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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Inzidenz kardiovaskularer Erkrankungen

Zu der Gruppe der kardiovaskularen Erkrankungen (CVD, fir engl. cardiovascular di-
seases) gehoren unter anderem die koronare Herzkrankheit (KHK) sowie zerebrovasku-
lare Erkrankungen wie z. B. zerebrovaskulare Insulte. Im Jahr 2003 verstarben Schéat-
zungen zufolge weltweit 16,7 Millionen Menschen an den Folgen einer kardiovaskularen
Erkrankung, was einem Anteil von 29,2% aller globalen Todesfalle entspricht. Als Trend
zeichnet sich ab, dass auch in Entwicklungslandern die kardiovaskularen Krankheiten
zunehmen und im Jahr 2010 Haupttodesursache sein werden (World Health Report
2003).

Schéadliche Lebens- und Genussgewohnheiten, wie zum Beispiel vermehrter Tabakkon-
sum, Ubergewicht (de Koning et al. 2007) und verminderte korperliche Aktivitat, stehen
mit dem Anstieg der Inzidenz kardiovaskularer Erkrankungen in engem Zusammen-
hang, da diese Gewohnheiten zur Entwicklung von Risikofaktoren (z. B. arterieller Hy-
pertonus, Dyslipoproteinamie, Adipositas und Diabetes mellitus Typ 2) fuhren (Rahman
Al-Nuaim 1997).

Von 16,7 Millionen Todesféllen pro Jahr sind 7,2 Millionen Todesfalle der koronaren
Herzkrankheit zuzuordnen, 5,5 Millionen den zerebrovaskularen Erkrankungen und wei-
tere 3,9 Millionen sind Folge anderer Herzerkrankungen (World Health Organization,
Cardiovascular Disease: prevention and control). Im Jahr 2004 war die haufigste To-
desursache in Deutschland die chronische ischamische Herzkrankheit, gefolgt vom aku-
tem Myokardinfarkt und der Herzinsuffizienz auf den Platzen 2 und 3 (statistisches
Bundesamt, Gesundheitswesen 2004).

Insgesamt verstarben im Jahr 2004 in Deutschland 36.803 mannliche Patienten an ei-
nem akuten Myokardinfarkt. Auch bei Frauen fand sich eine hohe Mortalitatsrate.
30.346 verstarben an den Folgen eines Herzinfarkts. Somit belegte der akute Myokard-
infarkt Platz 3 der Todesursachen aller weiblicher Patienten (statistisches Bundesamt,
Gesundheitswesen, 2004).

Diese Zahlen unterstreichen — trotz der therapeutischen Erfolge der vergangenen Jahr-
zehnte — die Bedeutung der Suche nach neuen Ansétzen, die Inzidenz kardiovaskularer

Erkrankungen zu verringern und ihre Therapien weiter zu verbessern.
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1.2 Oxidativer Stress und seine Rolle in der Pathogenese kardiovaskularer Er-
krankungen

In der Pathogenese kardiovaskularer Erkrankungen spielt oxidativer Stress, der durch
reaktive Sauerstoffspezies (ROS, fur engl. reactive oxygen species) verursacht wird,
eine entscheidende Rolle.

Ein freies Radikal ist Trager eines oder mehrerer ungepaarter Elektronen. Sie entstehen
aus nichtradikalen Atomen durch Zugewinn oder Verlust eines Elektrons und sind aus-
gesprochen reaktionsfreudig. In vivo handelt es sich dabei meist um Sauerstoffmoleku-
le, die z. B in Superoxidradikale (O2) oder Stickstoffmonoxid (NO) umgewandelt werden
(Davies 1995). Wichtige Zwischenprodukte sind Wasserstoffperoxid (H2O2) und Pero-
xynitrit (ONOQ), die nicht im klassischen Sinne freie Radikale, aber ebenfalls sehr
reaktiv sind und ahnliche schadigende Auswirkungen auf Molektle der Zelle haben. Als
Uberbegriff wird der Ausdruck reaktive Sauerstoffspezies benutzt.

Freie Radikale fallen unter physiologischen Bedingungen in der Atmungskette in den
Mitochondrien im Rahmen der ATP-Produktion (Szasz et al. 2007), bei Reaktionen, die
von den Enzymen Xanthinoxidase, Lipoxygenase/Cyclooxygenase und NO-Synthetase
(Madamanchi et al. 2005) katalysiert werden und bei der Autooxidation physiologischer
Substanzen (z.B. Katecholamine) an. lhre Schadlichkeit erklart sich aus der hohen
Reaktionsfreudigkeit der ROS. Sie nehmen Elektronen anderer Zellmolekile, z. B. von
Lipiden, Proteinen und DNA, auf (Valko et al. 2006).

Lipidperoxidation fuhrt zu Schaden an der Zellmembran (Tavazzi et al. 1998). Verande-
rung an Proteinstrukturen kann zu Funktionsverlusten (Dean et al. 1991) oder Proteoly-
se fuhren. Reaktionen mit der Zell-DNA ziehen eine erhohte Briuchigkeit derselben nach

sich.

1.2.1 Arteriosklerose

Ein vermehrtes Vorkommen von ROS in Gefal3en fuhrt zu Apoptose und Nekrose der
Endothelzellen (Burlacu et al. 2001), Proliferation von glatten Muskelzellen (Roa et al.
1992) und Aktivierung von Matrixmetalloproteinasen (Rajagopalan et al. 1996). Daraus
resultiert eine verstarkte Entstehung von Arteriosklerose. Die Relevanz dieses Patho-

mechanismus unterstreichen Studien, die zeigen konnten, dass durch Gabe des Antio-
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xidans a-Tocopherol eine Restenosierung von Koronararterien nach Angioplastie ver-
hindert werden konnte (Lafont et al. 1995; Lee et al. 1996).

1.2.2 Myokardinfarkt und Reperfusionsschaden

Als Myokardinfarkt bezeichnet man eine ischAmische Nekrose des Herzmuskels, der
meist ein akuter Verschluss einer oder mehrerer Koronararterien zugrunde liegt. Diag-
nostisch spielen neben erhdhten kardialen Enzymen im peripheren Blut, pathologische
Q-Wellen, sowie ST-Strecken-Hebungen oder -Senkungen im EKG als Indikator einer
Ischamie eine wichtige Rolle (Agewall et al. 2005).

Circa 30% aller Patienten versterben an einem akuten Herzinfarkt, mehr als die Halfte
davon noch vor Erreichen des Krankenhauses. Im Krankenhaus versterben 10% aller
Herzinfarktpatienten, weitere 10% im ersten Jahr nach dem Infarktereignis (Fenton et
al. 2006).

Grundsatzlich stehen zwei Therapieformen zur Verfligung, um eine baldige Reperfusion
zu ermoglichen: PTCA (perkutane transluminare Koronarangioplastie) mit eventueller
Stent-Implantation oder eine medikamentése fibrinolytische Therapie. Keeley und Boura
analysierten 23 Studien, die sich mit 0.g. Therapieformen und den Uberlebenschancen
im Falle eines akuten Myokardinfarkts befasst hatten. Die PTCA zeigte sich der throm-
bolytischen Therapie in Kurzzeit- und Langzeittiberleben Uberlegen (Keeley et al. 2003).
Im Rahmen der Reperfusion kommt es allerdings zum sogenannten Reperfusionsscha-
den, der fUr das Herz eine zusatzliche Belastung bedeutet (Buja 2005). Es wird ange-
nommen, dass es wahrend der Ischamiephase des akuten Infarktgeschehens zu einer
ersten Akkumulation von ROS aus Mitochondrien kommt. In der anschlie3enden Reper-
fusionsphase folgt dann eine Uberschwemmung des Herzmuskels mit ROS (Becker
2004), was zu Arrhythmien, reversibler kontraktiler Dysfunktion (sog. ,,Stunning®), Apop-
tose und Nekrose fuhren kann (Bolli 1991).

Ebenso kommt es zu Aktivierung von neutrophilen Granulozyten, die ebenfalls am
Ischamie/Reperfusionsschaden beteiligt sind (Lee et al. 2001). Desweiteren induzieren
ROS uber Signalkaskaden direkt Apoptose (Maulik et al. 1998).
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1.2.3 Herzinsuffizienz

ROS sind auch an der Entstehung von Herzinsuffizienz beteiligt (Byrne et al. 2003; Noji-
ri et al. 2006).

Die Aktivitat der Calcium-ATPase und die Adrenorezeptorsensivitat sind unter dem Ein-
fluss der ROS herabgesetzt (Qin et al. 2006), was zu einem Kontraktilitatsverlust der
Kardiomyozyten fihrt. Eine vermehrte Produktion von ROS in den Mitochondrien fuhrt
zudem zu Schaden an der Mitochondrien-DNA der Kardiomyozyten und zu Zellscha-
den. AulR3erdem aktivieren ROS Metalloproteinasen und férdern somit eine Hypertrophie
der Kardiomyozyten, Zellapoptose und interstitielle Fibroisierung (Tsutsui 2006).

1.3 Zellreaktionen auf oxidativen Stress
Die Zelle hat verschiedene Verteidigungssysteme, um sich vor oxidativem Stress zu
schitzen. Bei Uberproduktion von ROS werden diese Verteidigungsmechanismen al-

lerdings Uberlastet und es kommt zur Zellschadigung.

1.3.1 Antioxidative Enzyme

Als endogene Verteidigungsmechanismen sind die Enzyme Superoxiddismutase-1
(SOD1), Katalase, Glutathionperoxidase und Hamoxygenase-1 (HO-1) zu nennen (Ab-
bildung 1).

Die Gluthathionperoxidase oxidiert zwei Glutathionmolekile zu Glutathiondissulfid und
Wasser und reduziert somit H,O, und freie Radikale. Die Superoxiddismutase reduziert
Superoxidradikale zu Wasserstoffperoxid, das dann wieder in eine Reaktion mit Gluta-
thion eintritt.

Das Enzym Katalase sorgt fur die Umwandlung von zwei Molekilen H,O, in H,O und
Sauerstoff. Die Hamoxygenase oxidiert Hamoglobin zu Biliverdin (Zhang et al. 2002).
Dabei entstehen Kohlenmonoxid (CO) und Eisen (Fe?").

Die durch Ham, Toxine und Oxidantien ausgeldste Induktion von HO-1 wird durch den
Transkriptionsfaktor NF-E2-related factor 2 (Nrf2) vermittelt. Fallen Ham, Toxine und
Oxidantien an, wird Nrf2 vom Zytoplasma in den Nukleus transloziert und bindet dort an
sogenannte antioxidant response elements (ARE) im HO-1-Promoter, was eine ver-
mehrte Transkription zur Folge hat (Min et al. 2006). Dies fiihrt zu einer gesteigerten

Expression der HO-1, was zu einer Verminderung von oxidativem Stress fuhrt.
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Glutathionperoxidase
2 Glutathion + H,0,

v

Gluathiondisulfid + 2 H,O

Superoxiddismutase

202-+4H+ > 2 H,O + O,
Katalase
2 H,0, » 2H,0+0;,
Hamoxygenase
Hamoglobin » Biliverdin + CO + Fe?*

Abbildung 1: Die wichtigsten antioxidativen Enzymreaktionen der Zelle

1.3.2 Antioxidantien

Die Vitamine A, C und E sind wichtige exogen zugeflihrte biologische Antioxidantien.
Sie sind ebenfalls Reduktionsmittel, Gbertragen also ein Elektron auf die ROS. Dies
fuhrt zu einer Herabsetzung der Reaktivitdt der ROS und ihrer schadigenden Wirkung.
Die Fahigkeit, Elektronen aufzunehmen, ohne dabei selbst ein reaktives Molekil zu
werden, wird als Scavengerfahigkeit von Antioxidantien bezeichnet (Diplock et al.
1998).

1.3.3 Signaltransduktion

Kommt es zu einer deutlich vermehrten Produktion von ROS, kann die Zelle sich nicht
mehr ausreichend gegen diesen oxidativen Stress verteidigen (Sahnoun et al. 1997).
Die Reaktion erfolgt abh&ngig vom Zelltyp mit Proliferation, Wachstumsstopp, Zellalte-
rung oder Apoptose. Sie hangt von der Balance intrazellularer Signalkaskaden ab, die
im Falle des oxidativen Zellstresses ablaufen. Signalkaskaden stellen eine Verbindung
zwischen Rezeptoren auf der Zelloberflache und Transkriptionsfaktoren im Nukleus her
(Bost et al. 2005). Im Folgenden soll ein kurzer Uberblick tiber zwei Signaltransduk-
tionskaskaden gegeben werden, die eine wichtige Rolle bei oxidativem Zellstress spie-

len.

10
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1.3.3.1 Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK)

Einer der wichtigsten Signalwege lauft Uber die Mitogen-aktivierten Proteinkinasen
(MAPK). Es handelt sich hierbei um Serin/Threoninkinasen, die in drei Untergruppen
eingeteilt werden: ERK (fur engl. extracellular signal-regulated kinases), JNK (fur engl.
c-Jun N-terminal kinases) und p38-Kinasen. Die beiden letzteren werden als INK/SAPK
(fur engl. stress-activated kinases) zusammengefasst und durch ROS, UV-Strahlung,
Hitzeschock-Proteine, zytotoxische Noxen und Zytokine aktiviert. Uber mehrere Zwi-
schenschritte bindet JNK an den Transkriptionsfaktor c-Jun und phosphoryliert diesen.
Die p38-Kinase wird durch Zytokine, Endotoxine und osmotischen Stress aktiviert (Mar-
tindale et al. 2002).

Die ERK wird durch Rezeptorbindung verschiedener Wachstumsfaktoren (z. Bsp. EGF
und PDGF) aktiviert. Es folgt eine kaskadenartige Aktivierung von RAS, RAF, MEK und
schlie3lich der MAPK. Die phosphorylierten und aktivierten MAPK aktivieren ihrerseits
Transkriptionsfaktoren (z. B. Fos, Jun, Myc), die die Expression der fur die Zellteilung

erforderlichen Gene veranlassen (Seger et al. 1995).

