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I Einleitung 

1 Die Aminosäure L-Arginin: Transport und Metabolismus 

Neben der klassischen Bedeutung von L-Arginin als zentraler Metabolit im Harnstoff-

zyklus und in der Proteinbiosynthese ist sie die Aminosäure mit der höchsten Anzahl 

an Stickstoffatomen und repräsentiert daher den effektivsten Stickstoffträger des 

Intermediärstoffwechsels (vgl. Abbildung 1). Darüber hinaus wirkt L-Arginin als Zell-

modulator, der die Sekretion anaboler Hormone wie z.B. Insulin-like Growth Factor 1 

stimuliert. Weiterhin spielt L-Arginin eine wichtige Rolle in der Immunantwort, da es 

die Freisetzung von T-Helfer Zytokinen wie Interleukin-2 und Interferon-  fördert 

(Roth and Wessner, 2005). 

 

 

Abbildung 1: Strukturformel von L-Arginin. Molekulargewicht 174,20 g/mol. 

Innerhalb des Körpers stammt freies L-Arginin entweder aus der Nahrung, dem 

Abbau von körpereigenem Protein oder der endogenen Synthese, wobei der Großteil 

des endogen synthetisierten L-Arginins durch Zusammenwirken von Dünndarm und 

Niere, der so genannten intestinal-renalen Achse, entsteht (Wu and Morris, 1998). 

Bei Neugeborenen und Heranwachsenden oder bei Trauma, Infektion und 

Dysfunktion der Niere ist die endogene Synthese nicht ausreichend, um den Bedarf 

vollständig zu decken. Deshalb wird L-Arginin beim Menschen als semiessentielle 

oder bedingt essentielle Aminosäure klassifiziert (Barbul, 1986; Flynn et al., 2002).  

 

Die L-Arginin-Konzentration im Plasma beträgt beim Menschen ca. 0,1 mM. Die 

intrazelluläre Konzentration in Endothelzellen liegt je nach Stoffwechsellage 

zwischen 0,1 mM und 1,0 mM (Arnal et al., 1995; Boger et al., 1997). Im Plasma 

zirkulierendes L-Arginin passiert die für Aminosäuren impermeable Plasmamembran 

der Zellen über spezifische Transportproteine. Obwohl die Aufnahme über mehrere, 

unabhängig voneinander agierende Transportsysteme erfolgen kann, wird in den 
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meisten Zellen zur Passage der Plasmamembran das y+-System verwendet. 

Charakteristisch für dieses System ist ein pH- und natriumunabhängiger Transport 

von kationischen Aminosäuren (L-Arginin, L-Lysin und L-Ornithin) über integrale 

Membranproteine, den CATs (cationic amino acid transporter) (White et al., 1982). 

Das System umfasst drei Familienmitglieder; CAT-1, CAT-2 und CAT-3. Für einen 

vierten Vertreter (CAT-4) wird die Zugehörigkeit noch diskutiert, da das Protein zwar 

Homologien zu den CATs aufweist (Sperandeo et al., 1998), jedoch keine ausrei-

chende Transportaktivität zeigt (Wolf et al., 2002). Untereinander unterscheiden sich 

die CAT-Proteine hinsichtlich ihres Expressionsmusters und der Transportkapa-

zitäten (Closs and Graf, 1999; Closs and Mann, 1999). CAT-1 wird mit Ausnahme 

adulter Hepatozyten ubiquitär exprimiert. CAT-2 wird in die beiden Spleißvarianten 

CAT-2A und CAT-2B unterteilt. Diese unterscheiden sich lediglich in einer Sequenz 

von 42 Aminosäuren. CAT-2A wird hauptsächlich in Hepatozyten exprimiert, weist 

jedoch im Vergleich zu den anderen CAT-Proteinen eine zehnmal geringere Affinität 

zu kationischen Aminosäuren auf (Kavanaugh et al., 1994). CAT-2B kommt in 

Muskel- und Hautzellen vor und ist zudem in verschiedenen Zellen und Geweben 

unter inflammatorischen Bedingungen induzierbar (Closs et al., 1997). Die CAT-3 

Expression findet hauptsächlich im Thymus statt. Während über die Funktion im 

adulten Organismus wenig bekannt ist, scheint CAT-3 eine wichtige Funktion 

während der Embryonalentwicklung zu besitzen (Vekony et al., 2001). 

