1h Kontrolle + 1h EGCG > 120 Min., in deru@en 2h Kontrolle + 2h EGCG >

240 Min.).

Alle Daten der computergestitzten Messung wurdektrelnisch gespeichert und spéater

mit Hilfe des Softwareprograms Excel graphisch aafbeitet.

Unmittelbar nach dem Ende des Versuchs und demBateeichnung wurden die Tiere

durch intravendse Injektion einer letalen Dosis &@Bbarbital+ Kalium-L6sung getotet.

2.8.2. APPLIKATION VERUM

Bei den Gruppen 1h mit EGCG (n=6) und 2 h EGCG Jnwirde den Ratten 5 Minuten
vor Entfernung der Mikroclips und somit zu Beginer dReperfusionsphase 4 mg/ kgkG
EGCG in physiologischer Kochsalzlésung in die Vguogularis appliziert. Um eine
Verzerrung der Versuchsergebnisse durch diesetiojeluszuschlie3en, wurde bei einer
Gruppe mit n=3 Tieren zum selben Zeitpunkt die ajlei Menge physiologischer

Kochsalzlésung ohne Zusatz von EGCG gespritzt.

2.8.3. KONSERVIERUNG DES MUSKELS

Um eine weitere Mdoglichkeit zu erhalten, die untaredlichen Auswirkungen des
Reperfusionsschadens mit und ohne Applikation dagpRenols EGCG zu bewerten,

wurden die Muskeln nach Beendigung der Versuche w#Gtung der Tiere zur
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histologischen  Auswertung entnommen. Die Muskulatwwurde allein  mit

mikrochirurgischen Instrumenten an den Sehnen ggfasm eine zusatzliche
Traumatisierung des Muskelgewebes zu vermeiden aundgzuschliel3en, dass die
histologische Auswertung dadurch verfalscht wuridee Gewebeproben wurden in

Formalin konserviert und bei 7° C gekuhlt.

2.9. STATISTIK

Die mathematisch-statistischen Berechnungen wurdeB8PSS fur Windows, Version

8.0, durchgeflihrt. Das Datenmaterial bestand andvibsswerten der EGCG- und
Kontrollgruppen-Tiere in pA. In der deskriptivera8stik wurden das arithmetische Mittel
(Mittelwert), die Standardabweichung (SD), der Maxlidas Minimum, das Maximum und
die Spannweite berechnet. Da es sich um kleiné@tben handelt, wurden bei der
statistischen Testung durchgangig parameterfrerfakieen mit einer hohen Effizienz
gewahlt. Beim Gruppenvergleich kam der U-Test naitlcoxon, Mann und Whitney
(Rangtest zum Vergleich zweier unabhangiger Stmbgm) zur Anwendung. Fur die
Testung paariger Beobachtungen (Vergleich 1h mis2hdmie innerhalb jeder Gruppe)
wurde der Wilcoxon-Test fur Paardifferenzen (Vochein-Rang-Test) angewandt. Die
Irrtumswahrscheinlichkeit wurde mit alpha=5% bzw0®5 festgelegt. Die Berechnungen

erstellte die Statistikerin Frau Dr. Angelika GuakIBerlin.
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3. ERGEBNISSE

3.1. IN-VITRO-VORUNTERSUCHUNGEN CYTOCHROM-C-BIOSENSOR (KONTROLLE
SENSOR/ KALIBRIERUNGSSIGNAL)

Vor der Implantation des Sensors in das lebendewltede die Funktion des Sensors jeweils in
einer Messzelle Uberpruft und einer Kalibrierungetmogen. So sollte die volle
Funktionsfahigkeit und exakte Messung gewahrlesertien. Als Kalibrierungssignal diente
das Signal der Superoxidgenerierung mit 1 mMolypékanthin und 100 mU Xanthinoxidase.
Die Spezifitat des Sensors wurde bei jeder extekaibrierung mit der Zugabe von 5 U
Superoxiddismutase demonstriert, nach der Zugab&@D sistierte die Superoxidgenerierung.

In der Abbildung 1 ist ein solches Kalibrierungssibdargestelit.

sra
f

1 17 =3 49 &5 EBE1 57 113 12 145 161 177 193 209 Z2C 241 Z57 273 289 305 321 337 353 360 3ES 401 417 433 L4483 465 431
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Abb. 1: Kalibrierungssignal: Auf der Ordinate igrdsignalstrom in pA dargestellt, auf der

Abszisse ist die Zeit in Sek. abgebildet.
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3.2. ERGEBNISSE ISCHAMIE/ REPERFUSION

3.2.1. ERGEBNISSE KONTROLLGRUPPE 1H

Peak 1h Isc Kontr.

@ Spalte B

Abb. 2: Darstellung der Messergebnisse der 1. Kdgtuppe nach 60 Min. Isch&mie in

pA. Der 8. Wert stellt den Mittelwert dar, der Madibetragt 23.
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In der Abbildung sind die jeweiligen maximalen Sup&dkonzentrationen fir die
Versuche der ersten Kontrollgruppe nach einstimdgghamie und Reperfusion

dargestellt.

Der hdchste gemessene Ausschlag betrug 25 pAjaerigste 20 pA, dies ergibt einen

Mittelwert von 22,83 pA bei einem Median von 23 pA.