1.3.3.2 Akt-Signalkaskade

Akt oder Proteinkinase B ist ebenfalls eine Serin/Threoninkinase und zentrales Element
der antiapoptotischen Akt-Signalkaskade. Sie ist entscheidend fiir das Uberleben der
Zelle. Die Signalkaskade wird durch Wachstumsfaktoren, extrazellulare Signale und
oxidativen Stress ausgelost. Die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) phosphoryliert memb-
rangebundenes Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2); es entsteht Phosphatidyli-
nositol-3,4,5-triphosphat (PIP3). Akt wird an PIP3 gebunden und kann nun durch PDK-1
(fir engl. 3-Phosphoinositide-dependent protein kinase-1) phosphoryliert und aktiviert
werden. Im aktivierten Zustand kann Akt proapoptotische Faktoren deaktivieren. Hierzu
gehoren z.B. BAD, Caspase-9 und Forkhead-Transkriptionsfaktoren (Datta et al. 1999).

1.4 Regionale Unterschiede in der Inzidenz kardiovaskularer Erkrankungen

Die Inzidenz kardiovaskularer Erkrankungen unterliegt grof3en regionalen Unterschie-
den. So konnte eine vergleichende Studie Uber die Unterschiede der Arteriosklero-
seentwicklung bei Japanern und Amerikanern zwischen 15 und 34 Lebensjahren, die

zwischen 1987 und 1995 autopsiert wurden, zeigen, dass Japaner bis zur zweiten Le-
11
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bensdekade subendotheliale Schaumzellablagerungen in den Arterien (sog. fatty
streaks) entwickeln, dieser Prozess dann allerdings zum Stillstand kommt. Bei der ame-
rikanischen Gruppe hingegen fand sich eine kontinuierliche Zunahme arterioskleroti-
scher Lasionen mit gréRerem Ausmald und schnellerer Entwicklung (Takei et al. 2005).
Eine Vergleichsstudie Uber Ernahrungsgewohnheiten, Serumlipidwerte und Mortalitat
zwischen Japanern, Nordamerikanern und in Nordamerika lebenden Japanern erbrach-
te eine viermal hohere Mortalitat aufgrund kardiovaskularer Erkrankungen in den USA
als in Japan. US-Amerikaner und in den USA lebende Japaner zeigten vergleichbare
arteriosklerotisch verdickte Media- und Intimaschichten der Aa. carotis. Der zunehmend
dem Westen angepasste Lebensstil, der auch in Asien Einzug halt, kbénnte in Zukunft
dort zu einer Zunahme der Inzidenz kardiovaskularer Krankheiten fihren (Egusa et al.
2004).

Als mdoglicher Grund fur die verschiedenen Inzidenzraten kardiovaskularer Erkrankun-

gen wird der deutlich hohere Konsum griinen Tees in Asien diskutiert (Park et al. 2003).

1.5 Gruner und schwarzer Tee — ein kurzer Uberblick

Tee ist nach Wasser das am haufigsten konsumierte Getrank der Welt (Peters et al.
2001). Teesorten, die aus der Pflanze Camellia sinensis (Teepflanze) gewonnen wer-
den, werden anhand ihrer Fermentationsgrade eingeteilt. Griiner Tee ist unfermentiert,
Oolong Tee ist teilweise und schwarzer Tee vollstdndig fermentiert. In der westlichen
Welt wird bevorzugt schwarzer Tee und in Asien hauptsachlich griiner Tee konsumiert
(Park et al. 2003).

Bei der Trocknung werden die Teeblatter einem Oxidationsprozess, der sogenannten
Fermentation, unterzogen. Um Fermentation zu vermeiden, werden die frisch gepflick-
ten Blatter des grinen Tees bedampft. Griner Tee enthalt zahlreiche Catechine, welche
innerhalb der Phytamine zur Gruppe der Polyphenole und darunter zu den Flavonoiden
gehoren. Die Catechine des grinen Tees sind Epicatechin (EC), Epicatechingallat
(ECG), Epigallocatechin (EGC) und Epigallocatechin-3-gallat (EGCG) (Abbildung 2).

Die Blatter des schwarzen Tees hingegen werden getrocknet und gerollt, um den Fer-
mentationsprozess in Gang zu setzen. Eine aktive Polyphenoloxidase in den Teeblat-
tern katalysiert dabei die aerobe Oxidation der monomeren Catechine, die nun teilweise

polymerisiert und zu Theaflavinen und Thearubiginen umgewandelt werden (Graham
12
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1992). Schwarzer Tee enthalt hauptsachlich die Theaflavine Theaflavin (TF1), Theafla-
vin-3-gallat (TF2a), Theaflavin-3'-gallat (TF2b) und Theaflavin-3,3'-digallat (TF3) (Lin et
al. 2006) (Abbildung 2).

OR,

OH
Catechine Theaflavin
R1 | R2

Epicatechin (EC) H H

Epigallocatechin (EGC) H OH (|)| on
Epicatechin-3-gallat (ECG) G H

Epigallocatechin-3-gallat (EGCG) G OH OH
Theaflavin (TF1) H H OH
Theaflavin-3-gallat (TF2a) H G

Theaflavin-3'-gallat (TF2b) G |H Gallatgruppe (G)
Theaflavin-3,3'-digallat (TF3) G G

Abbildung 2: Strukturfomeln der Teepolyphenole (Stangl et al. 2007)

Epidemiologische Studien zeigen, dass die Inzidenz kardiovaskularer Erkrankungen bei
regelmaligem Teekonsum geringer ist (Imai et al. 1995; De Bacquer et al. 2006). Als
Ursache hierfur wird die Aufnahme von Teepolyphenolen diskutiert. Allerdings gibt es

auch Studien, die keine oder negative Effekte des Teekonsums nachwiesen (Rimm et
13
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al. 1996). In einer Metaanalyse, die positive und negative Studien einschloss, wurde
eine circa 11%ige Reduktion des Risikos, an einer kardiovaskularen Erkrankung zu er-
kranken, bei einem taglichen Teekonsum von drei Tassen (711 ml/d) ermittelt (Peters et
al. 2001). Um die Studien allerdings besser interpretieren zu kénnen, ist es notwendig,
auch andere Risikofaktoren fir kardiovaskulare Erkrankungen, denen der Teekonsu-
ment ausgesetzt ist, mit einzubeziehen.

Das Interesse an der Wirkungsweise der Teepolyphenole hat enorm zugenommen. Be-
sonders die Teepolyphenole EGCG aus dem griinen Tee und TF3 aus dem schwarzen
Tee stehen im Mittelpunkt der Forschung, wobei ihre Wirksamkeit teilweise kontrovers
diskutiert wird (Cheng 2006).

1.5.1 Wirkungsspektrum der Catechine

In Japan werden durchschnittlich 7 bis 8 Tassen (740 ml) griinen Tees pro Person und
Tag konsumiert, was einer Menge von 413 mg Catechinen entspricht (Miura et al.
2001).

EGCG macht mit ungeféhr 11% des Trockengewichts den gréf3ten Anteil an den Cate-
chinen im grinen Tee aus (Dufresne et al. 2001). Es scheint auch das Catechin mit
dem breitesten und effektivsten Wirkungsspektrum zu sein. lhm werden zahlreiche ge-
sundheitsfordernde Eigenschaften zugeschrieben. So wirkt es antioxidativ, antiinflam-
matorisch, antihyperton, antidiabetogen und antikanzerogen (Stangl et al. 2007).

Eine wichtige Eigenschaft des EGCG ist seine direkte antioxidative Wirkung als ROS-
Scavenger. Die Reaktionsrate von EGCG mit Hydroxylradikalen hat sich als wesentlich
hoher herausgestellt als die anderer anerkannter Antioxidantien (z.B. Ascorbinséaure,
reduziertes Glutathion und Cystein) (Shi et al. 2000).

Zu EGCG und seiner Rolle als ROS-Scavenger gibt es in der Literatur allerdings ge-
gensatzliche Daten. Teepolyphenole kénnen selbst oxidiert werden und dieser Prozess
fuhrt zur Bildung aktiver radikaler Sauerstoffmolektile. Der pro-oxidative Prozess findet
unter Standardbedingungen (pH 7,4; 100 pmol/l Teepolyphenole; 200 pmol/l O;) haupt-
sachlich an der Gallat-Gruppe statt. Eine einstiindige Inkubation griinen Tees bei einem
pH-Wert von 7,5 unter aeroben Bedingungen fiihrt aufgrund des Autooxidationsprozes-
ses zu einem erheblichen Abfall des EGCG-Anteils (Roginsky et al. 2005).

14
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Neben seiner Scavengerfahigkeit greift EGCG auch auf transkriptioneller Ebene in Zell-
prozesse ein. So zeigten Wu et al. die Induktion des antioxidativen Enzyms Hamoxyge-
nase-1 in Endothelzellen Gber die Aktivierung der Phosphatidylinositol 3-Kinase/Akt-
und ERK-Signalkaskaden. EGCG induzierte zudem den antioxidativen Transkriptions-
faktor Nrf2 und somit Gene, deren Promotoren antioxidant response elements enthalten
(Wu et al. 2006).

Auf oxidativ gestresste neuronale N18D3-Zellen zeigte EGCG in einer weiteren Studie
ebenfalls eine zytoprotektive Wirkung, die durch Blockierung des Phosphatidylinositol 3-
Kinase/Akt-Signalweg aufgehoben werden konnte (Koh et al. 2003).

In Experimenten mit Apoprotein E-defizienten Mausen zeigte die Gabe von Teecatechi-
nen einen positiven Einfluss auf die Entwicklung einer Arteriosklerose. Eine kontinuierli-
che Catechinaufnahme tber 14 Wochen reduzierte die Ablagerung von Cholesterol und
Triglyzeriden im Aortenbogen und verringerte atheromatdse Formationen in der Aorta,
ohne dabei die Konzentration der Plasmalipide zu senken (Miura et al. 2001).

Die Endothelfunktion spielt bei der Pathogenese kardiovaskularer Erkrankungen eine
wichtige Rolle. Verschiedene Risikofaktoren, z. B. Dyslipidamie, Tabakkonsum, arteriel-
le Hypertonie und Diabetes mellitus, fihren zu einer pathologischen Veranderung des
Endothels, was zu einer Dysfunktion mit herabgesetzter Stickstoffmonoxid (NO)-
Produktion, Dysregulation von Fibrinolyse und inflammatorischen Prozessen fuhrt. Als
Folge erhdht sich das Risiko fur kardiovaskulare Erkrankungen (Raij 2006).

In einer Vergleichsstudie zwischen gesunden Rauchern und Nichtrauchern wurde der
Blutfluss nach einer kinstlich erzeugten Minderdurchblutung des Oberarms gemessen.
Raucher zeigten als Ausdruck einer endothelialen Dysfunktion eine signifikant geringere
Perfusion wahrend der Phase der reaktiven Hyperamie. Nach oraler Aufnahme von
grinem Tee erhohte sich der Blutfluss signifikant und die Ergebnisse sprechen dafr,
dass Catechine die Endothelium-abhéngige Vasodilatation bei Rauchern verbessert
(Nagaya et al. 2004).

In unserem Labor konnte nachgewiesen werden, dass EGCG Uber eine Signalkaskade,
die von der Phosphatidylinositol-3-OH-Kinase, der cAMP-abhangige Proteinkinase und
Akt abhangig ist, die endotheliale NO-Synthetase (eNOS) aktiviert und somit die Stick-
stoffproduktion induziert, was zu einer Relaxation der glatten Muskelzellen der Blutge-

falke fuhrt (Lorenz et al. 2004). Untersuchungen an aortalen glatten Gefal3muskelzellen
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der Ratte zeigten zudem, dass EGCG den platelet-derived growth factor (PDGF) indu-
ziert und in diesen Zellen eine Aktivierung der MAP Kinase inhibiert. Dies stellt eine wei-
tere mogliche Erklarung fir die antiarteriosklerotischen und antikarzinogenen Effekte
des EGCG dar (Ahn et al.1999). Der inhibierende Effekt von EGCG auf die MAP Kina-
sen wurde auch in einer Studie, die sich mit TNFa-induzierter Expression von Galacto-
se-al,4-Galactose-B1,4-Glucose-Ceramid humaner intestinaler Epithelzellen HT29 be-
schaftigt, gezeigt. EGCG verhinderte hier die Expression durch Inhibition der Signalwe-
ge der MAPK und NFxB (Moon et al. 2005).

Ebenfalls konnte in einer umfangreichen Studie zum Thema Teekonsum und Bluthoch-
druckrisiko gezeigt werden, dass ein Teekonsum von 120 ml/d tGber ein Jahr das Risiko,
einen Hypertonus zu entwickeln, senkt (Yang et al. 2004).

EGCG wurde auch auf antithrombotische Eigenschaften untersucht. Intraperitoneale
Injektion von Catechinen in Ratten resultierte dabei in einer verlangerten Blutungszeit.
Die Plattchenaggregation von Humanblut ex vivo zeigte sich unter dem Einfluss von
EGCG inhibiert, wohingegen die Koagulationsparameter unbeeinflusst blieben (Kang et
al.1999).

Auch ein antidiabetogener Effekt von EGCG auf H4lIE Hepatomazellen der Ratten
konnte experimentell nachgewiesen werden. EGCG unterdriickte die Genexpression
von Phosphoenolpyruvatcarboxykinase und Glukose-6-Phosphatase — Enzymen der
Glukoneogenese — durch Aktivierung der Phosphoinositid-3-Kinase (P13K). In der Folge
verringerte sich die Glukoseproduktion der Zellen unter dem Einfluss von EGCG (Walt-
ner-Law et al. 2002).

Die Glukosetoleranz gesunder Erwachsener verbessert sich nach Konsum gelésten
grinen Tees und Gabe frischer Teeblatterextrakte. Untersuchungen an Streptocin-
diabetischen ddY-Mausen und diabetischen db+/db+ Mausen zeigten, dass der Blutzu-
ckerspiegel der Mause innerhalb von 2-6 Stunden nach oraler Aufnahme griinen Tees
ohne Erh6hung des Seruminsulinspiegels signifikant gesenkt wurde. Der insulinunab-
hangige antidiabetogene Effekt wurde von den Autoren der Studie auf eine Verminde-
rung des 4211(4212) Da Proteins zuriickgeftihrt (Tsuneki et al. 2004).