 

In Säugern wird das intrazelluläre L-Arginin von verschiedenen Enzymsystemen als 

Substrat genutzt. Die Arginase, ein Enzym des Harnstoffzyklus, metabolisiert 

L-Arginin zu Harnstoff und L-Ornithin. Letzteres bildet wiederum die Vorstufe für 

L-Glutamat, L-Prolin und für Polyamine, die wichtige Mediatoren des Zellwachstums 

und der -differenzierung sowie der Proliferation darstellen. Die Stickstoffmonoxid-

Synthase bildet aus L-Arginin den vasoaktiven Mediator Stickstoffmonoxid. Weitere 

Enzyme des L-Argininstoffwechsels sind die Arginin-Decarboxylase, welche die 

Bildung von Agmatin katalysiert und die Arginin:Glycin-Amidinotransferase, die 

L-Arginin zu Kreatin umsetzt. Damit zählt L-Arginin zu einer der metabolisch 

vielseitigsten Aminosäuren (Wu and Morris, 1998). Die Komplexität des L-Arginin-

stoffwechsels ist nicht nur auf die Diversität der Enzyme zurückzuführen, sondern 

auch auf die Tatsache, dass diese ein zellspezifisches Expressionsmuster besitzen. 

Aufgrund dieser Vielseitigkeit ist es schwierig ein allgemeingültiges Schema der 
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L-Argininmetabolisierung in vivo zu erstellen. In Abbildung 2 ist ein vereinfachtes 

Übersichtsschema dargestellt, bei dem einzelne Isoenzyme, die gewebespezifische 

Expression und zelluläre Lokalisation der Enzyme nicht berücksichtigt werden.  

 

 

Abbildung 2: Schematische Darstellung des L-Argininstoffwechsels im Menschen. 
Gezeigt sind die Enzyme, die L-Arginin als Substrat nutzen: ADC: Arginin-Decarboxylase; 
AGAT: Arginin:Glycin-Amidinotransferase; ARG: Arginase; NOS: Stickstoffmonoxid-
Synthase. 

 

2 Die Enzyme Arginase und Stickstoffmonoxid-Synthase 

2.1 Arginase 

Bei der Arginase handelt es sich um ein Metalloenzym, welches die manganab-

hängige Hydrolyse von L-Arginin zu Harnstoff und der nichtproteinogenen Aminosäu-

re L-Ornithin katalysiert (vgl. Abbildung 3). Der Reaktionsmechanismus beruht auf 

einem nukleophilen Angriff auf die Guanidin-Gruppe des L-Arginins durch ein Metall-

aktiviertes Hydroxidion. Das dabei entstehende Intermediat wird durch das Mangan-

Zentrum des Enzyms stabilisiert. Unter Beteiligung von Wasser werden anschließend 

die Reaktionsprodukte Harnstoff und L-Ornithin freigesetzt (Kanyo et al., 1996). Das 

pH-Optimum dieser Reaktion liegt bei pH 9,0-9,5 (Roholt and Greenberg, 1956). Das 
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aktive Enzym liegt als Homotrimer vor, wobei jede Untereinheit ein Mangan-Zentrum 

aufweist (Kanyo et al., 1996). 

 

 

Abbildung 3: Hydrolyse von L-Arginin durch die Arginase. 

In Säugern existieren zwei Isoformen, die von verschiedenen Genen kodiert werden 

und sich hinsichtlich ihrer molekularen und immunologischen Eigenschaften sowie 

Gewebeverteilung, zellulären Lokalisation und Regulation unterscheiden (Jenkinson 

et al., 1996). Bei der Arginase-1 handelt es sich um ein zytoplasmatisches Enzym, 

welches hauptsächlich in der Leber konstitutiv exprimiert wird. Weiterhin kann das 

Enzym in anderen Geweben durch TH2-Zytokine wie IL-4, IL-10 und TGF-  sowie 

durch Glukokortikoide induziert werden. Im Gegensatz dazu ist Arginase-2 im 

Mitochondrium lokalisiert und extrahepatisch vor allem in Niere, Gehirn, Monozyten 

und Makrophagen konstitutiv exprimiert. Beide Arginase-Isoformen stimmen in 59% 

ihrer Aminosäuresequenz überein. Die aktive Arginase-1 weist ein Molekulargewicht 

von 105 kDa auf, während es sich bei der aktiven Arginase-2 um ein 129 kDa großes 

Enzym handelt. Arginase-1 katalysiert in der Leber die Reaktion von L-Arginin zu 

Harnstoff und ist somit an der Stickstoffausscheidung beteiligt. Die Hauptfunktion der 

Arginase-2 liegt dagegen in der Aufrechterhaltung der L-Arginin-Homöostase und der 

Kontrolle der L-Argininverfügbarkeit für metabolische Reaktionen wie der Polyamin-, 

Glutamat- oder Prolin-Synthese aus L-Ornithin (Haraguchi et al., 1987; Kanyo et al., 

1992; Vockley et al., 1996; Morris et al., 1997; Colleluori et al., 2001). 

2.2 Stickstoffmonoxid-Synthase 

Die Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) ist ein Flavoprotein, welches unter Ver-

wendung von molekularem Sauerstoff und NADPH die Oxidation von L-Arginin zu 

L-Citrullin und Stickstoffmonoxid (NO) katalysiert (Villiotou and Deliconstantinos, 

1995). Im ersten Schritt der Reaktion wird die terminale Guanidin-Gruppe des 
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L-Arginins hydroxyliert. Das daraus gebildete N-Hydroxy-L-Arginin wird anschließend 

oxidiert, was zu der Produktion von L-Citrullin und NO führt.  