23pA entsprechen einer Erhéhung der Superoxidkdratean um 188 nmol/ L.

3.2.2. ERGEBNISSE EGCG 1H
Der héchste gemessene Ausschlag betrug in der &&mMin. Ischamie und EGCG-
Applikation 18 pA, der niedrigste 6 pA, dies ergdiien Mittelwert von 11,85 pA bei

einem Median von 11 pA.

11 pA entsprechen einer Erhéhung der Superoxidkdreteon von 90 nmol/LAuf Grund

der heterogeneren Ergebnisse wurden in dieser @rapersuche durchgefihrt.
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Abb. 3: Darstellung der Messergebnisse der EGCGx@runach 60 Min. Ischamie in pA.

Der 8. Wert stellt den Mittelwert dar.

3.2.3. ERGEBNISSE NACL 1H

In einer weiteren Kontrollgruppe mit 3 Tieren wurtgch einstiindiger Ischamiezeit
Natriumchloridlésung anstatt EGCG-L6sung injiziémt,gleichen Volumen wie der

Gruppe mit EGCG-Applikation.

Der héchste gemessene Wert betrug in dieser G2@pé\,, der niedrigste 21 pA, der

Mittelwert liegt bei 23.7 pA.
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1h Isc NacCl

Peak pA

1 2 3 4
4, ist der Mittelwert

Abb. 4 : Darstellung der Messergebnisse der Na@Qp@e nach 60 Min. Ischamie in pA.

Der 4. Wert stellt den Mittelwert dar.

3.2.4. VERGLEICH 1H KONTROLLE/ EGCG / NACL

Im direkten Vergleich zwischen den 60 Min. Isch&a@ieippen (Kontrolle vs. EGCG, die
NaCl-Gruppe wurde bei n=3 nicht in den statistiscWergleich einbezogen) zeigt sich ein
deutlicher Unterschied. Die Kontrollen unterschaideh signifikant (p=0,0027 **) von
ECGC. Die Werte der Kontrollen sind hoher. Die Akgation von EGCG fihrte zu einer

deutlichen Reduktion der gemessenen Superoxidi&dikzentration.

43



Die Werte der Kontrollgruppe und der NaCl-Gruppeldiast identisch.

Abb. 5: Vergleich nach 1 Stunde: Kontrolle, EGCGQN

3.2.5. ERGEBNISSE KONTROLLGRUPPE 2H
In der Abbildung unten sind die jeweiligen maxinmafguperoxidkonzentrationen fur die

Versuche der zweiten Kontrollgruppe nach zweistgi@dlschamie dargestellt.

Der hochste gemessene Ausschlag betrug 31 pAjetinigste 18 pA, dies ergibt einen

Mittelwert von 25,43 pA bei einem Median von 27 pA.

27 pA entsprechen einer Erh6hung der Superoxidkdreteon um 220

nmol/L.

pA Ergebnistabelle 1Th EGCG & NaCl

40
36
32
28
24 22,83 :
20
16
12

Olschamie BEGCG ONacCl
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Abb. 6: Darstellung der Messergebnisse der Komfrafipe nach 120 Min. Ischamie in

pA. Der 8. Wert stellt den Mittelwert dar.

3.2.6. ERGEBNISSE EGCG 2H

Die Applikation von EGCG fuhrte zu einer deutlicHeaduktion der gemessenen
Superoxidradikalkonzentration. Der hochste gemesseisschlag betrug in der Gruppe
120 Min. Ischéamie und EGCG-Applikation 20 pA, dexdrigste 8 pA, dies ergibt einen

Mittelwert von 15,5 pA bei einem Median von 16,5pA.

16,5 pA entsprechen einer Erhéhung der Superoxigkatnation um 135 nmol/I.
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Abb.7: Darstellung der Messergebnisse der EGCG4@&ruach 120 Min. Ischamie in pA.

Der 8. Wert stellt den Mittelwert dar.

3.2.7. Vergleich Kontrolle/ EGCG 2h

In den Gruppen mit zweistuindiger Ischamiezeit zsigh wie in den Gruppen nach
einstundiger Ischamiezeit ein deutlicher Untersttaischen der Kontrollgruppe und der
EGCG-Gruppe. Die Messwerte unterscheiden sichfgignt (p=0,0097 **) von ECGC.

Die Werte der Kontrollgruppe sind hoher.
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3.2.8. VERGLEICH EGCG 1H VERSUS 2H

Die statistische Auswertung zeigte bei einem p=282&inen signifikanten Unterschied

zwischen den Messwerten nach 1h versus 2h.

3.2.9. VERGLEICH KONTROLLGRUPPE 1H VERSUS 2H

Die statistische Auswertung zeigte bei einem p=820«inen signifikanten Unterschied

zwischen den Messwerten nach 1h versus 2h.