Auch zeigte sich in zahlreichen Studien eine antikarzinogene und antimutagene Wir-

kung des grinen Tees. Dies hangt zum einen mit seiner Fahigkeit zusammen, direkt
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antioxidativ zu wirken und der damit verbundenen Verminderung von oxidativem Stress.
Zum anderen kdnnen Catechine, insbesondere EGCG, weitere Signalkaskaden der Zel-
le beeinflussen (Park et al. 2003).

Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass die lokale Applikation von EGCG das Risiko ei-
ner UVB-induzierten Entwicklung von Hautkrebs bei haarlosen SKH-1-Mausen signifi-
kant senken kann und zu vermehrter Apoptose in Hauttumoren fuhrt (Lu et al. 2002).

1.5.2 Wirkungsspektrum der Theaflavine

Theaflavin-3,3'-digallat (TF3) ist der Hauptvertreter der Theaflavine des schwarzen
Tees und zeigt, ebenso wie EGCG, ein breites Wirkspektrum. Allerdings wurde den
Theaflavinen bis dato weniger Aufmerksamkeit geschenkt als den Catechinen des gru-
nen Tees. In diesem Kapitel werden einige Studien der letzten Jahre kurz dargestellt.
Auch die Theaflavine haben antioxidative Eigenschaften. Die Fahigkeit der einzelnen
Theaflavine als Scavenger freier Radikaler, die Hemmung der Degradation von Desoxy-
ribose durch Eisen und Kupfer-vermittelte Oxidation von LDL zu vermindern, wurde un-
tersucht und miteinander verglichen. TF3 zeigte dabei die hochste antioxidative Wirk-
samkeit gefolgt von Theaflavin-2b, Theaflavin-2a und Theaflavin-1 (Miller et al. 1996). In
einem direkten Vergleich der antioxidativen Fahigkeit griinen und schwarzen Tees an-
hand eines LDL-Oxidationsmodells zeigte TF3 von allen Teepolyphenolen, EGCG ein-
geschlossen, die héchste antioxidative Fahigkeit (Leung et al. 2001).

Der Konsum schwarzen Tees hat positive Auswirkungen auf die Endothelfunktion in
vivo. Bei 50 Patienten mit koronarer Herzkrankheit wurde der Diameter der Arteria bra-
chialis jeweils vor und nach einmaligem oder regelmaligem Teekonsum mittels Ultra-
schall gemessen. Es zeigte sich hierbei eine deutliche Tee-vermittelte Verbesserung
der Endothelfunktion mit gesteigertem Blutfluss. Blutdruck, Serumglukosespiegel und
Serumlipidspiegel blieben jedoch unverandert (Vita 2003). Ebenfalls konnte gezeigt
werden, dass Polyphenole des schwarzen Tees die Aktivitdt der eNOS in bovinen En-
dothelzellen erhéhen. Diese Erhdhung beruht auf einer Aktivierung der p38- und Akt-
signalkaskaden uber einen Ostrogenrezeptor-abhangigen Signaltransduktionsweg (An-
ter et al. 2005).

TF3 hat ebenfalls antikanzerogene Effekte. So fiihrt es Uber die Hemmung von RAF-1

zu einer Verminderung von phosphoryliertem MEK1 und ERK1/2 in H-ras-
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transformierten epidermalen Zellen der Maus. Dies hatte eine Unterbrechung der Sig-
naltransduktion zwischen Zellplasma und Nukleus der entarteten Zellen zur Folge
(Chung et al. 2001).

Die antiproliferative Wirkung von TF3 auf humane epidermale A431-Karzinomzellen und
NIH3T3-Fibroblasten der Maus wurde in einer weiteren Studie auf eine Hemmung der
Autophosphorylierung der epidermal growth factor (EGF)-Rezeptoren, wodurch EGF
daran gehindert wird, an seinen Rezeptor zu binden, zuriickgefihrt. Im Vergleich von
TF3 und EGCG zeigte sich TF3 potenter in der Hemmung als EGCG (Liang et al.
1999).

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Zielsetzung der Arbeit war zunachst die Etablierung eines oxidativen Stressmodells in
Herzmuskelzellen. In diesem sollte anschlieRend untersucht werden, ob EGCG und
TF3 — Polyphenole aus dem grinen und schwarzen Tee — in der Lage sind, Kardiomyo-
zyten vor oxidativem Stress zu schitzen. Zudem galt es der Frage nachzugehen, wel-
che Mechanismen einer mdglichen Polyphenol-vermittelten Kardioprotektion zugrunde
liegen. Hierfur sollten mittels Western Blots und RT-PCR die Phosphorylierung antia-
poptotischer Signalkaskaden und die Expression antioxidativer Enzyme untersucht
werden. Zusatzlich sollten Inhibitoren, die verschiedene Verteidigunsmechanismen der
Zellen gegen oxidativen Stress hemmen, verwendet werden. Den Einfluss der Polyphe-
nole auf die intrazellulare ROS-Konzentration sollte mittels Durchflusszytometrie ermit-

telt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellpraparation und -kultur
2.1.1 Materialien

CMF-HBSS, Hanks balancierte Salz-
|6sung ohne Kalzium und Magnesium
L-15 (Leibovitz) Medium mit L-
Glutamin und L-Aminosauren
Medium M199 mit 1,25 g/l NaHCOg,
L-Glutamin und L-Aminosauren
NBCS, Serum neugeborener Kéalber,
30 min bei 56°C inaktiviert
Trypsin-EDTA in HBSS ohne
Ca2+/Mgz+

Trypsin-Inhibitor (Sojabohne, 2 mg/ml
in HBSS)

Worthington Kollagenase Typ 2 (215
uU/g), 70 mg in 50 ml L-15 Medium
Fibronektin (10 pg/ml, geldst in H,O
mit 0,2% Gelatine)

Trypanblau, 0,4% in PBS

Zellsieb, 70 um, Nylon
Zentrifugenroéhrchen, 50 ml
Zellkulturschale, 20 x 100 mm
Zellkulturflasche, 750 ml, 175 cm?
Zellkulturplatte, 6 Vertiefungen,
Flachboden, 9,6 cm? Wachstumsfla-
che

Wasserbad 1092

Zentrifuge 5810R

Laminarbox LaminAir HBB 2448

GibcoBRL Life Technologies

GibcoBRL Life Technologies

GibcoBRL Life Technologies

GibcoBRL Life Technologies

GibcoBRL Life Technologies

Cell Systems

Cell Systems

Promocell

ICN Biochemicals

Falcon

Falcon

Falcon

Falcon

Falcon

GFL
Eppendorf

Heraeus Instruments
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e Function line CO,-Inkubator Heraeus Instruments
e Mikroskop Axiovert 25 Zeiss
e PBS, Phosphat-gepufferte Salzl6-
sung: - 137 mmol/l NaCl
- 2,7 mmol/l KCI

- 4,3 mmol/l Na,HPO,4
- 1,4 mmol/l KH,PO,
- pH 7,3 (HCI)

2.1.2 Durchfuhrung

Samtliche Zellkulturen wurden aus Kardiomyozyten 2-3 Tage alter Wistarratten ange-
legt. Als Standardmedium diente Medium M199 mit einem Zusatz von 0,1 mg/ml Peni-
cillin-Streptomycin. Die Zellen wurden bei 37°C und 5% CO»-Begasung inkubiert. Um
einer Kontamination vorzubeugen, wurde an einer Werkbank mit laminarer Luftstro-
mung gearbeitet.

Die 2-3 Tage alten Wistarratten wurden durch zervikale Diskolation getttet, mit 70%
Ethanol desinfiziert und anschliel3end thorakotomiert. Nach Entnahme der Herzen wur-
den die grof3en GefalRe und Atrien entfernt. Die verbleibenden Ventrikel wurden in eis-
kaltem HBSS gewaschen und mit dem Skalpell in mdglichst kleine Stiicke geschnitten.
Die Herzstiicke wurden nun fur 24 Stunden in HBSS und 50 pg/ml Trypsin (fur eine An-
zahl von 10 Herzen pro Zellkulturschale wurden 9 ml HBSS und 1 ml Trypsin-EDTA
verwendet) bei 4°C inkubiert.

Anschlie3end wurde dem Trypsin NBCS in gleicher Menge hinzugefiigt, um die Reakti-
on zu stoppen.

Des Weiteren wurden 5 ml Kollagenase pro 10 ml HBSS/Trypsin-EDTA hinzugeftigt und
nun das gesamte Volumen in ein 50 ml-Zentrifugenréhrchen tberfihrt und fur 20 Minu-
ten im Wasserbad bei 37°C gelagert.

Durch wiederholtes Auf- und Niederpippetieren der Losung in einer 10 ml-Pipette wur-
den die Ventrikelstiickchen weiter zerkleinert. Die so entstandene Zellsuspension wurde
anschlieend durch ein 70 um-Zellsieb filtriert und fir sechs Minuten bei 700 U/min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und nochmals bei 800 U/min fir neun Mi-

nuten zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 20 ml Medium M199 mit 10% NBCS und Pe-
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nicillin-Streptomycin resuspendiert. Nach dem zweiten Zentrifugendurchgang wurde das
Zellpellet mit 20 ml Medium M199 mit 10% NBCS und Penicillin-Streptomycin ebenfalls
resuspendiert. Die nun entstandene Losung wurde auf 15 cm-Schalen verteilt und fur
zwei Stunden bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Uberstande in einer Zellkul-
turflasche vereint.

Nach Abnahme und Durchmischen des Uberstands wurden die Zellen in einer Neu-
bauerkammer gezahlt. Dafur wurde einem 10 pl Aliquot Zellsuspension Trypanblau im
Verhaltnis 1:1 zugesetzt, um lebende von toten Zellen, die den Farbstoff inkorporieren,
unterscheiden zu kénnen und die Zellen zu z&hlen. Daraufhin wurden die Zellen in Fib-
ronektin beschichteten Zellkulturschalen (sechs 35 mm-Vertiefungen, 9,6 cm? Wach-
stumsflache) mit einer Dichte von ~1000 Zellen/mm? (ca. 10%/Well) ausplattiert. Die Fib-
ronektinbeschichtung der Zellkulturschalen erhdht die Anzahl der anwachsenden Kar-
diomyozyten. Nach 24 Stunden Inkubation unter Standardbedingungen wurden die
Zellkulturen mit PBS gewaschen und auf Medium M199 mit einem NBCS-Anteil von 5%

umgestellt.

2.2 Oxidatives Stressmodell und LDH-Assay
2.2.1 Materialien
e CytoTox-One Homogeneous Mem- Promega
brane Integrity Assay Kit
e EGCG (50 pmol/l in Medium M199) Sigma-Aldrich
e TF3 (20 umol/l in Medium M199) freundlicherweise zur Verfugung gestellt
durch die Mitsui Norin Food Research
Laboratories, Japan
e Hy0; (100 pmol/l in H20) Sigma-Aldrich
e Zinn Protoporphyrin IX, SnPPIX (10 Frontier Scientific

pmol/1)
e o-Amanitin (5 pg/ml) Sigma-Aldrich
e Cycloheximid, CHX (1 pg/ml) Sigma-Aldrich
e Wortmannin (100 mmol/l) Calbiochem
e PD98059 (50 umol/l) Calbiochem
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e SB203580 (50 umol/l) Calbiochem
e Fluoreszenz-Reader Gemini EM Molecular Devices
e schwarze Platte mit 96 Wellvertiefun- Falcon

gen

2.2.2 Durchfuhrung

Laktatdehydrogenase (LDH) ist ein zytoplasmatisches Enzym des Glukosestoffwech-
sels, das auch in Kardiomyozyten vorkommt. Anhand der Freisetzung von LDH, die sich
mit einem katalytischen Assay bestimmen lasst, kann man das Ausmalfd von Gewebe-
schaden, die zum Beispiel durch oxidativen Stress entstehen, ermitteln. In dem H,O,-
vermittelten Stressmodell wurden die Kardiomyozyten in verschiedene Gruppen einge-
teilt: Kontrollgruppe, EGCG-Gruppe und TF3-Gruppe. In Vorversuchen wurden die op-
timalen Wirkungsdosen der Polyphenole ermittelt. Fir EGCG war dies 50 pmol/l und far
TF3 20 pmol/l.

Die Kontrollgruppe erhielt ausschlie3lich Medium M199. Die EGCG-Gruppe wurde mit
zusatzlich 50 pumol/l EGCG und die TF3-Gruppe mit 20 umol/l TF3, behandelt. Die Zel-
len wurden nun fur eine, vier, acht und 24 Stunden bei 37°C inkubiert.

Im Anschluss wurde eine Halfte der drei Gruppen mit 100 pumol/l H,O, fir 30 Minuten
inkubiert, um oxidativen Stress zu erzeugen. Die ubrigen Zellen dienten als Kontrolle
und erhielten lediglich Medium M199. Danach verblieben alle Zellen fur 24 Stunden bei
37°C im Inkubator (Abbildung 3)

50 uM EGCG,
20 uM TF3 oder
Lésungsmittel

ﬂ 1,4,8,0der24 h ﬂSOmin@ 24 h @
| |

100 uM  Wasch- LDH-
H,O, schritt Assay

Abbildung 3: Oxidatives Stressmodell mit EGCG, TF3 und H,0;
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Um die Bedeutung einer Aktivierung antiapoptotischer Signalkaskaden und einer Induk-
tion antioxdiativer Enzyme zu untersuchen, wurde in Versuchsablaufen mit Inhibitoren
der Hamoxigenase-1 (10 umol/l SnPPIX), der RNA Polymerase Il (5 pg/ml a-Amanitin),
der ribosomalen Proteinsynthese (1 pg/ml CHX), der PI3K (100 nmol/l Wortmannin), der
MEK 1 (50 umol/l PD98059) und p38 MAPK (50 pumol/l SB203580) gearbeitet.