 

 

Abbildung 4: Biosynthese von Stickstoffmonoxid (NO) aus L-Arginin, katalysiert durch 
die Stickstoffmonoxid-Synthase. 

Für die NO-Synthese aus L-Arginin, bei der insgesamt fünf Elektronen übertragen 

werden, benötigt das Enzym neben NADPH die fest gebundenen Kofaktoren 

Flavinmononukleotid (FMN), Flavinadenindinukleotid (FAD), Häm und Tetrahydro-

biopterin (BH4) (Knowles and Moncada, 1994; Marletta, 1994; Nathan and Xie, 

1994a). In der aktiven Form liegt das Enzym als Homodimer vor, wobei jede 

Untereinheit eine charakteristische bidomäne Struktur aufweist. Die N-terminale 

Oxygenase-Domäne besitzt die Bindungsstellen für Häm, BH4 und L-Arginin und ist 

über die Calmodulin-Bindungsstelle mit der C-terminalen Reduktase-Domäne 

verbunden, welche die Bindungsstellen für FAD, FMN und NADPH beinhaltet. 

(Ghosh and Stuehr, 1995). 

 

In Säugern sind drei Isoformen bekannt, die von unterschiedlichen Genen kodiert 

werden und sich hinsichtlich ihrer Lokalisation, Regulation, katalytischen 

Eigenschaften und Inhibitorsensitivität unterscheiden. Nahezu alle Zellen enthalten 

eine der NOS-Isoformen (Forstermann et al., 1994; Michel and Feron, 1997). Die 

neuronale (nNOS) und endotheliale Isoform (eNOS) werden konstitutiv exprimiert. 

Das gebildete NO dient als Neurotransmitter bzw. der Regulation von Blutfluss und 

Thrombozytenfunktion. Außer im Hirngewebe und in peripheren Nervenzellen ist die 

nNOS auch in Muskelzellen lokalisiert. Die eNOS konnte in Endothelzellen, 

Epithelzellen (z.B. Keratinozyten), Herzmyozyten, Thrombozyten und neuronalen 
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Zellen nachgewiesen werden (Bredt et al., 1990; Marsden et al., 1992; Nakane et al., 

1993). Die NO-Synthese der beiden konstitutiv exprimierten Isoformen erfolgt 

pulsativ im picomolaren Bereich und wird über die Enzymaktivität reguliert. Diese 

wiederum ist abhängig vom intrazellulären Kalziumspiegel, da eine Erhöhung der 

Kalziumkonzentration die vermehrte Bildung und anschließende Bindung von 

Kalzium-Calmodulin-Komplexen an das Enzym und damit dessen Aktivierung 

induziert (Moncada and Higgs, 1991). Weiterhin wird die Enzymaktivität über die 

Phosphorylierung an bestimmten Serin- und Threoninresten moduliert. Die 

Expression der dritten Isoform wird durch Endotoxine und proinflammatorische 

Zytokine wie TNF- , IFN- , IL-1  und IL-2 in vielen Geweben und Zellen induziert 

und wird daher als induzierbare NO-Synthase (iNOS) bezeichnet (Liew et al., 1991). 

Die NO-Synthese erfolgt unter Stimulation kontinuierlich über Stunden bis hin zu 

Tagen und liegt im mikromolaren Bereich. Das in großen Mengen synthetisierte NO 

hat sowohl eine zyto- als auch bakteriotoxische Wirkung und dient somit der 

unspezifischen Immunantwort (Green and Nacy, 1993; Karupiah et al., 1993; Nussler 

and Billiar, 1993). Im Gegensatz zu den beiden konstitutiv exprimierten NOS ist 

Calmodulin ohne vorhergehende Bildung eines Kalzium-Calmodulin-Komplexes fest 

ans Enzym gebunden, so dass die Enzymaktivität der iNOS von der intrazellulären 

Kalziumkonzentration unabhängig ist. Die Regulation erfolgt in diesem Falle nicht 

über die Enzymaktivität sondern über die Genexpression (Xie and Nathan, 1994). 

Die Aminosäuresequenzen der drei Isoenzyme stimmen zu 52-58% überein. Das 

Molekulargewicht der aktiven NOS (Homodimer) liegt zwischen 260 und 320 kDa 

(iNOS: 262 kDa; eNOS: 266 kDa; nNOS: 322 kDa) (Forstermann et al., 1994; Geller 

and Billiar, 1998). 