3.2.10. MITTELWERTE/ MEDIANE

Die Mittelwerte und Mediane der Gruppen sind jessighr &hnlich. Dies belegt die hohe

Qualitat der Daten trotz der relativ geringen Arizain Versuchstieren.
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Abb. 8: Vergleich der Mittelwerte der unterschiedlichen Gruppen

h

1: Kontrollgruppe mit 60 Min. Ischamie

2: Gruppe mit EGCG-Gabe und 60 Min. Ischamie

3: Kontrollgruppe mit 120 Min. Ischamie

4: Gruppe mit EGCG-Gabe und 120 Min. Ischamie

Abb. 9: Vergleich der Mediane der unterschiedlicBgnppen

1: Kontrollgruppe mit 60 Min. Isch&mie
2: Gruppe mit EGCG-Gabe und 60 Min. Ischamie
3: Kontrollgruppe mit 120 Min. Ischamie

4: Gruppe mit EGCG-Gabe und 120 Min. Ischamie
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max. Peak pA 1lhIsc 2h Isc lhIsc|2h Isc EGCG 1h NaCl
Kontr. Kontr. EGCG
25 25 9 8 24
24 30 8 14 21
23 31 16 15 26
22 27 18 18
23 28 11 20
20 19 6 18
18 15
Mittelwert 22,83 25,43 11,86 15,5 23,67
Median 23 27 11 16,5 24
Standar dabw. 1,72 513 4,53 4,28 2,52

Tabelle 1: Ubersicht tiber die Ergebnisse der Gmippe
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3.3. HISTOLOGIE: MUSKELPRAPARATE KONTROLLGRUPPE VERSUS EGCG

Nach Beendigung der Messungen und Tod der Tierdenoei den Tieren der M.
gastrocnemius des operierten Beins sorgsam frpapeit und in Formalin konserviert. Es

erfolgte eine HE-Farbung der Schnitte.

§

J _‘TI
W

X
.

Abb. 10: Langsschnitt des M. gastrocnemius deteRddr 1. Kontrollgruppe nach 60 Min.

Ischamie und 60 Min. Reperfusion. Die Lange deenent Bildrands betragt 204 pm.

Im histologischen Schnitt zeigt sich eine deutlidfebreiterung des Interstitiums als

Merkmal eines Odems. In der Bildmitte und am rechteteren Bildrand sind GefaRe
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angeschnitten. Intravasal und perivaskular befirgleim zahlreiche eingewanderte
Granulozyten. Eine teilweise Rhabdomyolyse mit \@isierung und Verlust der
Querstreifung wird sichtbar. Eine Vakuolisieruny gis Kennzeichen des Zelluntergangs,

ist jedoch nicht durch Granulozyten induziert.

Neben nekrotischen Muskelzellen Giberwiegen noclvitkéen Muskelzellen der

quergestreiften Muskulatur.

Abb. 11: Langsschnitt der quergestreiften Muskuldes M. gastrocnemius, die untere
Bildlange betragt 204 um. Tier der 1. Kontrollgreppach 60 Min. Ischamie und 60 Min.

Reperfusion
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Im Bild sieht man bei der obersten Zelle eine deldl Vakuolisierung und Myolysen. Bei
der in der Mitte des Bildes abgebildeten ZelledistMyolyse noch weiter fortgeschritten,
zeigt ebenfalls Vakuolisierung und zusatzlich Zaljimentierung, das verbreiterte
Interstitium als Merkmal des Odems findet sich éaks In der Abbildung sieht man
deutlich die perivaskulare Ansammlung von Leukoayewie eine beginnende

Demarkation.

Abb. 12: Langsschnitt der quergestreiften Muskuldis M. gastrocnemius, die untere

Bildlange betragt 612 um. Tier der 1. Kontrollgreppach 60 Min. Ischamie und 60 Min.

Reperfusion
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In einer groReren Ubersicht bei einer kleinerengu@®erung zeigen sich die
verschiedenen Merkmale der postischamischen Gewleddigung nebeneinander:

Vakuolisierung, Zellfragmentierung, Myolyse, deciiés Odem sowie eingewanderte

Granulozyten.

Abb. 13: Querschnitt der quergestreiften Muskulaes M. gastrocnemius, die untere
Bildlange betragt 612 um. Tier der 1. Kontrollgreppach 60 Min. Ischamie und 60 Min.

Reperfusion

Es stellt sich das perivaskulare und intrafasziku@dem dar.
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Abb. 14: Querschnitt der quergestreiften Muskulaies M. gastrocnemius, die untere Bildlange
betragt 612 pm. Tier der Gruppe mit EGCG-Gabe ®&cKin. Ischamie und 60 Min.

Reperfusion

Hier zeigt sich ein deutlich geringeres perivastegZOdem, kaum
Granulozyteneinwanderung, keine Vakuolisierung d¢ikrosen der Muskelzellen. Die
Spaltraume innerhalb der Muskelzellen sind durah\8&asserentzug und die Fixierung

mit Alkohol bedingte Artefakte.
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Abb. 15: Querschnitt der quergestreiften Muskulaes M. gastrocnemius, die untere Bildlange

betragt 612 um. Tier der Gruppe mit EGCG-Gabe ®&cklin. Ischamie und 60 Min.

Reperfusion

Hier zeigt sich ebenfalls ein deutlich geringeree intramuskular, Granulozyten sind nicht

eingewandert, es sind keine Nekrosen sichtbar.
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Abb. 16: Langsschnitt der quergestreiften Muskulds M. gastrocnemius, die untere
Bildlange betragt 204 pum. Tier der Gruppe mit EGG&be nach 60 Min. Ischamie und 60 Min.