Die einzelnen Inhibitoren wurden als Vorbehandlung fir 30 Minuten zu den Kardiomyo-
zyten gegeben und in der Folge zusammen mit EGCG, TF3 und Medium M199 den Zel-
len nach jedem Waschschritt nochmals hinzugesetzt.

24 Stunden nach Entfernung des H,0, wurden 100 pl Uberstand des Zellmediums ent-
nommen, in eine schwarze 96-Well-Platte pipettiert und 100 pl Substrat Mix aus dem
CytoTox-ONE Homogenous Membrane Integrity Kit zugesetzt. Nach 10 Minuten wurde
die Reaktion mit 50 pl Stoplésung pro Well unterbrochen. Die LDH-Freisetzung wurde
mit Hilfe des CytoTox-ONE Homogenous Membrane Integrity Assay im Reader gemes-
sen. Die Laktatdehydrogenase wandelt Laktat in Pyruvat um. Bei dieser Reaktion fallt
NADH als Nebenprodukt an. Diese Tatsache macht man sich zunutze, indem man Re-
sazurin und Diaphorase hinzugibt. NADH gibt H" an Resazurin ab, das daraufhin zu
Resorufin wird, dessen Fluoreszenz gemessen werden kann. Die Menge an fluoreszie-

rendem Resorufin ist proportional der Menge an freigesetztem LDH.

2.3 Zelllyse
2.3.1 Materialien
e Lysepuffer 2a (in 50 ml): - 1 ml 100 mmol/l NaCl

- 1ml 20 mmol/l Hepes
- 5ml 1% Triton X 100
- 53 mg 4 mmol/l Natriumpyrophosphat
- 1 ml 10 mmol/l EDTA
- 10 pl 1 mmol/l NazgVO,4
- 10 pl 10 mmol/l NaF
- 20 pl 50x Complete (Roche)
- 1 pl 100 nmol/l Ocadaic Acid
- 10 pl 1 mmol/l Pefablock
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e M 199 Medium mit 1,25 g/l NaHCO3, GibcoBRL Life Technologies
L-Glutamin und L-Aminosauren mit
5% NBCS-Anteil

e Trypsin EDTA GibcoBRL Life Technologies
e Zentrifugenréhrchen, 15 ml Falcon
e PBS, Phosphat-gepufferte Salzlosung - 137 mmol/l NaCl

- 2,7 mmol/l KCI

- 4,3 mmol/l Na2HPO4
- 1,4 mmol/l KH2PO4
- pH 7,3 (HCI)

2.3.2 Durchfuhrung

Nachdem die LDH-Messungen abgeschlossen waren, wurden die Zellkulturen mit PBS
gewaschen.

Im Anschluss wurden pro Vertiefung einer 6-Well-Platte 250 ul Trypsin hinzugefiigt,
damit sich moglichst alle Zellen vollstandig von der Zellkulturschale ablésen, und die
Schalen bei 37°C fur funf Minuten inkubiert. Im Anschluss wurden 3 ml Medium M199
mit 5% NBCS-Anteil pro Schale zugesetzt. Die FlUssigkeit mit den abgeldsten Zellen
wurde vorsichtig in ein 15 ml-Zentrifugenréhrchen tberfiuhrt und anschlieRend bei 1000
U/min funf Minuten lang zentrifugiert.

Der Uberstand wurde abgesaugt und in 40 pl Lysepuffer 2a resuspendiert. Die Proben
wurden nun bei -80°C eingefroren, um sie fur die Proteinbestimmung weiterverwenden

zu koénnen.

2.4 Bestimmung der Proteinkonzentration
2.4.1 Materialien

e Coomassie Plus Protein Assay Pierce

e PS Microplatte 96 Well Greiner Labortechnik

e Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma

e Photometer anthos htlll anthos labtech instruments
e WinRead 2.0 anthos labtech instruments
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2.4.2 Durchfuhrung

Die Proteinkonzentrationen der Proben (Kontrollgruppe, EGCG-Gruppe, TF3-Gruppe)
wurden nach der Methode von Bradford bestimmt. Nach Zentrifugation wurden die
Uberstande vorsichtig, ohne das Zellpellet zu beschadigen, abpipettiert. 2 pl Uberstand
wurden in 18 pl Aqua bidest. Uberfuhrt und vermischt.

Von der neu entstandenen Losung wurden 10 pl in Doppelwerten abgenommen und
jeweils mit 200 ul Coomassie-Reagenz auf eine 96-Well Platte Gbertragen. Nach 30
Minuten Inkubationszeit wurden die Proben im Photoextinktiometer bei einer Wellenlan-
ge von 595 nm gemessen.

Protein und Coomassie-Reagenz bilden Komplexe, die konzentrationsabhéngig zu ei-
nem Farbumschlag von dunkelgriin zu blau fihren.

Eine Eichkurve wurde durch Messen von Proteinstandards aus bovinem Serumalbumin
in einer Konzentration von 0,1-0,8 pg/ul ermittelt. Reines Coomassie diente als Blank-
wert. Mit Hilfe der Software WinRead 2.0 wurden die Proben gemessen und die Werte

ermittelt.

2.5 Western Blots

2.5.1 Materialien

e Acrylamid (aus Acrylamid und Carl Roth GmbH &Co
Bisacrylamid), Rotiphorese Gel
29:1 (40%)

e  Tris(hydroxylmethyl)- Serva Feinbiochemica
aminomethan

e TEMED, N,N,N',N'- Sigma
Tetramethylethylendiamin

e APS, Ammoniumperoxydisulfat Sigma

e Proteinmarker, 6,5-175 kDa New England Biolabs

e Tischmixer Vortex-Genie 2 Scientific Industries

e Tischzentrifuge 5415C Eppendorf

e Elektrophoresekammern Sigma-Aldrich Techware
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Elektrophorese Stromversor-
gungsgerat EPS 600

Roti-Block

Blotkammer: Semi-Dry Transfer
Cell Trans-Blot SD
Thermomixer 5437

Wippe Biometra WT12
Enhanced Chemiluminescence
Losung

Film X-Omat Blue XB-1, 18 x 24
cm

Entwicklermaschine Hyperpro-
cessor

Scanner ScanMaker 4

TBS, Tris-gepufferte Salzlésung:

5x SDS-Probenpuffer:

SDS-Laufpuffer:

Transferpuffer:

Pharmacia Biotech

Carl Roth GmbH&Co.
Bio-Rad

Eppendorf

Biometra

Amersham

Kodak

Amersham

Mikrotek

50 mmol/l Tris(hydroxylmethyl)-
aminomethan

150 mmol/l NaCl

pH 7,4 HCI

60 mmol/l Tris pH 6,8

25% Glycerol (Sigma)

5% [-Mercaptoethanol (Serva)
2% SDS

0,1% Bromphenolblau (Serva)
655 pl 1 mol/l Tris-Cl

1,13 ml 87% Glycerol

2,3 ml 10% SDS

500 pul B-Mercaptoethanol
20% Methanol

2 mmol/l Tris

15 mmol/l Glycin
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e Waschpuffer: - 0,02% Tween 20 (Aldrich) in TBS
e Blockpuffer: - 5% Skim Milk (Difco)

- 0,01% Gelatine (Merck)

- 1% BSA (Sigma)

- 0,02% Tween 20 (Aldrich)

e Zweitantikorper: - anti-Maus und anti-Kaninchen  Santa Cruz

2.5.2 Durchfuhrung

Proteine lassen sich durch Western Blot-Analysen semiquantitativ nachweisen, indem
sie auf eine Tradgermembran Ubertragen und mit spezifischen Antikorpern in Kontakt
gebracht werden. Zu Beginn werden die Proteine durch Aufkochen denaturiert. Durch
Zugabe von negativ geladenem Natriumdodezylsulfat (SDS), das sich proportional zum
Molekulargewicht der Proteine an diese bindet, wird die Aul3enladung der Proteine
ebenfalls negativ. Die Proteine kdbnnen nun anhand ihrer Gr6é3e in einer Gelelektropho-
rese nach Laemmli durch Anlage eines elektrischen Feldes aufgetrennt werden. Im An-
schluss erfolgen die Ubertragung der Proteine auf eine Polyvinylidenfluorid-Membran
(PVDF) und der Nachweis mit spezifischen Antikorpern.

Die verwendete Acrylamidkonzentration wurde den Grof3en der nachzuweisenden Pro-
teine angepasst, da sie den Vernetzungsgrad der Gele und damit auch die Laufeigen-

schaft der Proteine beeinflusst. Die Zusammensetzung der Gele zeigt Tabelle 1.

Tabelle 1: Zusammensetzung der Polyacrylamidgele

10% Trenngel Sammelgel

40% Acrylamid 1,6 ml 625 pl
1,5 mol/l Tris pH 8,8 1,95 mi -

1 mol/l Tris pH 6,8 - 625 pl
H20 4,1 ml 3,65 ml
10% SDS 78,1 pl 50 pl
10% APS 62,5 pl 50 pl
TEMED 6,25 pl 5 pl

Die zu blottende Proteinmenge wurde in RIPA ad 20 pul geldst. Im Anschluss wurden 5

ul 5x SDS-Probenpuffer hinzugegeben. Die Proben wurden im Thermocycler bei 95°C
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funf Minuten erhitzt und kurz zentrifugiert. Nach Abkuhlen wurden sie in die Geltaschen
pipettiert und pro Gel eine Spannung von 20 mA angelegt, um die Proben aufzutrennen.
Im Anschluss wurden die Gele in Blotpuffer inkubiert und schlie3lich die aufgetrennten
Gele auf eine Membran Ubertragen. Hierzu wurden eine PVDF-Membran und sechs
Whatman-Papiere, die in ihrer GroRe dem Gelformat angepasst wurden, verwendet. Die
PVDF-Membran wurde eine Minute in Methanol, zwei Minuten in Aqua bidest. und funf
Minuten lang in Blotpuffer geschwenkt, um sie zu aktivieren. Die Whatman-Papiere
wurden ebenfalls mit Blotpuffer benetzt. Die PVDF-Membran und das Gel mit den auf-
getrennten Proteinen wurden auf jeder Seite zwischen jeweils drei Whatman-Papieren
in die Blotkammer gelegt. Die auf dem Boden der Blotkammer liegenden Whatman-
Papiere dienten als Anode, die oben liegenden Whatman-Papiere als Kathode. Dazwi-
schen wurde ein elektrisches Feld mit einem konstanten Strom von 350 mA fir ander-
thalb Stunden angelegt. Im Anschluss wurde die PVDF-Membran bei 20°C fir zwei
Stunden in 10 ml Western Block-Puffer inkubiert. Der Block-Puffer enthéalt eine hohe
Konzentration unspezifischer Proteine, die an freie Bindungsstellen auf der PVDF-
Membran binden und somit eine unspezifische Bindung der Antikorper verhindern. Im
nachsten Schritt wurde die Membran mit den 1:500 in Blockpuffer gelosten Erstantikor-
pern (Tabelle 2) fiir 24 Stunden bei 4°C unter Schwenken inkubiert.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Membran durch viermaligen Pufferwechsel
in jeweils 10 ml Western Blot-Waschpuffer 40 Minuten lang gewaschen und anschlie-
Rend eine Stunde lang auf einem Tischschuttler bei Raumtemperatur mit dem Zweitan-
tikérper inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt mit viermaligem Pufferwechsel
und einer Dauer von uber einer Stunde wurden die Membranen fir funf Minuten in En-
hanced Chemiluminescence Losung (ECL) gelegt. Dabei wird das enthaltene Luminol
durch die am Zweitantikbrper gebundene Meerrettich-Peroxidase oxidiert. Das Luminol
wurde durch die Oxidation energetisch angeregt und fallt danach wieder in den Grund-
zustand zurick. Dies fuhrt zu einer Lichtemission, die sich durch Auflage eines Films
festhalten und abbilden lasst. AbschlieRend wurden die Membranen in einem zweiten

Durchgang mit einem a-Actin-Antikdrper inkubiert.
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Tabelle 2: Verwendete Erstantikorper

Antikorper Eigenschaften Proteingrol3e Hersteller
phospho-ERK 1/2 - Thr202/Tyr204 42/44 kDa Cell Signaling
- monoklonal
- Maus
phospho-Akt - Ser473 60 kDa Cell Signaling
- monoklonal
- Kaninchen
phospho-p38 MAPK - Thr180/Tyr182 43 kDa Cell Signaling
- monoklonal
- Kaninchen
2.6 RNA-Praparation und RT-PCR-Analyse
2.6.1 Materialien
e Trizol Invitrogen
e DNAse Ambion
e Moloney Murine Leukamie Reverse Sigma-Aldrich

Transkriptase

Sybr Green PCR Reagents:

Oligonukleotide
5700 Sequence Detection System

AmpliTaqg Gold DNA Polymerase 5
U/l

AmpErase UNG

dNTP (je 2,5 mmol/l) Mix with dUTP (5
mmol/l) 10 x Sybr Green PCR Buffer
25 mmol/l MgCL,

TIBMolbiol

Applied Biosystems
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Tabelle 3: Sequenzen der verwendeten PCR-Primer (TIBMolbiol).

Primer Forward-Sequenz Reverse-Sequenz

GPx3 5'-TAC AAG AAG AAC TTG GGC 5'-TCT CGC CTG GCT CCT GTT
CAT TTG-3' T-3'

HO-1 5'-CAA ACA GCT CTA TCG TGC 5’'-GTC TTA GCC TCT TCT GTC
TCG A-3' ACC CTG-3'

SOD1 5'-GGG AAC CAT CCA CTT CGA 5'-TGG CCT TCA GTT AAT CCT
GC-3" GTA ATT TG-3'

HPRT 5'-TGA AGG AGA TGG GAG GCC 5'-AAT CCA GCA GGT CAG CAA
A-3" AGA A-3'

2.6.2 Durchfuhrung

Um den Einfluss der Polyphenolbehandlung auf die Expression der antioxidativen En-
zyme in den Kardiomyozyten bestimmen zu kénnen, wurde die RNA der Zellen préapa-
riert und eine RT-PCR-Analyse durchgefihrt.