2.2.1 Biochemische Eigenschaften und zelluläre Wirkmechanismen von NO 

NO besitzt eine ungerade Elektronenzahl und zählt somit zu den Radikalen. Das 

ungepaarte Elektron ist für die hohe Reaktionsfähigkeit und damit kurze 

Halbwertszeit des Moleküls in biologischen Systemen verantwortlich. NO besitzt eine 

hohe Membrangängigkeit, die trotz der kurzen Halbwertszeit neben autokrinen auch 

parakrine Wirkungen erlaubt (Moncada and Higgs, 1991). NO weist eine hohe 

Affinität zu Hämgruppen auf, was entscheidend für viele seiner physiologischen 

Funktionen ist, da Hämgruppen oder verwandte eisenhaltige prosthetische Gruppen 

essentiell für die Aktivität vieler Enzyme sind (Stamler, 1994). Neben eisenhaltigen 
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Proteinen reagiert NO auch mit schwefelhaltigen Aminosäuren und Proteinen im Blut 

zu S-Nitroso-Verbindungen, aus denen wieder NO freigesetzt werden kann (Stamler 

et al., 1992b). Ein weiterer Reaktionspartner ist molekularer Sauerstoff, der NO zu 

Nitrit und Nitrat oxidiert, welche über die Niere ausgeschieden werden (Kelm, 1999). 

Das Ausmaß jeder dieser Reaktionen ist abhängig von den Bedingungen unter 

denen NO freigesetzt wird (physiologisch oder pathophysiologisch) und von der 

Konzentration der Reaktionspartner.  

 

3 L-Argininstoffwechsel in Endothelzellen 

Als Endothel wird die einzellige Schicht bezeichnet, mit der die Innenwände der 

Gefäße ausgekleidet sind. Es stellt ein wichtiges Gewebe mit autokrinen und para-

krinen Eigenschaften dar und besitzt eine zentrale Bedeutung in der 

Gefäßhomöostase. Durch seine Lage zwischen vorbeiströmendem Blut und 

Gefäßwand interagiert das Endothel mit den zellulären und humoralen Bestandteilen 

beider Kompartimente. Neben der bedeutenden Barrierefunktion gehört zu den 

wichtigsten physiologischen Funktionen des Endothels die Regulation des 

Gefäßtonus und der Gefäßpermeabilität, die Kontrolle des Gefäßwachstums, die 

Vermittlung leukozytenadhäsiver Prozesse, sowie die Aufrechterhaltung eines 

antithrombotischen und profibrinolytischen Zustandes (Furchgott and Zawadzki, 

1980; Vane et al., 1990; Peiro et al., 1995).  

Eine der zentralen und bis heute am besten charakterisierten Substanzen die vom 

Endothel gebildet wird und die an einer Vielzahl der humoralen und zellulären Inter-

aktionen beteiligt ist, stellt NO dar. Erst 1987 wurde entdeckt, dass das zuvor nur als 

Umweltgift bekannte NO vom Säuger produziert wird. Grundlegend waren dafür die 

Versuche von Furchgott und Zawadzki im Jahre 1980, die einen kurzlebigen 

Botenstoff entdeckten, der nach Stimulation mit Acetylcholin und Bradykinin vom 

intakten Endothel gebildet wurde und gemäß seines vasodilatierenden Effektes als 

Endothelium-Derived-Relaxing-Factor (EDRF) bezeichnet wurde (Furchgott and 

Zawadzki, 1980). Palmer et al. und Ignarro et al. konnten 1987 dann den Nachweis 

erbringen, dass es sich bei EDRF um NO handelt (Ignarro et al., 1987; Palmer et al., 

1987). In den darrauffolgenden Jahren wurden weitere Funktionen des endothelial 

gebildeten NO aufgeklärt. Neben der direkten Relaxation der glatten Gefäßmuskel-

zellen limitiert NO auch die Proliferation dieser Zellen (Garg and Hassid, 1989). 
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Geringe Mengen von NO wirken außerdem antiinflammatorisch, indem die 

Expression von Adhäsionsmolekülen für Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten 

reduziert wird (Kubes et al., 1991; De Caterina et al., 1995). Ebenso wird die 

Thrombozytenadhäsion und -aggregation gesenkt und die Permeabilität der 

Membran vermindert (Sneddon and Vane, 1988; Radomski et al., 1993). Viele der 

Zellantworten wie Vasodilatation, Hemmung der Thrombozytenaggregation und 

Wachstumsinhibierung werden über cGMP (cyclic guanosine monophosphate) 

vermittelt. Die Synthese dieses „second messenger“ erfolgt nach Aktivierung der NO-

sensitiven zytoplasmatischen Guanylatzyklase durch Wechselwirkung zwischen NO 

und der Hämgruppe dieses Enzyms, welches in glatten Gefäßmuskelzellen und 

Thrombozyten exprimiert wird (Nathan, 1992; Clementi et al., 1995; Denninger and 

Marletta, 1999). Obwohl NO mit einer Halbwertszeit von ca. 25 ms ein extrem 

kurzlebiges Molekül ist, wirkt es sowohl autokrin als auch parakrin und bildet 

zusammen mit cGMP ein universelles Signaltransduktionssystem (Lancaster, 1994). 