Reperfusion

Es zeigt sich eine vitale quergestreifte Muskedzedkine Vakuolisierung, keine

Granulozyten.
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Abb. 17: Langsschnitt der quergestreiften Muskuldis M. gastrocnemius, die untere
Bildlange betragt 612 um. Tier der Gruppe mit EGG&be nach 60 Min. Ischamie und

60 Min. Reperfusion

Es zeigen sich vitale quergestreifte Muskelzeltks intramuskulare Odem ist nur sehr

schwach ausgepréagt, Granulozyten treten kaum ichEnsung.

Insgesamt lasst sich sagen, dass die histologisstienitte der Gruppe 1 h mit EGCG-
Gabe im Vergleich zur Kontrollgruppe eine erhebliehingere Gewebsschadigung

aufweisen. Dies zeigt sich insbesondere in dengeren Anzahl fokaler Myolysen.

Beginnender Zelluntergang, interstitielles undan#ilulares Odem, Infiltration von
eosinophilen Granulozyten und Leukozyten sowie Kisis konnen auch hier

verzeichnet werden, sind aber deutlich schwacheyepragt.
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Abbildung 18: die Lange des unteren Bildrandesdggt204um. Langsschnitt des M.

gastrocnemius der Ratte der Kontroll-Gruppe 120 Isghamie und 120 min Reperfusion.

Im histologischen Schnitt zeigt sich eine deutlidegbreiterung des Interstitiums als Merkmal
eines Odems. In der Bildmitte ist ein GefaR anigeisien, hier zeigt sich deutlich die
Leukozytenadharenz und Leukozytendiapese. Eberigsmber sich intravasal und perivaskulér

zahlreiche eingewanderte Granulozyten.
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Abbildung 19: die Lange des unteren Bildrandesdggt204um. Langsschnitt des M.

Gastrocnemius der Ratte, Kontroll-Gruppe 120 mahdsnie und 120 min Reperfusion.

Hier wird die Rhabdomyolyse, mit Vakuolisierung wierlust der Querstreifung sichtbar.
Vakuolisierung gilt als Kennzeichen des Zelluntexggm der nicht durch Granulozyten induziert

wird .
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Abbildung 20: die Lange des unteren BildrandesaggtB06 pum. Langsschnitt des M.

Gastrocnemius der Ratte, Kontroll-Gruppe 120 mahdsnie und 120 min Reperfusion.

In diesem Bild sind die Muskelzellnekrosen offehdlich, diese zeigen sich u.a. in der
Vakuolisierung und Myolysen. Bei der in der MittesdBildes abgebildete Zelle ist die Myolyse
besonders deutlich fortgeschritten, zeigt ebenfésuolisierung und zusatzlich
Zellfragmentierung. Granulozyten sind eingewandart verbreitertes Interstitium als Merkmal
des Odems findet sich hier ebenfalls. Neben derddeation des postischamischen Gewebes

zeigt sich die perivaskulare Ansammlung von Leukezy
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Abbildung 21: Querschnitt des quergestreifter Mlaku des M. gastrocnemius, die untere
Bildlange betragt 1225 pum. Tier der Gruppe nachmzOlschamie, EGCG-Gabe und 120 min

Reperfusion.

Diese VergroRerung wurde gewahlt, um eine Ubersibbt das Gewebe zu erhalten. Bereits in
dieser relativ schwachen VergroRerung erscheinGaagebe wesentlich vitaler, das Odem ist
nur schwach ausgeprégt, es hat kaum eine Einwamglenn Granulozyten stattgefunden, bei

den Muskelzellen zeigen sich weder VakuolisieruognNekrosen.

61



Abbildung 22: Querschnitt des quergestreifter Mlsku des M. Gastrocnemius, die untere
Bildlange betragt 612 um. Tier der Gruppe nachm#dlschamie, EGCG-Gabe und 120 min

Reperfusion.

In der Mitte des Bildes zeigt sich ein im Quersthamgeschnittenen Gefal. Intravasal befinden
sich Erythrozyten, jedoch keine adhéarenten Leula@eptzw. Leukostase. Auch perivaskular und
im Interstitium befinden sich keine Leukozyten, stoiehlt der Nachweis fur eine Diapedese, die
erst nach einer Interaktion mit Leukozyt und Adbésimolekiil statt findet. Das Odem ist hier

ebenfalls nur gering ausgepréagt. Es zeigen siclemnade Zellvakuolisierung, noch Nekrosen.
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In den Abbildungen der vorherigen Seite zeigt Nr. 23 einen Querschnitt und Nr. 24 einen
Langsschnitt quergestreifter Muskulatur des M. Gastrocnemius, die untere Bildlange betragt 306

um. Tier der Gruppe nach 120 min Ischdamie, EGCG-Gabe und 120 min Reperfusion.