Die Kardiomyozyten wurden mit 50 umol/l EGCG oder 20 pmol/l TF3 fir eine Stunde
vorbehandelt. Anschliel3end erfolgte eine vierstiindige Inkubation in Medium M199 bei
37°C. Zusatzlich wurde ein Teil der Kardiomyozyten mit 5 pmol/l a-Amanitin, einem In-
hibitor der RNA-Polymerase I, 30 Minuten vor Polyphenolbehandlung behandelt. Bei
jedem Mediumwechsel erhielten die Zellen fur die Dauer des Experiments frisches a-
Amanitin.

Die RNA wurde mit Trizol entsprechend der Empfehlungen des Herstellers extrahiert.
500 ng RNA wurden mit DNAse verdaut und anschlie3end mit Hilfe der Moloney Leu-
kamie Reverse Transkriptase in cDNA transkribiert. Der cDNA wurden 25 pl SYBR
Green Universal PCR Master Mix, der die Primer enthielt, zugesetzt. Anschliel3end
wurde sie im 5700 Sequence Detection System amplifiziert. Die SYBR Green Methode
wurde in der Real-Time PCR angewandt, um die cDNA quantitativ zu amplifizieren.

Als erster Schritt wurde ein Zyklus bei 50°C fur 2 Minuten durchlaufen, in dem die Am-
pErase die Kontamination der DNA durch Produkte vorheriger PCR-Durchlaufe verhin-
derte (sog. Carryover-Kontamination), und die Uracil-N-Glycosylase aktiviert wurde.

Es schloss sich eine Erhitzung auf 95°C fir 10 Minuten an, wodurch die AmpErase in-

aktiviert und die Ausgangs-DNA denaturiert wurde.
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Danach wurde die Temperatur auf 60°C gesenkt und es fanden die Annealing-Reaktion
sowie die ,Extension® innerhalb einer Minute statt. Insgesamt wurden 40 Zyklen durch-
laufen.

Der Threshold Cycle (Ct) ist definiert als derjenige Zyklus, bei dem die Anzahl benétig-
ter Zyklen erreicht ist, um ein Fluoreszenzsignal zu emittieren, welches die Detektions-
schwelle Ubersteigt.

Die mRNA-Expression wurde durch das Hypoxanthinphoryribosyltransferase(HPRT)-
Gen, das als sogenanntes Housekeeping-Gen festgelegt worden war, standardisiert.
Die Expression des Zielgens in Relation zum Housekeeping-Gen, wurde anhand der

Differenz zwischen den Schwellenwerten der beiden Gene (2724

) berechnet.
Es wurde die Expression von Katalase, Hamoxygenase-1, Superoxiddismutase-1 und

Glutathionperoxidase-1 bestimmt.

2.7 Bestimmung der intrazellularen ROS mittels Durchflusszytometrie
2.7.1 Materialien
e PBS, Phosphat-gepufferte Salzlésung S.o.

e H,DCFDA Invitrogen

e EGCG Sigma-Aldrich

e TF3 Mitsui Food Research Lab.
e H,0, Sigma-Aldrich

e transparente 24-Well-Platte Falcon

e Trypsin EDTA GibcoBRL Life Technologies
e CyAn ADP FACS DakoCytomation

2.7.2 Durchfuhrung

Die Zellen wurden mit 25 umol/l 2',7'-Dihydrodichlorofluoresceindiacetat (H,DCFDA)
behandelt. Intrazellulare Esterasen der Kardiomyozyten spalten das H,DCFHDA zu
2',7'-Dichlorofluorescein (H,DCF), welches durch intrazellulare ROS zu Dichlorfluores-
cein (DCF) oxidiert wird. Die oxidierte Form des Molekils lasst sich mit Fluoreszenz-

messungen quantitativ nachweisen.
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Nach Absaugen des Zellmediums (Medium M199 mit 5% NBCS-Zusatz), erfolgten ein
Waschschritt mit PBS und eine Beladung der Zellen mit 25 pmol/l H,DCFHDA fir 30
Minuten bei 37°C. Daran schloss sich eine Behandlung mit 50 pmol/l EGCG, 20 pumol/l
TF3 oder Kontrollmedium fir 60 Minuten bei 37°C an. Um die Teepolyphenole zu ent-
fernen, erfolgten ein weiterer Waschschritt mit PBS und eine Stressbehandlung mit 100
umo/l H,O- (geldst in PBS) fiir weitere 30 Minuten bei 37°C.

Die Kardiomyozyten wurden anschlie3end mit Trypsin von der Zellkulturschale gelost

und die Fluoreszenz wurde mittels Durchflusszytometrie bestimmt.

2.8 Statistische Auswertung

Die ermittelten Daten wurden sind als Mittelwerte + Standardfehler (SEM) angegeben
Die Signifikanz wurde als t-Test im Vergleich Behandlung versus Kontrolle (SPSS 11.0,
Chicago, Il, USA) berechnet. Eine Fehlerwahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurde als sig-

nifikant erachtet.
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3 Ergebnisse

3.1 EGCG und TF3 schutzen vor oxidativem Stress

Um einen mdoglichen zytoprotektiven Effekt der Teepolyphenole nachzuweisen,
etablierten wir ein oxidatives Stressmodell: nach Vorbehandlung mit Teepolyphenolen
oder LoOsungsmittel fur eine, vier, acht oder 24 Stunden wurden neonatale
Rattenkardiomyozyten mit 100 pumol/l H,O, inkubiert. Nach 30 Minuten wurden die
Zellen gewaschen, erhielten frisches Medium M199 und wurden fur weitere 24 Stunden
bei 37°C inkubiert. Im Anschluss wurde das Ausmald der Zellschadigung durch
Messung der ins Medium freigesetzten Laktatdehydrogenase (LDH) bestimmt. Als

Kontrolle dienten Zellkulturen, die nach gleicher Vorbehandlung nicht oxidativ gestresst

wurden.
25
mmm | Gsungsmittel 1 h Vorinkubation
3 EGCG
20 | mmm TF3
=
11|
(7))
+
o 15 -
C
-]
N
o)
Rz
© 10 -
L
I
0
—
5 .
*
O _

Kontrolle 100 pM H,0,

Abbildung 4: LDH-Freisetzung 24 Stunden nach einstindiger Vorinkubation mit 50
pmol/l EGCG oder 20 pumol/l TF3 und anschlieRender Behandlung mit 100 pmol/l H,O,
(n =3, *p <0,05 vs. Losungsmittel + H,05).
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Inkubation mit H,O, fuhrte bei den Zellen, die lediglich mit dem L&sungsmittel
vorbehandelt wurden, zu einer deutlichen Zunahme der LDH-Freisetzung im Vergleich
zu ungestressten Zellen um den Faktor 20. Kardiomyozyten, die eine Stunde vor
Induktion oxidativen Stresses durch H,O, mit EGCG oder TF3 behandelt wurden,
zeigten eine LDH-Freisetzung auf dem Niveau der ungestressten Kontrollen (Abbildung
4).

Mit Zunahme der Dauer der Vorbehandlung zeigte sich ein Verlust der Teepolyphenol-
vermittelten Zytoprotektion. Eine vierstindige Vorinkubation der Zellen mit EGCG
resultierte in einer ca. 80%igen Reduktion der LDH-Freisetzung im Vergleich zu mit
Losungsmittel behandelten Zellen. Vorbehandlung mit TF3 fir vier Stunden fihrte zu
einer nicht mehr signifikanten, ca. 40%igen Abnahme der LDH-Freisetzung im Vergleich

zu den gestressten Kontrollzellen (Abbildung 5).
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Abbildung 5: LDH-Freisetzung 24 Stunden nach vierstindiger Vorinkubation mit 50
pmol/l EGCG oder 20 pmol/l TF3 und anschlieRender Behandlung mit 100 pmol/l H,O,
(n=3, *p <0,05 vs. Losungsmittel + H,O5).
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Die kardioprotektive Wirkung war nach Verlangerung der Inkubationszeit auf acht
Stunden weiter reduziert. Hier wurde nach der TF3-Behandlung das Niveau der
gestressten Losungmittelgruppe erreicht. Vorbehandlung mit EGCG fuhrte lediglich zu
einer nicht mehr signifikanten Abnahme der LDH-Freisetzung um ca. 45% (Abbildung
6).
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Abbildung 6: LDH-Freisetzung 24 Stunden nach achtstindiger Vorinkubation mit 50
pmol/l EGCG oder 20 pumol/l TF3 und anschlieender Behandlung mit 100 umol/l H,0O,
(n =3, *p <0,05 vs. Losungsmittel + H,0,).

Nach 24 Stunden Vorinkubation hatte sich die LDH-Freisetzung in beiden
Polyphenolgruppen der Losungsmittelgruppe angeglichen (Abbildung 7).
Unsere Ergebnisse zeigen, dass EGCG und TF3 eine schnell einsetzende und kurz

wirksame Kardioprotektion gegen oxidativen Stress vermitteln.
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Abbildung 7: LDH-Freisetzung 24 Stunden nach 24-stindiger Vorinkubation mit 50
pmol/l EGCG oder 20 pmol/l TF3 und anschlieRender Behandlung mit 100 pmol/l H,O,
(n =3, *p <0,05 vs. Losungsmittel + H,05).

3.2 Antioxidative Enzyme spielen keine Rolle in der Teepolyphenol-vermittelten
Kardioprotektion

3.2.1 Expression antioxidativer Enzyme

Um zu klaren, inwieweit eine Induktion antioxidativer Enzyme durch Polyphenole eine
Rolle in deren kardioprotektiver Wirkung spielt, wurde die mRNA-Expression der Enzy-
me Superoxiddismutase-1 (SOD1), Glutathionperoxidase-3 (GPx3), Katalase und Ha-
moxigenase-1 (HO-1) in Kardiomyozyten nach einer einstiindigen Behandlung mit 50
pmol/l EGCG bzw. 20 pmol/l TF3 und anschliel3ender vierstindiger Inkubation bei 37°C
in Medium M199 ohne Polyphenolzugabe gemessen.

Wahrend die mRNA-Expression von SOD1, GPx3 und Katalase durch Polyphenolbe-
handlung nicht beeinflusst wurde (Abbildung 8), wurde eine deutliche Zunahme der

MRNA-Expression von HO-1 um den Faktor 3,9 (Abbildung 9) nach einstiindiger Be-
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handlung mit 50 pmol/l EGCG beobachtet. Interessanterweise zeigte die Inkubation mit
TF3 keinen vergleichbaren Effekt auf die mRNA-Expression von HO-1. Die EGCG-
vermittelte Induktion von HO-1 konnte durch Vorbehandlung mit a-Amanitin — einem
Inhibitor der RNA Polymerase Il — vollstandig verhindert werden (Abbildung 9). Dies
spricht fur eine EGCG-abhangige de novo-Synthese der HO-1-mRNA.
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Abbildung 8: mRNA-Expression von Gluthathionperoxidase-3, Superoxiddismutase-1
und Katalase vier Stunden nach einstiindiger Behandlung mit 50 pmol/l EGCG und 20
pmol/l TF3 (n = 3).
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Abbildung 9: mRNA-Expression von Hamoxygenase-1 (HO-1) nach einer einstiindigen
Behandlung mit 50 pmol/l EGCG oder 20 umol/l TF3 und weiterer Inkubation flr vier
Stunden (n = 3, * p < 0,05 vs. Kontrolle). Inhibiton der RNA-Polymerase Il durch zusatz-

liche 30-minutige Vorbehandlung mit 5 pg/ml a-Amanitin.

3.2.2 Inhibition der RNA- und Proteinsynthese sowie von HO-1 hat keinen Einfluss auf
die Teepolyphenol-vermittelte Kardioprotektion

3.2.2.1 Inhibition der Hamoxigenase-1

Um zu Uberpriufen, inwieweit eine EGCG-vermittelte Induktion der HO-1 eine Rolle in
der beobachteten Protektion spielt, wurden Kardiomyozyten fir 30 Minuten mit 10
pmol/l des HO-1 Inhibitors SnPPIX bei 37°C inkubiert. Es erfolgte eine Behandlung mit
50 pumol/l EGCG und zusétzlicher Gabe von 10 pmol/l SnPPIX fiur eine Stunde. Danach

wurden die Zellen auf serumfreies Medium umgestellt und die LDH-Freisetzung nach 24
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Stunden Inkubation bei 37°C gemessen. Trotz Inhibition der HO-1 zeigte sich kein Ver-
lust der EGCG-abhéangigen Zytoprotektion (Abbildung 10).
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Abbildung 10: LDH-Freisetzung 24 Stunden nach einstiindiger Vorinkubation mit 50
pmol/l EGCG und anschliel3ender Behandlung mit 100 pumol/l H,O, (n =3, * p < 0,05 vs.
Loésungsmittel + H,O,). Da TF3 keinen Einfluss auf die HO-1 mRNA-Expression zeigte,
wurde hier ausschlieBlich EGCG verwendet. 30 Minuten vor Versuchsbeginn wurden
die Zellen mit 10 umol/l SnPPIX behandelt. Nach jedem Waschschritt wurde dem

Medium frisches SnPPIX zugesetzt.

3.2.2.2 Inhibition der RNA-Synthese

Um zu uberprifen, ob andere zelluldre antioxidative Schutzmechanismen jenseits der
untersuchten antioxidativen Enzyme am Polyphenol-vermittelten Schutz vor oxidativem
Stress beteiligt sind, wurde die RNA-Synthese in Kardiomyozyten durch Vorbehandlung
mit 5 pg/ml a-Amanitin, einem Inhibitor der RNA-Polymerase I, inhibiert. Dazu wurden

Kardiomyozyten 30 Minuten lang mit a-Amanitin vorbehandelt und anschlie3end mit 50
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pmol/l EGCG und 20 pmol/l TF3 fir 60 Minuten bei 37°C inkubiert. Im Anschluss an die
Stressbehandlung mit 100 umol/l H,O, fir 30 Minuten wurde nach weiteren 24 Stunden
Inkubation die LDH-Freisetzung bestimmt. Behandlung mit a-Amanitin fuhrte nicht zu

einer signifikanten Abnahme der Polyphenol-vermittelten Protektion (Abbildung 11).
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Abbildung 11: LDH-Freisetzung 24 Stunden nach einstiindiger Vorinkubation mit 50
pmol/l EGCG oder 20 pumol/l TF3 und anschlieRender Behandlung mit 100 pmol/l H,O,
(n =3, *p <0,05 vs. Loésungsmittel + H,O,). 30 Minuten vor Versuchsbeginn wurden die
Zellen mit 5 pg/ml a-Amanitin behandelt. Nach jedem Waschschritt wurde dem Medium

frisches a-Amanitin zugesetzt.