 

Zu den wichtigsten Stimuli einer NO-Bildung im Endothel zählen neben einer Reihe 

von zirkulierenden und lokal freigesetzten Substanzen wie Acetylcholin insbesondere 

auch physikochemische Stimuli wie pulsative Dehnung der Gefäßwand und Scher-

kräfte (Cooke et al., 1991; Moncada et al., 1991). Katalysator der NO-Produktion ist 

die Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS), ein Enzyme des L-Argininstoffwechsels (vgl. 

Kapitel I.2.2). Im Endothel sind zwei Isoformen identifiziert worden. Die konstitutiv 

exprimierte eNOS, die NO in physiologischen Mengen für die Aufrechterhaltung der 

Gefäßhomöostase produziert und die iNOS, welche durch proinflammatorische 

Stimulation (z.B. IL-1 ) induziert werden kann (Kanno et al., 1994; Nathan and Xie, 

1994a). Die dabei erreichte intrazelluläre NO-Konzentration übersteigt die NO-

Synthese durch die eNOS um das 100 bis 1000-fache, was zur Abwehr von 

Mikroorganismen genutzt wird, aber auch Zelltod und Gewebeschädigung zur Folge 

hat (Stenger et al., 1994; Pfeilschifter et al., 1996). Unter physiologischen 

Bedingungen gelangt das Substrat L-Arginin über den kationischen 

Aminosäuretransporter 1 (CAT-1) in die Zellen. Während einer Entzündung wird mit 

der iNOS der kationische Aminosäuretransporter 2B (CAT-2B) koexprimiert, sodass 

vermehrt L-Arginin in die Zelle transportiert werden kann, welches bevorzugt zu NO 

(durch die iNOS) umgesetzt wird (Nathan and Xie, 1994a; Closs et al., 1997; Bansal 

and Ochoa, 2003). 
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Das Endothel reagiert kontinuierlich auf unterschiedliche Einflüsse und garantiert 

somit eine an den jeweiligen Bedarf angepasste NO-Freisetzung.  

 

Der größte Teil des intrazellulären L-Arginins wird nicht von der eNOS, sondern der 

Arginase metabolisiert. Humane Endothelzellen exprimieren grundsätzlich beide 

Arginase-Isoformen (Arginase-1 und -2) (Buga et al., 1996; Li et al., 2001; Bachetti et 

al., 2004), hauptsächlich ist aber die Arginase-2 vorhanden, die überwiegend 

mitochondrial lokalisiert ist (Lim et al., 2007). Aufgrund der Beeinflussung der intra-

zellulären L-Argininverfügbarkeit ist die Arginase in der Lage die NO-Synthese zu 

regulieren. So führen hohe endotheliale Arginase-Aktivitäten zu einem verminderten 

L-Arginin-Angebot für die eNOS, was mit einer reduzierten NO-Synthese einhergeht. 

Das umgekehrte Phänomen, eine Regulation der Arginase durch die eNOS, konnte 

bisher noch nicht nachgewiesen werden (Ming et al., 2004; Ryoo et al., 2006; Lim et 

al., 2007). Eine weitere Funktion der Arginase liegt in der Bereitstellung von 

L-Ornithin, einem Produkt der L-Arginin-Umsetzung (vgl. Abbildung 3). Diese 

nichtproteinogene Aminosäure dient der Polyaminsynthese, die essentiell für die 

Proliferation von Endothelzellen ist (Morrison and Seidel, 1995; Li et al., 2002). Des 

Weiteren kann L-Ornithin zu L-Prolin umgewandelt werden, das für die Biosynthese 

von Kollagen, einem Prolin-reichen Protein, genutzt wird. Kollagen wiederum ist ein 

wichtiges Strukturprotein des Bindegewebes, das sich zwischen Endothelzellen und 

den glatten Gefäßmuskelzellen befindet (Li et al., 2001).  

Die Arginase spielt somit eine wichtige Rolle für die Endothelfunktion durch 

Regulation der NO-Synthese über die L-Argininverfügbarkeit sowie für Wundheilung 

und Angiogenese durch Bereitstellung von L-Ornithin. 

 

In Abbildung 5 ist eine vereinfachte Zusammenfassung des L-Argininstoffwechsels in 

humanen Endothelzellen gegeben. 
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des L-Argininstoffwechsels in humanen En-
dothelzellen. Die iNOS und CAT-2B, welche erst unter inflammatorischen Bedingungen 
koexprimiert werden, sind nicht dargestellt. CAT-1: kationischer Aminosäuretransporter 1; 
eNOS: endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase; NO: Stickstoffmonoxid; ODC: Ornithin-
Decarboxylase; P5C: Pyrrolin-5-Carboxylat. Verändert nach Huynh and Chin-Dusting, 2006. 