Auch in diesen Schnitten bestatigt sich der wie zuvor beschriebene Befund, kaum Ausbildung eines

Odems, keine Zellnekrosen, keine Leukozyteninfiltration.
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4. DISKUSSION

4.1.BEWERTUNG DER ERGEBNISSE

Trotz der relativ geringen Anzahl von Tieren zeigh ein hochsignifikanter Unterschied
zugunsten EGCG. Dies demonstriert den ausgepragbésektiven Effekt von EGCG zur
Minderung des postischamischen ReperfusionsschabBarsch nach zweistindiger
Ischamie ebenso gute Effekte wie nach einer Stisaffgimiedauer zeigten, kann auf einen
wesentlichen Schutzeffekt von EGCG selbst nachdérgschamie geschlossen werden;
anhand der dhnlichen Messwerte kann sogar einkpincge Effekt nach wesentlich

langerer Ischamie in Betracht gezogen werden. Deetd\ter Kontrollgruppe und der
NaCl- Gruppe nach 60 Min. Ischamie sind fast ideattj deshalb kann man davon

ausgehen, dass die Injektion selbst zu keiner \setiaing der Messwerte gefiuhrt hat.

Da sich in den histologischen Schnitten der Mugsiéglarate der EGCG-Gruppe
signifikant geringere Gewebsschadigungen als irkoatrollgruppe zeigten, wird die
klinische Relevanz der verminderten Superoxidkotraéinn infolge der EGCG-Gabe
eindrucksvoll untermauert. Gleichzeitig wird damitch die klinische Relevanz des

gewahlten Versuchsprotokolls bestéatigt.
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4.2. BEDEUTUNG DER COMPUTERGESTUTZTEN MESSUNG MIT CYTOCHROM-C-SENSOR

Die elektrochemische Messung der Aktivitat versdareer Antioxidantien mit dem
Cytochrom-C- Sensor hat sich als sensitiv undixefatiswert erwiesen. Die praktische
Anwendbarkeit wurde demonstriert, indem die antlakive Kapazitat unterschiedlicher
Flavonoide verglichen wurd® Die zuverlassige Messbarkeit der Superoxidbildarder
postischamischen Reperfusionsphase wurde beretaem analogen Tierversuch ohne
Antioxidantien-Gabe vorgefiilift Die Messung der Superoxidbildung wurde z. B. @nch

einer Zellkultur mit Glioblastomzellen demonstrfért

Der computergestitzten In-vivo-Messung mit dem €lytom-C-Sensor fiel eine
Schlusselrolle fur die erfolgreiche Versuchsdurbindiing zu. Nur in vivo konnte eine
exakte Messung des Ausmalies der Superoxidbildumgl -damit des maximalen Effekts
und der Dynamik des Reperfusionsschadens wahreridde&mie- und
Reperfusionsphase — gewahrleistet werden. Die Wertaten durch die elektronische
Datenubertragung exakt aufgezeichnet werden. Dengéb sich anscheinend eine deutlich
zuverlassigere quantitative Messung als mit frim&fersuchsmodellen. Allerdings kdnnte
dies nur durch einen direkten Vergleich der hiegeavandten Messmethode mit friiheren

Messmodellen nachgewiesen werden.

Die im Kapitel 2, ,Material und Methoden®, beschr@me aufwandige Vorbereitung der
Messelektrode vor Beginn der Messung war zweifadiog Voraussetzung fur die hohe
Messqualitat bzw. daftr, dass bei der relativ ggnmZahl der Tiere nur geringe
Standardabweichungen auftraten. Fur zukinftige Wérs mit ahnlicher Zielsetzung kann

der gewahlte Cytochrom-C-Sensor sehr gute Voraussgén bieten.
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4.3. VERGLEICH MIT ANDEREN EXPERIMENTEN

Polyphenole sind in verschiedenen Pflanzen vorh#fidéare Fahigkeit, als
.Radikalfanger* zu agieren, hangt anscheinend mit&hzahl und Position aromatischer
Hydroxylgruppen am aromatischen Ring zusanithafiele gesundheitsfordernde Effekte
des Tee-Konsums werden den Polyphenolen zugesehtiebie antioxidativen Effekte
der Catechine sind seit langerem untersticbie dafiir verantwortlichen Anteile der
Strukturformel wurden detailliert analysi€rtEGCG kann mit einem hohen Reinheitsgrad

synthetisiert werden

An isolierten Rattenherzen konnte durch Epigallecaingallat-Gabe in Form eines
Extraktes von griinem Tee 5 Minuten vor und 30 Menutach postischamischer
Reperfusion eine Reduktion der Infarktgréf3e undo€sserung der Cardiodynamik
gezeigt werdet. Verschiedene Strategien zur Verminderung dessptstmischen
Reperfusionsschadens nach Rekanalisation bei MgloKarkt zeigten allerdings in

klinischen Studien bisher keine tiberzeugenden g&fol

Angesichts der Erfolge der ischdmischen Prakondéioing ist das Interesse an der
Pathophysiologie der Reperfusionsphase wieder geseac Pathophysiologisch konnten
u. a. die ,reperfusion injury salvage kinase (RISk)d die ,,mitochondrial permeability
transition pore (PTP)* identifiziert werd®rWahrend antioxidative, antithrombotische,
antiinflammatorische und lipidsenkende Effekte Elavonoide belegt sind, gibt es zur
klinischen Beeinflussung kardiovaskularer Erkrargemdurch Teekonsum uneinheitliche