3.2.2.3 Inhibition der Proteinsynthese
Analog zur Inhibition der RNA-Synthese behandelten wir in einer weiteren Versuchsrei-
he Kardiomyozyten zur Hemmung der Proteinsynthese mit Cycloheximid. Die Kardio-

myozyten wurden mit 1 pg/ml Cycloheximid 30 Minuten vorbehandelt. Es erfolgte eine
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einstindige Behandlung mit 50 umol/l EGCG oder 20 pumol/l TF3 und nochmals zusatz-
lich eine Gabe von 1 pg/ml Cycloheximid. Nach 24-stindiger Inkubation bei 37°C wurde
die LDH-Menge im Medium bestimmt. Auch mit CHX behandelte Zellen wurden durch
Behandlung mit Teepolyphenolen effektiv vor oxidativem Stress geschitzt (Abbildung
12).
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Abbildung 12: LDH-Freisetzung 24 Stunden nach einstiindiger Vorinkubation mit 50
pmol/l EGCG oder 20 pumol/l TF3 und anschliel3ender Behandlung mit 100 umol/l H,0,
(n =3, *p <0,05 vs. Loésungsmittel + H,O,). 30 Minuten vor Versuchsbeginn wurden die
Zellen mit 1 pg/ml CHX behandelt. Nach jedem Waschschritt wurde dem Medium

frisches CHX in gleicher Dosis zugesetzt.

3.2.2.4 Loésungsmittelkontrolle
Zum Ausschluss eines Effekts des Losungsmittels der Inhibitoren, DMSO, wurden in

einer parallelen Versuchsreihe Zellen ausschlie3lich mit DMSO und Teepolyphenolen
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behandelt. Hierbei zeigte sich kein Einfluss des Losungsmittels auf die Versuchsergeb-
nisse (Abbildung 13).
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Abbildung 13: LDH-Freisetzung 24 Stunden nach einstindiger Vorinkubation mit 50
pmol/l EGCG oder 20 pumol/l TF3 und anschlieRender Behandlung mit 100 pumol/l H,0,
(n =3, *p < 0,05 vs. Losungsmittel + H,O,). 30 Minuten vor Versuchsbeginn wurden die
Zellen mit DMSO behandelt. Nach jedem Waschschritt wurde dem Medium frisches
DMSO zugesetzt.

3.3 Aktivierung antiapoptotischer Signalkaskaden durch EGCG und TF3

Eine weitere Moglichkeit, Zellen vor den Auswirkungen oxidativen Stresses zu bewah-
ren, ist die Aktivierung antiapoptotischer Signalkaskaden.

Western Blots mit phospho-spezifischen Antikérpern zeigten eine Phosphorylierung,
d.h. Aktivierung, von Akt, ERK 1/2 und p38 MAPK nach einstindiger Behandlung mit
EGCG und TF3 (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Nach einsttindiger Inkubation mit 50 umol/l EGCG oder 20 umol/l TF3
resultiert eine Phosphorylierung von Akt, ERK 1/2 und p38 MAPK. a-Actin diente als

Ladekontrolle.

Um zu untersuchen, ob diese Signalkaskaden eine Rolle in der Teepolyphenol-
vermittelten Kardioprotektion spielen, wurden Kardiomyozyten mit Inhibitoren der Sig-
nalkaskaden PI3K/Akt (100 mmol/l Wortmannin), MEK1/ERK1/2 (50 umol/l PD98059)
und p38 MAPK (50 pmol/l SB203580) vorbehandelt. Die Kardiomyozyten wurden 30
Minuten lang mit einem der Inhibitoren vorinkubiert und anschlieend mit 50 pmol/l
EGCG oder 20 umol/l TF3 fur eine Stunde behandelt. Keine der untersuchten Inhibito-
ren fuhrte zu einem signifikanten Verlust der Polyphenol-vermittelten Protektion (Abbil-
dungen 15-17).
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Abbildung 15: LDH-Freisetzung 24 Stunden nach einstiindiger Vorinkubation mit 50
pmol/l EGCG oder 20 pumol/l TF3 und anschlieRender Behandlung mit 100 pmol/l H,O,
(n =3, * p <0,05 vs. Losungsmittel + H,O,). 30 Minuten vor Versuchsbeginn wurden die
Zellen mit 100 mmol/l Wortmannin behandelt. Nach jedem Waschschritt wurde dem

Medium frisches Wortmannin zugesetzt.
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Abbildung 16: LDH-Freisetzung 24 Stunden nach einstiindiger Vorinkubation mit 50
pmol/l EGCG oder 20 pumol/l TF3 und anschlieRender Behandlung mit 100 pmol/l H,O,
(n =3, * p <0,05 vs. Losungsmittel + H,O,). 30 Minuten vor Versuchsbeginn wurden die
Zellen mit 50 umol/l PD98059 behandelt. Nach jedem Waschschritt wurde dem Medium
frisches PD98059 zugesetzt.
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Abbildung 17: LDH-Freisetzung 24 Stunden nach einstindiger Vorinkubation mit 50
pmol/l EGCG oder 20 pumol/l TF3 und anschlieRender Behandlung mit 100 pmol/l H,O,
(n =3, * p <0,05 vs. Losungsmittel + H,O,). 30 Minuten vor Versuchsbeginn wurden die
Zellen mit 50 pumol/l SB203580 behandelt. Nach jedem Waschschritt wurde dem
Medium frisches SB203580 zugesetzt.

3.4 Reduktion der intrazellularen ROS-Konzentration durch EGCG und TF3

Um eine direkte Elimination der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) durch die Scaven-
gerfahigkeit der beiden Teepolyphenole zu untersuchen, wurden die Kardiomyozyten
mit 2',7'-Dihydrodichlorofluoresceindiacetat (H,DCFDA) behandelt.

Intrazellulare Esterasen spalten H,DCFDA zu 2',7'-Dichlorofluorescin (H,DCF). H,DCF
wird durch intrazellulare ROS zu Dichlorfluorescein (DCF) oxidiert, welches sich anhand
von Fluoreszenzmessungen nachweisen lasst.

Kardiomyozyten wurden mit Teepolyphenolen eine Stunde lang vorbehandelt und mit
100 pmol/l H,O, gestresst. Anschliel3end wurde die Fluoreszenz im Durchflusszytome-

ter gemessen.
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3 Ergebnisse

Dabei zeigte sich als Ausdruck einer signifikant niedrigeren Konzentration intrazellularer

ROS eine geringere Lichtemission nach Vorbehandlung mit 50 umol/l EGCG oder 20
pmol/l TF3 (Abbildung 18).

EE | Osungsmittel
1 EGCG
e TF3

Fluoreszenz + SEM

Kontrolle 100 uM H,0,

Abbildung 18: Fluoreszenzmessungen im Durchflusszytometer zum Nachweis intrazel-
lularer ROS nach 30-minutiger Inkubation mit H,DCFDA, einstindiger Behandlung mit
50 pmol/l EGCG oder 20 pmol/l TF3 und anschlieBender Inkubation mit 100 pumol/l
H,O, fir 30 Minuten (n = 3, * p < 0,05 vs. Losungsmittel + H,0,).
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4 Diskussion

4.1 Polyphenole schitzen Zellen vor oxidativem Stress

4.1.1 EGCG vermittelt Kardioprotektion

In der vorliegenden Arbeit wurden die kardioprotektiven Effekte des Catechins EGCG
aus dem grinen Tee und des Theaflavins TF3 aus dem schwarzen Tee in einem oxida-
tiven Stressmodell untersucht. Es erfolgte zunachst eine einstiindige, vierstindige,
achtstindige oder 24-stiindige Vorbehandlung der Kardiomyozyten mit 50 pmol/l EGCG
oder 20 pmol/l TF3. Daran schloss sich eine 30-minltige Stressbehandlung mit 100
umol/l H,O, an. Die Zellkulturen erhielten nach einem weiteren Waschschritt serum-
freies Medium M199 und wurden fir weitere 24 Stunden bei 37°C inkubiert. Als Aus-
druck einer deutlichen Kardioprotektion zeigte sich hierbei im Vergleich zur Kontroll-
gruppe eine stark verminderte LDH-Freisetzung nach einer einstindigen Vorbehand-
lung mit Polyphenolen. Eine Verlangerung der Vorbehandlungszeit resultierte zunachst
in einer Abnahme und letztlich in einem vdlligen Verlust der Kardioprotektion. Interes-
santerweise entspricht die Wirkdauer der Polyphenole ihrer in friheren Studien publi-
zierten Halbwertzeit in Zellkulturmedien (Hong et al. 2002).

Ebenfalls eine Kardioprotektion durch EGCG-Behandlung im oxidativen Stressmodell
konnten Sheng et al. nachweisen. Kardiomyozyten wurden 6-48 Stunden mit 12,5-200
mg/l EGCG vorbehandelt und anschliel3end mit H,O, gestresst. Mit Hilfe eines 3-(4,5
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid (MTT)-Assays konnten die Autoren
eine Verbesserung des Uberlebens der Kardiomyozyten zeigen. Zusatzlich wurde ein
antiapoptotischer Effekt des Catechins ermittelt. Des Weiteren konnte nachgewiesen
werden, dass EGCG in vivo Kardiomyozyten in einem Hypertrophie-Modell schiitzen
kann. Die Hypertrophie wurde durch Druckerhéhung als Folge einer Konstriktion der
Aorta induziert. Die orale Gabe von 50 bzw. 100 mg/kg Koérpergewicht EGCG uber ei-
nen Zeitraum von sechs Wochen resultierte in einer Reduktion von systolischem Blut-
druck und Herzgewicht, sowie in einer erhdhten Aktivitat der Superoxiddismutase und
Glutathionperoxidase in Serum und Myokardgewebe (Sheng et al. 2007).

Pagnotta et al. untersuchten die Auswirkungen von Hypoxie und Reoxigenisierung auf
das Zytoskelett von Kardiomyozyten unter der Behandlung mit Catechinen. Zuséatzlich

wurden auch Versuche mit dem Antioxidans o-Tocopherol durchgefiihrt und die Wir-
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kungen verglichen. Im Gegensatz zu der hier vorliegenden Arbeit wurde nicht die Ein-
zelsubstanz EGCG untersucht, sondern mit Extrakten aus griinem Tee gearbeitet. Kul-
tivierte Rattenkardiomyozyten wurden mit 50 pg/ml Teeextrakt oder 20 pmol/l a-
Tocopherol 24 Stunden vor Induktion einer Hypoxie inkubiert. Der hypoxische Zustand
wurde zwei Stunden lang aufrecht erhalten. AnschlieRend wurden die Kardiomyozyten
eine Stunde lang reoxygeniert. Das Uberleben der Zellen wurde mit Hilfe von MTT-
Assays ermittelt und die antioxidative Aktivitdt wurde anhand der Reduktion von ABTS
und Absorption bei 740 nm gemessen. Die Behandlung der Kardiomyozyten mit Teeex-
trakt fuhrte zu einem Uberleben der Kardiomyozyten, welches mit dem der normoxi-
schen Kontrollgruppe vergleichbar war. o-Tocopherol steigerte ebenfalls das Uberleben
der Zellen, allerdings in geringerem Mal3e. Auch die antioxidative Aktivitdt der Tee-
extrakte war starker als die von a-Tocopherol. Im Rahmen von Hypoxigenierung und
Reoxygenierung kam es zu Veradnderungen des Zytoskeletts, Veranderungen der
Kernmorphologie und Apoptose der unbehandelten Zellen, sowie der Zellen, die o-
Tocopherol erhalten hatten. Gabe des Extrakt des griinen Tees resultierte in signifikan-
tem Schutz von Zytoskelettintegritdit und Kernmorphologie. Antioxidative Aktivitat,
Schutz der Zellarchitektur und die Uberlebensfahigkeit der Kardiomyozyten verbesser-
ten sich (Pagnotta et al. 2006).

Die beschriebene Kardioprotektion deckt sich mit den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit. Auch in den Experimenten, die in unserem Labor durchgefihrt wurden, wurden
mikroskopische Veranderungen der Zellstruktur beobachtet, die aufgrund des H,O,-
induzierten Stresses entstanden waren. Bei einer Vorbehandlung mit EGCG zeigten die
Kardiomyozyten auf mikroskopischer Ebene nur geringe bis gar keine Veranderungen
der Zellstrukturen. Dies korrelierte mit einer verminderten LDH-Freisetzung aus mit
EGCG vorbehandelten Zellen und spricht ebenfalls fiir einen zytoprotektiven Effekt des

Catechins.

4.1.2 Einfluss von EGCG auf andere Zelltypen
Eine Vorbehandlung mit EGCG ubt sich jedoch nicht nur auf Kardiomyozyten positiv
aus. In der Literatur finden sich zahlreiche weitere Studien, die dem Catechin positive

Wirkungen auch auf andere Zelltypen zuschreiben. So erfahren auch neuronale Zellen,
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die durch einen Glutamatuberschuss mit oxidativem Stress konfrontiert sind, Schutz
durch eine Behandlung mit EGCG (Fu et al. 2006).

Jung et al. induzierten Apoptose in Phaochromozytom-PC-12-Zellen der Ratte. Auch
hier zeigte eine Behandlung mit EGCG Zellprotektion. Die Zellen wurden CoCl, ausge-
setzt, was in den Kontrollgruppen zu Produktion von ROS und Induktion von Apoptose
und DNA-Briichen filhrte. EGCG steigerte das Uberleben der Zellen und verhinderte
DNA-Fragmentation (Jung et al. 2007).