 

4 L-Arginin/NO-Stoffwechsel in Erythrozyten 

Bis vor kurzem wurde angenommen, dass endothelial gebildetes NO aufgrund der 

äußerst geringen Halbwertszeit ausschließlich parakrin in der Gefäßwand wirkt und 

somit für die lokale Kontrolle des Gefäßtonus und des Blutflusses wichtig ist. Der 

größte Teil des im Endothel gebildeten NO reagiert im Plasma in Anwesenheit von 

molekularem Sauerstoff unmittelbar zu Nitrit. Dieses diffundiert in Erythrozyten und 

wird anschließend in Gegenwart von oxygeniertem Hämoglobin (Häm-Fe2+) im 

Erythrozyten unter Methämoglobinbildung (Häm-Fe3+) zu Nitrat kooxidiert. Nitrat stellt 

das stabile vasoinaktive Endprodukt des L-Arginin-NO-Stoffwechselweges dar und 

wird mit dem Urin ausgeschieden. Alternativ kann NO direkt in Erythrozyten 

diffundieren und dort mit oxygeniertem Hämoglobin zu Nitrat und Methämoglobin 

reagieren (Kelm, 1999). Neben molekularem Sauerstoff können auch reaktive 

Sauerstoffspezies wie Superoxidanionen, Wasserstoffperoxid und Hydroxylradikale, 
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die in unterschiedlichen Konzentrationen und in verschiedenen Zellen und Organen 

vorkommen, am Abbau von NO beteiligt sein (Sies, 1991). Mittlerweile gibt es jedoch 

Hinweise, dass NO in bioaktiver Form an Thiole gebunden gespeichert, transportiert 

und somit auch systemisch (endokrin) wirksam werden kann (Stamler et al., 1992b). 

Im humanen Plasma wurden langlebige S-Nitrosothiole im nano- bis mikromolaren 

Bereich nachgewiesen, die eine Halbwertszeit von bis zu 40 min aufweisen. Sie ent-

stehen durch Reaktion von NO mit den Thiolgruppen von im Plasma zirkulierenden 

Proteinen oder freien Aminosäuren (Kelm, 1999; Rassaf et al., 2002). Mit mehr als 

80% stellt S-Nitrosoalbumin den größten Teil der S-Nitrosothiole im Plasma dar 

(Stamler et al., 1992a). In niedrigeren Konzentrationen liegen S-Nitrosoglutathion 

und S-Nitrosocystein vor (Butler and Rhodes, 1997). Die NO-Freisetzung aus den 

plasmatischen Speichern erfolgt durch Reaktion mit Übergangsmetallen (v.a. Cu2+-

Ionen) (Al-Sa'doni et al., 1997) oder Askorbat (Scorza et al., 1997). 

 

Primär erfüllen Erythrozyten im Organismus die lebenswichtige Aufgabe des 

Gastransportes. Sauerstoff, welcher reversibel an das zweiwertige Häm-Eisen 

angelagert ist (Oxygenierung), wird ins Gewebe und im Austausch ein Teil des dort 

entstandenen Kohlendioxids zur Lunge transportiert. Bei Erythrozyten handelt es sich 

um zellorganellfreie Blutzellen, die lediglich durch ihre Membran vom Blutplasma 

abgegrenzt sind. Sie besitzen eine bikonkave Form, wodurch sie verglichen mit 

runden Zellen, besser deformierbar sind. Augrund des hohen Hämoglobingehaltes 

(ca. 66% der erythrozytären Proteine) und der Reaktion von NO mit Oxyhämoglobin 

zu Nitrit und Nitrat, wurden Erythrozyten im Zusammenhang mit NO ausschließlich 

als NO-abbauende Blutbestandteile betrachtet (Doyle and Hoekstra, 1981; 

Lancaster, 1994; Kelm, 1999). Kürzlich wurde gezeigt, dass Erythrozyten NO auch 

reversibel binden können, transportieren und innerhalb des kardiovaskulären 

Systems wieder freisetzen (Jia et al., 1996; Gow et al., 1999; Wolzt et al., 1999; 

Gladwin et al., 2000; McMahon et al., 2000; McMahon et al., 2002; Schechter and 

Gladwin, 2003). Dies erfolgt nach Oxygenierung des Häms in der Lunge durch 

Bindung von NO an das Cystein-93 des Hämoglobins, was in einer Bildung von S-

Nitrosohämoglobin (SNO-Hb) resultiert, wodurch das NO in einem bioaktiven Status 

bleibt. In der Peripherie wird der Sauerstoff wieder abgegeben und das 

Oxyhämoglobin geht von der entspannten Form in die gespannte 

Desoxyhämoglobin-Form über. Diese Strukturänderung führt auch zur Freisetzung 
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des am Cystein-93 gebundenen NO, was wiederum eine Gefäßdilatation zur Folge 

hat (Jia et al., 1996; Stamler et al., 1997; Singel and Stamler, 2005). Neben den 

Thiolgruppen im Hämprotein bindet NO auch an das zweiwertige Eisen im 

Desoxyhämoglobin, wodurch Nitrosylhämoglobin (Hb(FeII)-NO) entsteht (Gross and 

Lane, 1999). Beide Intermediate (Nitroso- und Nitrosylhämoglobin) dienen als stabile 