Dateri-.
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Im Tierversuch (an Ratten) konnte mittels Hyperaduech 100 % Sauerstoffbeatmung der
postischamische Reperfusionsschaden nach 40-maénlsichamie der Arteria mesenterica

superior gemindert werd&h

4.4, KLINISCHE BEDEUTUNG

Klinisch steht naturlich im Vordergrund, eine magkt zeithahe Reperfusion zu erreichen.
Eine Verminderung des postischamischen Reperfusibaslens hat u. a. deshalb gro3e
Bedeutung, weil dieser auch systemische Reaktionesinne einer systemischen
inflammatorischen Antwort (SIRS) bis zum Multiorgansagen und Tod hervorrufen
kanr®. Wichtige Ansétze sind die ischamische Prakongiigiaing (in den letzten Jahren
wurde dabei stark auf das ,remote ischemic pre¢immitng“*® fokussiert), die

kontrollierte Reperfusion sowie der therapeutisEhesatz von Antioxidantiéh In dieser

Arbeit wurde die antioxidative Therapie mit EGCGersucht.

Tee, insbesondere auch griiner Tee, wird seit isemaen von Menschen getrunken.
Relevante unerwiinschte Wirkungen sind dabei zursiroks Erwachsenen nicht
aufgetreten. Im Gegenteil, in der Literatur sinahgfige prognostische Auswirkungen des
regelmafiigen Konsums von grinem Tee beschriebenCBtchinen und insbesondere

EGCG wird dabei eine wesentliche Bedeutung zugeswdm.

In der Literatur wird auf die Notwendigkeit verdttar klinischer Forschung auf dem
Gebiet des postischamischen Reperfusionsschadegestieseft. Wenn sich
Unterschiede im Ausmal} der Sauerstoffradikalbilduach Anwendung von EGCG in

weiteren Experimenten bestétigen lassen, ergibtesite enorme klinische Relevanz. Bei
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einer absehbaren Ischamie- /ReperfusionssituatierimvBeispiel der freien
Lappenplastik erscheinen Studien zu den klinisdfékten einer vorherigen EGCG-
Anwendung gerechtfertigt. Dabei bliebe zu klarealower Zeitpunkt und welche Dauer
der EGCG-Anwendung die Reduktion des Reperfusidragins optimal beglnstigen.
Sehr interessant erscheint auch die Frage, obrdkr konsum von griinem Tee vor einer
solchen Operation bereits zu einer Reduktion dgeResionsschadens fuhren kann. In
einem Tierexperiment (an Ratten) zeigte sich naaleonAufnahme dreier Tee-Catechine
zwar nur eine geringe systemische VerflugbarkeiteG&CG, aber eine wesentlich langere
terminale Eliminations-Halbwertzeit als nach ineatiser Applikatioff. Anhand dieser
Daten kann auf einen Vorteil der oralen Gabe spekwerden. Epicatechin wurde nun in
einem anderen Experiment an Ratten nach oralerahuafie friihzeitig in einem hohen
MaR verstoffwechselt. Deshalb sind in vivo méglicherweise wesentlichér@ Dosen als

in vitro erforderlich.

Uber ihre antioxidative Wirkung hinaus sind Polypble in der Lage, den
Cholesterinspiegel zu senken, was bei chinesiseheibanden nachgewiesen wuYdén
einer Studie mit mannlichen Probanden, die Rotwemsumierten, wurde allerdings die
Ex-vivo-Lipoproteinoxidation nicht durch im Wein tialtene Phenole beeinflu¥stin

einer weiteren Studie mit 9 Mannern und Frauen wdre Plasma-Catechin-
Konzentrationen nach Konsum von alkoholfreiem adkoholhaltigem Rotwein identisch.

Der alkoholhaltige Rotwein beschleunigte aber dige€hin- Aufnahme aus dem Plasta

In einer epidemiologischen Studie war der Konsuaf3gr Mengen griinen Tees mit einem
verringerten Risiko fur ein Magenkarzinom assotiiBer mutmalilich zugrunde liegende
Mechanismus wurde in einem Tierversuch demonsttidtiir das Prostatakarzinom wurde

im Tierversuch (an Ratten und Mausen) eine pravemiirkung von aus griinem Tee
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isolierten Polyphenolen gez€iytBei Tieren mit bereits vorhandenen malignen Twemor
verursachte EGCG eine starke Reduktion des Tumbistam&2. Im Tierversuch (Mause
mit Prostatakarzinom) wurde unter oraler Gabe aiisegn Tee isolierter Polyphenole eine
fast komplette Inhibition der Metastasierung bedief®. Als ein wirksamer

pathophysiologischer Mechanismus wurde eine Proteesinhibition beschrieb&h

Eine anscheinend altersabhangige Inhibition de® R&3 wurde beobachfatEin in der
traditionellen afrikanischen Medizin gegen Fiels@gonorrhoe und Hautinfektionen
eingesetztes Extrakt enthalt CatecAinBlber eine bakterizide Wirkung kénnen Catechine

sogar die Effektivitat der B-Laktam-Antibiotika gegMRSA steigert.