Demgegeniber stehen Arbeiten, die negative Effekte einer EGCG-Behandlung doku-
mentieren konnten. Elbing et al. untersuchten die Wirkung von 0,1-200 pumol/l EGCG
auf nonmaligne RAW 264.7-Zellen (Monozyten/Makrophagen-Zellreihe) und maligne
humane promyelotische, leukéamische HL60-Zellen und konnten nachweisen, dass
EGCG hier keine antioxidativen, sondern prooxidative Effekte ausibt. Im Gegensatz zu
den oben genannten Arbeiten war eine Behandlung mit EGCG hier nicht zytoprotektiv,
sondern fihrte zu einer verstarkten Zellschadigung nach Induktion von oxidativem
Stress durch Inkubation mit H,O, (Elbing et al. 2005).

4.1.3 TF3 vermittelt Zytoprotektion vor oxidativem Stress

Im Gegensatz zu EGCG finden sich fur TF3 deutlich weniger publizierte Studien. In der
hier vorliegenden Arbeit war die effektive Konzentration von TF3 (20 umol/l) in allen
Experimenten niedriger als EGCG (50 umol/l), zeigte aber eine vergleichbare zytopro-
tektive Wirkung.

4.2 Expression antioxidativer Enzyme

4.2.1 EGCG induziert die Hamoxygenase-1

Wie in der Einleitung bereits dargestellt, spielen antioxidative Enzyme eine Schliisselrol-
le in der zellularen Verteidigung gegen oxidativen Stress. Unsere Untersuchungen der
Expression verschiedener antioxidativer Enzyme zeigte keine Induktion von Superoxid-
dismutase-1, Glutathionperoxidase-3 und Katalase vier Stunden nach einer einsttindi-
gen Behandlung mit 50 umol/l EGCG. Allerdings erfolgte eine erhdhte Expression der
Hamoxigenase-1. Durch eine Vorbehandlung mit a-Amanitin, einem Inhibitor der RNA
Polymerase I, konnte die Induktion der Hamoxigenase-1 verhindert werden, was auf

eine de novo-Synthese der RNA, d.h. auf eine transkriptionelle Aktivierung durch
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EGCG, schlie3en lasst. Inhibition der HAmoxygenase-1 resultierte in unserem Stress-
modell allerdings nicht in einem Verlust der kardioprotektiven Wirkung von EGCG. Das
Enzym stellt also nicht den Hauptmechanismus der Kardioprotektion dar.

Auch Wu und Hsu konnten eine Induktion der HAmoxygenase-1 durch EGCG in Endo-
thelzellen nachweisen. Diese lief3 sich mit Aktinomycin D und Cycloheximid hemmen,
was ebenfalls fur eine de novo-Synthese des Enzyms spricht (Wu et al. 2006).

4.2.2 Einfluss von TF3 auf die Expression antioxidativer Enzyme

Khan untersuchte die schitzende Wirkung von Polyphenolen des schwarzen Tees auf
Pestizid-induzierte Leberschaden bei Mausen. Es konnte dabei gezeigt werden, dass
die Behandlung mit Theaflavinen die Lipidperoxidation reduzierte und die Aktivitat der
antioxidativen Enzyme Superoxiddismutase, Katalase, Glutathionperoxidase und Gluta-
thionreduktase stimulierte. Da allerdings mit einem Extrakt des schwarzen Tees gear-
beitet wurde und nicht mit der Reinsubstanz TF3, ist nicht nachvollziehbar, ob dieser
Effekt auf die Wirkung eines Theaflavins oder auf die Kombination aus verschiedenen
Theaflavinen zuriickzufuhren ist (Khan 2006).

Eine umfangreichere Studie fluhrten Kalra et al. an Albinomé&usen durch. Orale Gabe
von schwarzem Tee Uber sieben Tage und Erzeugung von oxidativem Stress durch
7,12-Dimethylbenz(a)anthrazen fuhrte zu erhdhter Aktivitat der antioxidativen Enzyme
Superoxiddismutase, Katalase, Glutathionperoxidase und Glutathion-S-Transferase,
sowie zur Hemmung der Lipidperoxidation in Leber, Niere und Prostata. Aber auch hier
muss darauf aufmerksam gemacht werden, dass nicht Einzelsubstanzen des schwar-
zen Tees untersucht wurden, und sich somit keine endgtiltigen Ruckschlisse auf die
Wirkung von TF3 auf die Aktivitat der antioxidativen Enzyme ziehen lasst (Kalra et al.
2005).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von TF3 auf die Expression von Supero-
xiddismutase-1, Glutathionperoxidase-3, Katalase und Hamoxigenase-1 in Kardiomyo-
zyten untersucht. Die Zellen wurden einer einstindigen Vorbehandlung mit 20 umol/l
TF3 unterzogen. Nach einer sich daran anschlieRenden vierstindigen Inkubation in
Medium bei 37°C wurde die mRNA-Expression der Enzyme bestimmt. Im Gegensatz zu
den oben dargestellten Studien resultierte keine Zunahme der Enzymexpression. Inter-

essant ware ein direkter Vergleich der Wirkung von lediglich TF3 auf Leber-, Niere-, und
51



4 Diskussion

Prostatazellen, um zu sehen, ob der induzierende Effekt zellspezifisch ist oder ob ande-
re Bestandteile des schwarzen Tees flr eine erhéhte Enzyminduktion und -aktivitat ver-

antwortlich sind.

4.3 EGCG und TF3 aktivieren Signalkaskaden

Ein weiterer denkbarer Mechanismus der Polyphenol-vermittelten Zytoprotektion ist die
Aktivierung antiapoptotischer Signaltransduktionskaskaden. Eine Aktivierung von Akt,
ERK1/2 und p38 MAPK durch Polyphenolbehandlung wurde mit Western Blot-Analysen
untersucht. Hierbei konnte eine Induktion der Phosphorylierung durch Teepolyphenole
nachgewiesen werden.

In der oben bereits dargestellten Forschungsarbeit von Wu und Hsu wurde eine durch
EGCG-induzierte Hochregulierung der Hamoxygenase-1 in Kardiomyozyten beschrie-
ben, welche sich durch Inhibition von Akt und ERK 1/2 unterdrticken liel3 und somit tber
diese Signalkaskaden vermittelt wurde (Wu et al. 2006).

In einer Arbeit aus unserem Labor von Lorenz et al. resultierte eine EGCG-Behandlung
ebenfalls in einer Aktivierung von Akt und ERK 1/2 in Endothelzellen. Dies fuhrte zu
einer Zunahme der Aktivitat der endothelialen NO-Synthetase mit konsekutiver Vasodi-
latation (Lorenz et al. 2004). Kim et al. konnten zeigen, dass EGCG durch Bildung von
ROS und Aktivierung von Fyn eine Zunahme der NO-Produktion in Endothelzellen be-
wirkt. Daraufhin folgte eine Aktivierung von PI3K/Akt und der endothelialen NO-
Synthetase (Kim et al. 2007).

Koh et al. untersuchten den zytoprotektiven Einfluss von EGCG auf die neuronale Zell-
reihe N18D3 der Ratte im Rahmen von oxidativem Stress. Es zeigte sich ein verbesser-
tes Uberleben der Zellen, die mit EGCG vorbehandelt und anschlieBend mit H,O, oxi-
dativ gestresst worden waren. Zusatzlich konnten eine Aktivierung von PI3K und Akt
nachgewiesen werden (Koh et al. 2004).

Auch in Untersuchungen an Ph&ochromozytom-PC12-Zellen resultierte eine EGCG-
Behandlung in einer Phosphorylierung von Akt und der Glykogen-Synthase-Kinase-3
(GSK-3). Die behandelten Zellen zeigten eine erhthte Uberlebensrate nach H,O,-
induziertem oxidativen Zellstress (Koh et al. 2003).

Auch in der vorliegenden Arbeit konnte eine Phosphorylierung und somit Aktivierung

von Akt, ERK 1/2 und p38 MAPK gezeigt werden.
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Neben EGCG wurden diese Signalkaskaden auch durch TF3 phosphoryliert. In der Lite-
ratur finden sich hauptsachlich Untersuchungen von TF3 in Hinblick auf Hemmung von
Zellablaufen der Kanzerogenese. Interessanterweise gibt es zahlreiche Verdéffentlichun-
gen, die von einer Akt-Inhibition durch TF3 berichten. Dabei ist allerdings immer zu be-
denken, dass es sich in den Versuchen um maligne entartete Zellen handelt, die Abl&au-
fe auf Zellebene also nicht mit denen einer gesunden Zelle vergleichbar sind und es
somit zu Veranderung der Wirkungen von TF3 kommen kann.

Siddiqui et al. untersuchten den Einfluss von Theaflavinen und EGCG auf zwei Prosta-
takarzinom-Zelllinien. Dabei berichteten sie von einer Verminderung der PI3K-
Proteinmenge und einer Inhibition der Akt-Aktivierung durch EGCG und TF3 (Siddiqui et
al. 2004).

Diese Beobachtung konnten auch Yeh und Chen an malignen menschlichen MCF-7
Mammakarzinomzellen bestatigen. TF3 und EGCG hemmten die Aktivierung von Akt
(Yeh et al. 2003).

Es ist interessant zu beobachten, dass TF3 — ebenso wie EGCG — unterschiedliche
Wirkungen in Abhé&ngigkeit von der Dignitat der Zellen zeigt. Der Hintergrund fur die
Variabilitdt der Wirkung der Teepolyphenole ist noch nicht ndher erforscht.

4.4 Induktion der Expression antioxidativer Enzyme und Aktivierung antiapoptoti-
scher Signalkaskaden spielen keine wesentliche Rolle in der Polyphenol-
vermittelten Kardioprotektion

Um mdogliche Wirkmechanismen der Teepolyphenole zu identifizieren, wurden Kardio-
myozyten mit einer Reihe verschiedener Inhibitoren behandelt. Hierbei zeigte die Inhibi-
tion der Transkription durch a-Amanitin sowie der Translation durch Cycloheximid kei-
nerlei Einfluss auf die Polyphenol-vermittelte Kardioprotektion. Dies erlaubt den
Schluss, dass die Wirkung der Polyphenole nicht durch eine Induktion der Synthese
endogener Antioxidantien verursacht wird. Dies gilt auch fur HO-1: wahrend sich in der
RT-PCR eine Induktion der mRNA-Expression durch EGCG zeigte, bewirkte die Be-
handlung mit dem HO-1-Inhibitor Zinn Protoporphyrin IX (SnPPIX) keinen Verlust der
EGCG-mediierten Zytoprotektion. Gegen eine wesentliche Rolle endogener Antioxidan-
tien spricht zudem die kurze Wirkdauer der Teepolyphenole, die ihrer Halbwertzeit im

Medium entspricht. Es ist anzunehmen, dass eine relevante Neusynthese antioxidativer
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Enzyme zum einen mehr Zeit in Anspruch nehmen wirde als eine Stunde und zum an-
deren einen langer anhaltenden Schutz verleihen wirde.

Behandlung mit Inhibitoren der antiapoptotischen Signalkaskaden Akt, ERK 1/2 und p38
resultierte ebenfalls nicht in einem Verlust der Polyphenol-vermittelten Protektion. Bei
der Aktivierung antiapoptotischer Signalkaskaden durch EGCG und TF3 handelt es sich
also ebenfalls nicht um einen essentiellen Wirkmechanismus der untersuchten Poly-

phenole.

4.5 EGCG und TF3 reduzieren intrazellulare reaktive Sauerstoffspezies

Um den Einfluss von EGCG und TF3 auf die Spiegel intrazellularer reaktiver Sauers-
toffspezies zu untersuchen, wurden Kardiomyozyten mit 2',7'-Dichlorofluorescin vorbe-
handelt. Die durchflusszytometrische Fluoreszenz-Analyse zeigte eine deutliche Reduk-
tion der ROS-vermittelten Fluoreszenz in den mit Polyphenolen vorbehandelten Zellen.
Dies spricht fur einen frih einsetzenden Schutzmechanismus der Teepolyphenole. Die
Ergebnisse der Versuche mit Inhibitoren verschiedener Zellablaufe, die analog zu ihrer
Halbwertszeit rasch abnehmende Wirksamkeit der Polyphenole, sowie die unmittelba-
ren antioxidativen Effekte in der Fluoreszenz-Analyse sprechen fir eine direkte Wirkung
der Teepolyphenole tber ihre Fahigkeiten als Scavenger von ROS.

Wei et al. untersuchten und verglichen ebenfalls die antioxidative F&ahigkeit von grinem
und schwarzem Tee. Sowohl griner als auch schwarzer Tee zeigte die Fahigkeit, H,O,
dosisabhangig zu eliminieren. Hierbei war schwarzer Tee potenter als griner Tee (Wei
et al. 1999). Auch in der vorliegenden Arbeit zeigte TF3 (20 umol/l) in deutlich geringe-
rer Konzentration als EGCG (50 umol/l) eine gleich gute Scavengerfahigkeit gegeniber
H,0,.

Guo et al. untersuchten die antioxidativen Eigenschaften der Teepolyphenole EGCG,
Epigallocatechin (EGC) und Epicatechin (EC) und ihrer korrespondierenden Epimere
Gallocatechingallat (GCG), Gallocatechin (GC) und Catechin (C) an verschiedenen
reaktiven Sauerstoffspezies [Superoxidanionen, Sauerstoffanionen, 2'-Azobis(2-
Amidinopropan)Hydrochlorid und 1,1-Diphenyl-2-Picrylhydrazyl]. Die Teepolyphenole
EGCG und GCG, die beide Gallatgruppen tragen, zeigten starkere Scavengerwirkun-

gen auf die ROS, als die Catechine ohne Gallatgruppe. Die Gallatgruppe und die Hyd-
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roxylgruppe am B-Ring stellten sich als hauptverantwortlich fur die antioxidative Wir-
kung heraus (Guo et al. 1999).