Speicher von NO, die später bioaktives NO freisetzen können. Dabei ist die arterielle 

und venöse Verteilung von Hb(FeII)-NO umgekehrt zu jener von SNO-Hb. Die 

Konzentration von Hb(FeII)-NO ist in desoxygenierten Erythrozyten höher, was 

darauf hindeutet, dass der Anteil an nitrosylierten Hämprotein-Thiolen und 

nitrosyliertem Häm-Eisen vom Oxygenierungsstatus des Blutes abhängig ist (Jia et 

al., 1996). Neben dem Hämoglobin ist auch Glutathion (GSH), welches ebenfalls in 

hoher Konzentration im Erythrozyten vorkommt, am NO-Stoffwechsel beteiligt. Die 

Thiolgruppe des GSH reagiert mit NO zu S-Nitrosoglutathion (GSNO). Dieses kann 

NO später unter sauren Bedingungen wieder abgeben (Hogg et al., 1996). 

 

Erythrozyten scheinen jedoch nicht nur passiv über SNO-Hb, Hb(FeII)-NO und 

GSNO am NO-Stoffwechsel beteiligt zu sein. Neuere Untersuchungen bestätigen 

eine ältere Hypothese von Doyle et al., nach der auch im humanen Organismus NO 

aus Nitrit gebildet werden kann (Doyle and Hoekstra, 1981). Es konnte gezeigt 

werden, dass intraerythrozytär gespeichertes Nitrit nichtenzymatisch durch das 

reduktive Potential von Desoxyhämoglobin bei niedriger Sauerstoffkonzentration in 

NO umgewandelt wird (Reutov and Sorokina, 1998; Cosby et al., 2003; Dejam et al., 

2004; Robinson and Lancaster, 2005; Singel and Stamler, 2005). Die enzymatische 

Synthese des in der Blutzirkulation befindlichen NO wurde bis vor kurzem 

ausschließlich dem Endothel zugeschrieben. Kleinbongard et al. konnten zeigen, 

dass neben den Endothelzellen auch humane Erythrozyten eine aktive und 

funktionelle NOS besitzen, die NO aus L-Arginin in physiologisch relevanten Mengen 

synthetisiert und zum zirkulierenden NO-Pool beiträgt (Kleinbongard et al., 2006). In 

mittels Gold-Labeling untersuchten Gefrierschnitten konnte die erythrozytäre NOS 

sowohl im Zytoplasma als auch in der Plasmamembran von Erythrozyten lokalisiert 

werden. Reguliert wird sie wie die endotheliale Isoform durch die Konzentration ihres 

Substrats L-Arginin, durch die intrazelluläre Kalziumkonzentration und Phosphory-

lierung an Serin- und Threoninresten. Das synthetisierte NO dient nicht nur zur 

Aufrechterhaltung des zirkulierenden NO-Pools und der Vasodilatation, sondern 
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inhibiert auch die Thrombozytenaggregation (Radomski et al., 1992; de Belder et al., 

1994). Weiterhin hat es Einfluss auf die Deformierbarkeit der Erythrozytenmembran, 

was entscheidend für die Passage durch die Mikrovaskulation ist (Bor-Kucukatay et 

al., 2003; Kleinbongard et al., 2006). 

 

Neben der eNOS weisen humane Erythrozyten noch ein weiteres Enzym des 

L-Argininstoffwechsels auf. Verschiedene Veröffentlichungen belegen das Vor-

handensein der Arginase. Ihr gemeinsames Substrat L-Arginin gelangt wie auch bei 

Endothelzellen über den kationischen Aminosäuretransporter-1 (CAT-1) in die 

Erythrozyten (Angelo et al., 1996; Shima et al., 2006). Die kernhaltigen 

Vorläuferzellen exprimieren beide Isoformen (Arginase-1 und -2), während in reifen 

Erythrozyten ausschließlich die Arginase-1 detektiert wird (Azizi et al., 1970; Beruter 

et al., 1978; Spector et al., 1985; Kim et al., 2002). Die Bestimmung der Arginase-

Aktivität in humanen Erythrozyten dient z.B. zur Diagnose der selten vererbten 

Harnstoffzyklus-Stoffwechselkrankheit Hyperargininämie (Arginase-1-Defizienz) 

(Michels and Beaudet, 1978; Grody et al., 1989). 