Sehr interessant erscheint auch die Frage, ob Raiygbe mdglicherweise tber ihre
antioxidative Wirkung hinaus durch die Blockade desgrammierten Zelltods einen

lebensverlangernden Effekt haben korifien

4.5. LIMITATIONEN

Wie mehrfach erwahnt, wurden die Versuche mit eigkativ kleinen Anzahl von Tieren
durchgeflihrt, was angesichts der hochsignifikatteterschiede zwischen der EGCG-
und der Kontrollgruppe aber die Aussagefahigkeittgebnisse nicht wesentlich

einschrankt.

Andere bestéatigende Experimente mit EGCG zur Renlukles postischamischen
Reperfusionsschadens liegen nach meiner Kenntndefil Skelettmuskel nicht vor, d. h.

langerfristige Effekte der EGCG-Applikation nachei mehr als zweistiindigen Ischamie
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wurden nicht untersucht. Hier liegt nicht nur eiasgntlicher Ansatzpunkt fir weitere
Untersuchungen, ein Experiment mit einer langereobBchtungsdauer und einer
gréfReren Anzahl von Versuchstieren kénnte dieaseti Arbeit fir ein- bis zweistiindige

Ischamien beobachteten Ergebnisse auch bestatigen.

In einem Isch&mie/ Reperfusions-Experiment mit higtpertensiven und spontan
hypertensiven Ratten konnten, analog zu unseregbBigsen, durch EGCG-Applikation
die Einschrankung der Nierenfunktion signifikantmendert und die Gewebsregeneration

deutlich verbessert werd®n

Es sei ausdricklich erwahnt, dass in dieser Akmit Nachweis des Pathomechanismus
der benefiziellen Effekte von EGCG gefuhrt wurde aire Versuche nicht dafir

konzipiert waren.

4.6. ZUSAMMENFASSUNG

Der postischamische Reperfusionsschaden stelltezlautendes Problem in der klinischen
Medizin dar. Er kann im schlimmsten Fall Gber einltibrganversagen zum Tod fihren.
Folgerichtig sind bereits erhebliche wissensclaifdiAnstrengungen unternommen

worden, Wege zu einer Minderung des Reperfusiomsksts zu finden.

In dem dieser Arbeit zugrunde liegenden Experimante untersucht, ob EGCG als freli
verfigbarer und sicher applizierbarer pflanzlicRadikalfanger die
Extremitatenmuskulatur der Ratte vor der Ausbildairges postischamischen
Reperfusionsschadens schiitzen kann, wenn es ulbamitt®r der Reperfusion

zentralvenos injiziert wird. Als Messparameter tietiabei die Bildung von
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Superoxidradikalen mit bzw. ohne EGCG-Applikatibiese Messung erfolgte

computergestutzt mit einem speziell fur solche Essgllungen entwickelten Sensor.

Zusatzlich wurde jeweils nach Abschluss der Messnrger M. gastrocnemius der
betroffenen Extremitat entnommen, um das histotbgisAusmald des postischamischen

Reperfusionsschadens mit bzw. ohne EGCG-Applikatiobeurteilen.

Sowohl hinsichtlich der Bildung von Superoxidradémals auch histologisch konnte in
diesem Tierexperiment eine eindrucksvolle Redukdies postischamischen
Reperfusionsschadens durch EGCG-Applikation naclegan werden. Eine klinische
Untersuchung etwa bei der freien Lappenplastikhaist daher vertretbar und

erfolgversprechend.
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ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Abb. 1: Kalibrierungssignal: Auf der Ordinate igrdSignalstrom in pA dargestellt, auf der

Abszisse ist die Zeit in Sek. abgebildet.

Abb. 2: Darstellung der Messergebnisse der 1. Kdgtuppe nach 60 Min. Isch&mie in

pA. Der 8. Wert stellt den Mittelwert dar, der Madibetragt 23.

Abb. 3: Darstellung der Messergebnisse der EGCG&rumach 60 Min. Ischamie in pA.

Der 8. Wert stellt den Mittelwert dar.

Abb. 4: Darstellung der Messergebnisse der NaCp@&wach 60 Min. Ischamie in pA.

Der 4. Wert stellt den Mittelwert dar.

Abb. 5: Vergleich nach 1 Stunde: Kontrolle, EGCGN

Abb. 6: Darstellung der Messergebnisse der Komfrofipe nach 120 Min. Ischamie in

pA. Der 8. Wert stellt den Mittelwert dar.

Abb.7: Darstellung der Messergebnisse der EGCG+{&ruach 120 Min. Ischdmie in pA.

Der 8. Wert stellt den Mittelwert dar.

Abb. 8: Vergleich der Mittelwerte der unterschietlen Gruppen

Abb. 9: Vergleich der Mediane der unterschiedlicBgnppen

Abb. 10: Langsschnitt des M. gastrocnemius dereR#dt 1. Kontrollgruppe nach 60 Min.

Ischamie und 60 Min. Reperfusion
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Abb. 11: Langsschnitt der quergestreiften Muskuldis M. gastrocnemius, die untere
Bildlange betragt 204 um. Tier der 1. Kontrollgreppmach 60 Min. Ischdmie und 60 Min.