Dies deckt sich mit einer Studie von Leung et al. In einem LDL-Oxidationsmodell wur-
den hier antioxidative Eigenschaften der Polyphenole aus griinem und schwarzem Tee
verglichen. Bei jeweils einer Konzentration von 5 pumol/l war TF3 das potenteste Antio-
xidans; EGCG lag nach ECG an dritter Stelle (Leung et al. 2001).

In vitro-Studien konnten zeigen, dass oxidiertes Low-Density-Lipoprotein (LDL) eine
grof3ere Rolle in der Entstehung von Arteriosklerose spielt als natives LDL.

Eine Modifikation von LDL durch Oxidation resultiert in einer Strukturveranderung und
Aufnahme in Makrophagen, Endothelzellen und glatten Muskelzellen. Dies wiederum
fuhrt zur Formation von lipidhaltigen Schaumzellen, die in der Pathogenese der Arte-
riosklerose eine Schlusselrolle spielen (Naderi et al. 2003).

In einer Studie von Yang et al. wurde die Fahigkeit des griinen Tees untersucht, die
LDL-Oxidation in Nabelschnur-Endothelzellen zu verringern. Es zeigte sich, dass der
Tee die LDL-Oxidation signifikant verringerte. Dieser Effekt wurde jedoch ausschlief3lich
in der Gegenwart von Teecatechinen beobachtet; Entzug der Catechine fuhrte zu einem
vollstandigen Wirkungsverlust. Die Forscher zogen daraus den Schluss, dass der Tee
das Risiko der Arterioskleroseentwicklung, und folglich das einer koronaren Herzer-
krankung, senken kann (Yang et al. 2000).

Ishikawa et al. untersuchen ebenfalls den Einfluss von Teepolyphenolen auf die Oxida-
tion von LDL. In einer in vitro-Studie wurde humanem Plasma Theaflavine und Teeca-
techine zugesetzt und fur drei Stunden bei 37°C inkubiert. Danach wurde die LDL-
Fraktion separiert und die Oxidation von LDL gemessen. Catechine, vor allem EGCG,
fuhrten zu einer signifikanten Verzdgerung der LDL-Oxidation. Auch die Behandlung mit
Theaflavinen resultierte in einer starken Inhibition der LDL-Oxidation. Erganzend fuhrte
die gleiche Arbeitsgruppe eine in vivo-Studie mit 14 gesunden Probanden durch. Der
durchschnittliche Konsum von 750 ml schwarzem Tee pro Tag resultierte in einer signi-
fikanten Verzdgerung der LDL-Oxidation im Plasma (Ishikawa et al. 1997).

In einer anderen Studie verglichen Vinson et al. die Wirksamkeit von griinem und
schwarzem Tee in einem Arteriosklerosemodell mit Hamstern. Arteriosklerose wurde
durch beide Teesorten im gleichen Mal3e dosisabhangig inhibiert. Teekonsum zeigte —

neben lipidsenkenden und antifibrinolytischen Wirkungen — auch antioxidative Effekte.
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In dieser Studie wurde ebenfalls nachgewiesen, dass die Oxidation von LDL bei Tee-
aufnahme reduziert wurde. Beide Teesorten, griiner und schwarzer Tee, zeigten diesel-

be Wirksamkeit bei gleicher Dosierung (Vinson et al. 2004).

4.6 Antioxidative Eigenschaften der Teepolyphenole in vivo
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Teepolyphenole in vitro eine
antioxidative, zellprotektive Wirkung besitzen. Inwieweit dieser Effekt auch in vivo be-
steht, bleibt noch zu klaren.
Um die Frage der Aufnahme von Teecatechinen zu klaren, untersuchten Yang et al.
Catechinkonzentrationen in Blut und Urin von 18 gesunden Probanden nach oraler Auf-
nahme verschiedener Mengen griinen Tees. Nach einer Aufnahme von 1,5 g, 3 g oder
4,5 g grinen Tees wurde eine Maximalkonzentration von 326 pg/l im Blutplasma ge-
messen. Die Konzentration wurde ein, zwei und vier Stunden nach Aufnahme gemes-
sen. Die Forscher konnten zeigen, dass die Halbwertszeit von EGCG im Blutplasma 5-
5,5 Stunden betragt und dass EGCG nicht mit dem Urin tber die Nieren ausgeschieden
wird (Yang et al. 1998).
Van Amelsvoort et al. verabreichten zehn gesunden Probanden eine Dosis von 1,5
mmol/l EGCG und weitere Catechine. Die Konzentration der Teecatechine wurde im
Blutplasma und im 24-Stunden-Sammelurin mittels HPLC bestimmt. Die antioxidativen
Eigenschaften wurden anhand der Féahigkeit zur Reduktion von Eisen ermittelt. Die
Plasmakonzentrationen der Teecatechine unterschieden sich signifikant, wobei EGCG
langsam anstieg und die Eliminationshalbwertszeit 3,9 Stunden betrug. Die Maximal-
konzentration von EGCG lag mit 1,3 umol/l deutlich unter der hier verwendeten Kon-
zentration. Auch in dieser Studie fand sich keine renale Elimination von EGCG. Interes-
santerweise bewirkte EGCG keine Zunahme der antioxidativen Aktivitat im Plasma, was
moglicherweise auf die niedrige Endkonzentration zurtickzufiihren ist. Eine Zunahme
der antioxidativen Kapazitat wurde lediglich bei EGC und Epicatechingallat (ECG) beo-
bachtet (Van Amelsvoort et al. 2001). Ohmori et al. untersuchten die Plasmacatechin-
konzentrationen und die LDL-Oxidation bei 10 gesunden Probanden nach einmaliger
Gabe von 5 g grinem Tee. Hier lie3en sich zwei Stunden nach der Gabe von Tee signi-
fikant erhbhte Plasmakonzentrationen von EGCG und ECG und eine Inhibition der LDL-
Oxidation feststellen (Ohmori et al. 2005).
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4.7 Ausblick

Oxidativer Stress ist eine grof3e Belastung fur die Zellen des Organismus und spielt ei-
ne entscheidende Rolle in der Genese vieler Erkrankungen.

Zahlreiche epidemiologische Studien suggerieren, dass Teepolyphenole nach oraler
Aufnahme einen schitzenden Effekt auf das Herz-Kreislauf-System austben.
Teepolyphenole sind jedoch komplexe Substanzen, deren Untersuchung immer wieder
zu widersprtchlichen Ergebnissen gefiihrt hat. Im Grol3en und Ganzen Uberwiegen al-
lerdings die Ergebnisse, die grinem und schwarzem Tee gesundheitsférdernde Wir-
kungen bescheinigen.

Einschrénkend ist jedoch zu sagen, dass viele in vitro-Studien — auch unsere — mit
Konzentrationen durchgefuhrt wurden, die nach oraler Aufnahme alltaglicher Mengen
Tee nicht erreicht werden. Dennoch geben diese Studien wertvolle Hinweise auf mogli-
che Mechanismen, die es in in vivo-Studien weiter zu untersuchen gilt.

Als Ausblick ist die Uberlegung interessant, ob die Substanzen EGCG und TF3 phar-
makologisch als Prophylaxe vor der Reperfusion im Rahmen eines akuten Myokardin-
farkts einsetzbar waren. Hierdurch kdnnte ein Ischamie/Reperfusionsschaden, bei dem
ROS in groRen Mengen anfallen und gesunde Herzzellen schédigen, verringert oder

verhindert werden.

57



5 Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Kardiovaskulare Erkrankungen gehoren weltweit zu den fihrenden Todesursachen. In
ihrer Pathogenese spielt oxidativer Stress eine wichtige Rolle.

Epidemiologische Studien zeigen eine geringere Inzidenz kardiovaskularer Erkrankun-
gen im asiatischen Raum. Als mdgliche Erklarung hierfir wird unter anderem der weit
verbreitete Konsum griinen Tees diskutiert. In der Tat konnten zahlreiche Studien ver-
schiedene gesundheitsférdernde Wirkungen des grinen Tees nachweisen.

Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl Epigallo-
catechin-3-gallat (EGCG) aus dem grinen Tee als auch Theaflavin-3,3'-digallat (TF3)
aus dem schwarzen Tee Kardiomyozyten vor oxidativem Stress schitzen: einstindige
Vorbehandlung mit 50 pmol/l EGCG oder 20 pmol/l TF3 resultierte in einer deutlich ver-
ringerten LDH-Freisetzung aus Kardiomyozyten nach Induktion oxidativen Stresses
durch Inkubation mit Wasserstoffperoxid. Eine Verlangerung der Vorbehandlungsdauer
fuhrte zu einem raschen Verlust der Polyphenol-vermittelten Zytoprotektion.

Auf der Suche nach den zugrunde liegenden Mechanismen zeigte sich mittels RT-PCR
eine transkriptionelle Induktion der Hamoxygenase-1 durch EGCG — jedoch nicht durch
TF3. Weitere untersuchte antioxidative Enzyme — Glutathionperoxidase 3, Katalase und
Superoxiddismutase 1 — blieben in ihrer Expression durch eine Behandlung mit Teepo-
lyphenolen unbeeinflusst.

In Western Blots liel3 sich eine Aktivierung der antiapoptotischen Signalkaskaden ERK
1/2, Akt und p38 MAPK nach Behandlung mit EGCG bzw. TF3 nachweisen.
Interessanterweise fuhrte die Inhibition dieser moéglichen Mechanismen durch Vor- bzw.
parallele Behandlung mit Inhibitoren der Hamoxygenase-1, der Protein- und RNA-
Synthese sowie der 0.g. Signalkaskaden nicht zu einem Verlust der zytoprotektiven Ei-
genschaften der Teepolyphenole. Dagegen zeigten Fluoreszenzmessungen von mit
H,DCFDA — einem Marker fur reaktive Sauerstoffspezies (ROS) — inkubierten Kardio-
myozyten deutlich verringerte Konzentrationen intrazellularer ROS nach Vorbehandlung
mit Teepolyphenolen und anschlieBender Behandlung mit Wasserstoffperoxid.

Vor dem Hintergrund der engen zeitlichen Korrelation zwischen der Wirksamkeit der

Polyphenole und ihrer Halbwertszeit im Zellkulturmedium sprechen unsere Befunde fir
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einen direkten ROS-,Scavenger‘-Effekt der Teepolyphenole als Ursache der von ihnen

vermittelten Kardioprotektion.
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Anhang

Abkurzungsverzeichnis

APS
ARE
CVvD
DCF
DMSO
EC
ECG
EDTA
EGC
EGCG
EGF
eNOS
ERK
GC
GCG
GPx3
GSK-3
H,DCF
H,DCFDA
HBSS
HO-1
HPCL
JNK
KHK
LDH
MAPK
NBCS
Nrf2
PBS
PDGF

Ammoniumperoxydisulfat
antioxidant response elements
Cardiovascular disease
Dichlorfluorescein

Dimethylsulfoxid

Epicatechin

Epicatechingallat
Ethylendiamintetraessigsaure
Epigallocatechin
Epigallocatechin-3-gallat

epidermal growth factor

endotheliale NO-Synthetase
extracellular signal-regulated kinases
Gallocatechin

Gallocatechingallat
Glutathionperoxidase 3
Glykogen-Synthase-Kinase-3
2',7'-Dichlorofluorescein
2',7'-Dihydrodichlorofluoresceindiacetat
Hank’s buffered salt solution
Hamoxygenase-1

High Performance Liquid Chromatographie
c-Jun N-terminal kinases

koronare Herzkrankheit
Laktatdehydrogenase
Mitogen-aktivierte Proteinkinasen
Serum neugeborener Kélber
NF-E2-related factor 2
Phosphat-gepufferte Salzlésung
platelet-derived growth factor
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PDK-1
PI3K
PIP2
PIP3
PTCA
ROS
RT-PCR
SDS
SnPPIX
SOD1
TBS
TF1
TF2a
TF2b
TF3

3-Phosphoinositide-dependent protein kinase-1
Phosphoinositid-3-Kinase
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat
perkutane transluminare Koronarangioplastie
reaktive Sauerstoffspezies

reverse transcriptase polymerase chain reaction
Natriumdodezylsulfat

Zinn Protoporphyrin 1X

Superoxiddismutase 1

Tris-gepufferte Salzlésung

Theaflavin

Theaflavin-3-gallat

Theaflavin-3'-gallat

Theaflavin-3,3'-digallat
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Catechin- and Theaflavin-Mediated Cardioprotection. Experimental Biology and Medi-
cine 233:427-433 (2008)

Abstract

Catechins and theaflavins—the main polyphenolic substances of green and black tea,
respectively—exert a plethora of beneficial effects on the cardiovascular system. In a
model of H,O,-mediated oxidative stress, we investigated the effects of epigallocate-
chin-3-gallate (EGCG) and theaflavin-3,3'-digallate (TF3) on neonatal rat cardiomyo-
cytes. Pretreatment with EGCG or TF3 1 hr prior to induction of oxidative stress by H,O,
effectively protected cardiac myocytes as determined by measuring release of lactate
dehydrogenase after 24 hrs. Longer pre-incubation times resulted in significant loss of
protection. To enable further mechanistic insight, we investigated expression of anti-
oxidative enzymes and activation of prosurvival signaling cascades. Whereas mRNA
levels of glutathione peroxidase 3, superoxide dismutase 1, and catalase were not influ-
enced by both polyphenols, heme oxygenase (HO-1) was selectively upregulated by
EGCG—but not by TF3. However, inhibition of HO-1 did not diminish polyphenol-
mediated cardioprotection. While EGCG and TF3 activated Akt, extracellular signal-
regulated kinase 1/2, and p38 mitogen-activated protein kinase, inhibition of these ki-
nases did not attenuate polyphenol-mediated protection. Loading of cardiomyocytes
with dichlorofluorescein revealed that intracellular levels of reactive oxygen species
were significantly reduced after treatment with EGCG or TF3 as early as 30 mins after
induction of oxidative stress. In conclusion, activation of prosurvival signaling kinases
and upregulation of antioxidative enzymes do not play a major role in tea polyphenol-

mediated cardioprotection.

Key Words: oxidative stress ¢ cardiac myocytes * epigallocatechin-3-gallate « theafla-

vin-3,3'-digallate « heme oxygenase 1
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