Reperfusion

Abb. 12: Langsschnitt der quergestreiften Muskuldis M. gastrocnemius, die untere
Bildlange betragt 612 um. Tier der 1. Kontrollgreppmach 60 Min. Ischamie und 60 Min.

Reperfusion

Abb. 13: Querschnitt des M. gastrocnemius, dienerBéidlange betragt 612 um. Tier der

1. Kontrollgruppe nach 60 Min. Ischamie und 60 MReperfusion

Abb. 14: Querschnitt der quergestreiften Muskulaies M. gastrocnemius, die untere
Bildlange betragt 612 um. Tier der Gruppe mit EGG&be nach 60 Min. Ischamie und

60 Min. Reperfusion

Abb. 15: Querschnitt des M. gastrocnemius, dierenBeldlange betragt 612 um. Tier der

Gruppe mit EGCG-Gabe nach 60 Min. Ischamie und @@ Reperfusion

Abb. 16: Langsschnitt der quergestreiften Muskuldis M. gastrocnemius, die untere
Bildlange betragt 204 um. Tier der Gruppe mit EGG&be nach 60 Min. Ischamie und

60 Min. Reperfusion

Abb. 17: Langsschnitt der quergestreiften Muskuldis M. gastrocnemius, die untere
Bildlange betragt 612 um. Tier der Gruppe mit EGG&be nach 60 Min. Ischamie und

60 Min. Reperfusion

Abbildung 18: die Lange des unteren Bildrandesaggt2O4um.  Langsschnitt des M.

gastrocnemius der Ratte der Kontroll-Gruppe 120 Iseshamie und 120 min Reperfusion
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Abbildung 19: die Lange des unteren Bildrandesdggt204um. Langsschnitt des M.

gastrocnemius der Ratte, Kontroll-Gruppe 120 mahdsnie und 120 min Reperfusion

Abbildung 20: die Lange des unteren BildrandesagetB06 um. Langsschnitt des M.

gastrocnemius der Ratte, Kontroll-Gruppe 120 mahdsnie und 120 min Reperfusion

Abbildung 21: Querschnitt der quergestreiften Muaku des M. gastrocnemius, die
untere Bildlange betragt 1225 pum. Tier der Grupgehrii20 min Ischamie, EGCG-Gabe

und 120 min Reperfusion

Abbildung 22: Querschnitt der quergestreiften Muaku des M. gastrocnemius, die
untere Bildlange betragt 612 um. Tier der Gruppshri20 min Ischamie, EGCG-Gabe

und 120 min Reperfusion

Abbildung 23 Querschnitt des M. gastrocnemius udiere Bildlange betragt 306 pum. Tier

der Gruppe nach 120 min Ischamie, EGCG-Gabe unari@®Reperfusion

Abbildung 24 zeigt einen Langsschnitt quergesteifuskulatur des M. gastrocnemius,
die untere Bildlange betragt 306 um. Tier der Geupach 120 min Ischamie, EGCG-

Gabe und 120 min Reperfusion

TABELLENVERZEICHNIS

Tabelle 1: Ubersicht tiber die Ergebnisse der Gmippe
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

a Signifikanzniveau

ADP Adenosindiphosphat

AMP Adenosinmonophosphat

o-TA a-Tocopherolaquivalent

ATP Adenosintriphosphat

Ca+ Kalzium

CAM Zelladhasionsmolekile (cell adhesions molesyl
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

DPA Diphenylamin

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
EGCG Epigallocatechingallat

EC Epicatechin

ECG Epicatechingallat

GOT Glutamat-Oxalacetat-Transferase
GPT Glutamat-Pyruvat-Transferase
GSH Glutathion

H Wasserstoff

HX Hypoxanthin

ICAM Interzellulare Adhasionsmolekile
l.E. Internationale Einheiten

I/'R Ischamie/Reperfusion

IRS Ischamiereperfusionssyndrom

K Kalium
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KG
LAK-Zellen
LDH
LDL
MAP
MDA
MPO
MPS
MW

n

Na'
NAD
NF-xB
NO
eNQOS -
NNQOS -
INOS
OH-

PAF
PECAM
PMN
PTP
ROS
rpm

SD
SIRS
SOD

Korpergewicht

lymphokinaktivierte Killerzellen
Laktatdehydrogenase

Lipoproteine geringer Dichte(low density lipajein)
Kinasen mitogen-aktivierte Proteinkinasen
Malondialdehyd

Myeloperoxidase

mononukleadres phagozytotisches System
Mittelwert

Anzahl

Natriumion

Nicotinamid-adenin-dinucleotid

nuklearer Faktor kappa B

Stickstoffmonoxid

endotheliale Stickstoffmonoxid Synthase
neuronale Stickstoffmonoxid Synthase
induzierbare Stickstoffmonoxid Synthase
Hydroxylradikal

Uberschreitungswahrscheinlichkeit

Plattchen aktivierender Faktor (platelet\aattng factor)

Plattchen-Endothelzell-Adhasionsmolekile
Polymorphkernige neutrophile Granulozyten

mitochondriale Permeabilitats-Transition-Rore

reaktive Sauerstoffverbindungen (reactivegexyspecies)

Umdrehung pro Minute (rounds per minute)
Standardabweichung
Systemic Inflammatory Response Syndrome

Superoxiddismutase
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