 

In Abbildung 6 ist der L-Arginin- und NO-Stoffwechsel in Erythrozyten zusammen-

gefasst. 
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des L-Arginin/NO-Stoffwechsels in humanen 
Erythrozyten. ARG: Arginase-1; CAT-1: kationischer Aminosäuretransporter 1; eNOS: 
endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase; GSH: Glutathion; GSNO: S-Nitrosoglutathion; Hb: 
Hämoglobin; HbO2: Oxyhämoglobin (Fe2+); MetHb: Methämoglobin (Fe3+); SNO-Hb: S-
Nitosohämoglobin (am Cystein-93); Hb(FeII)-NO: Nitrosylhämoglobin; NO: Stickstoff-
monoxid; NO2

-: Nitrit; NO3
-: Nitrat (stabiles Oxidationsprodukt von NO); RSH: Thiolgruppen in 

Plasmaproteinen oder freien Aminosäuren; RSNO: S-Nitrosothiole (S-Nitrosoalbumin, 
-cystein und -glutathion). 

Erythrozyten sind somit nicht nur Abbauort von NO, sondern auch ein regulatorischer 

Bestandteil der vaskulären NO-Verfügbarkeit. Sie nehmen eine zentrale Rolle in der 

Regulation des Gefäßtonus und Thrombozytenaggregation ein und tragen damit 

neben dem Endothel zur Gefäßhomöostase bei. 
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5 Kakao - nicht nur ein Genussmittel 

Der uns heute bekannte Kakao wird durch Röstung der getrockneten und 

anschließend fermentierten Kakaobohnen (Samen) des Kakaobaums Theobroma 

cacao gewonnen. Bereits mehr als tausend Jahre v. Chr. wurde Kakao von den 

Olmeken in der Region am Golf von Mexiko konsumiert. Bei mittelamerikanischen 

Kulturen wie den Mayas und Azteken war 600 v. Chr. der Genuss von Kakao nur 

Mitgliedern des höheren Standes vorbehalten (Hurst et al., 2002). Aus diesem Grund 

gab der schwedische Botaniker Carl von Linné dem Kakaobaum den Namen 

Theobroma cacao (aus griech. theos: „Gott“ und broma: „Speise“). Mit der Eroberung 

des Aztekenreiches durch die Spanier gelangte der Kakao im 16. Jahrhundert nach 

Europa. Schon seit mehreren Jahrhunderten wird dem Kakao eine heilende Wirkung 

zugeschrieben. Bei den Mayas und Azteken handelte es sich quasi um ein „Allround-

Heilmittel“, welches bei Magenschmerzen, Darmblutungen, Wunddesinfektionen, 

aber auch zur Geburtseinleitung und zur Behandlung von äußeren Entzündungen 

und Wundstellen verwendet wurde. Auch die Europäer verwendeten den Kakao zu 

medizinischen Zwecken wie z.B. zur Gewichtszunahme, zur Stimulation des 

Nervensystems und zur Verbesserung der Nieren- und Blasenfunktion. Mehr als 100 

Indikationen für den medizinischen Einsatz des Kakaos sind überliefert (Dillinger et 

al., 2000). 

Die gesundheitsfördernde Wirkung des Kakaos wird heutzutage bestimmten 

Inhaltsstoffen zugeschrieben, u.a. den Flavonoiden. Dabei handelt es sich um 

sekundäre Pflanzenstoffe, die neben Phenolsäuren, Lignanen und Stilbenen zu den 

pflanzlichen Polyphenolen gehören. Sie sind ubiquitär in pflanzlicher Nahrung 

(Gemüse, Obst, Nüssen, Getreide, Hülsenfrüchten etc.) und in Getränken (Wein, 

Bier, Tee, Kakao etc.) vorhanden (Scalbert and Williamson, 2000). Als Farb- oder 

Geschmacksstoffe dienen sie den Pflanzen zur Abwehr von Fraßfeinden oder zum 

Anlocken von Insekten für die Bestäubung. Weiterhin schützen Flavonoide die 

Pflanze gegen Schädigung durch UV-Licht und dienen als Abwehrstoffe gegen Pilz- 

und Bakterien-Infektionen. Allen gemein ist das trizyklische Grundgerüst (C6-C3-C6), 

dem Flavan (2-Phenylchroman), eine aus zwei aromatischen Ringen (A und B) und 

einem O-heterozyklischen Ring (C) aufgebaute C15-Struktur (vgl. Abbildung 7).  
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Abbildung 7: Flavan (2-Phenylchroman): Das Grundgerüst der Flavonoide . 

Die Flavonoide werden nach dem Oxidationsgrad des C-Rings in verschiedene 

Klassen eingeteilt: Flavanone, Flavanonole, Flavanole, die auch als Catechine 

bezeichnet werden, Flavone, Flavonole und Anthocyanidine (vgl. Tabelle 1). Das 

Grundgerüst kann zahlreiche Substituenten tragen. Ring A weist in vielen Fällen 

Hydroxylgruppen an den Positionen 5 und 7 auf, Ring B kann in 4’-Position, 3’,4’-

Position oder in 3’,4’,5’-Position hydroxyliert sein, wobei meist die 3’,4’-

Dihydroxylierung vorliegt (Rice-Evans et al., 1996; Croft, 1998). Die Hydroxylgruppen 

können wiederum alkyliert, acyliert, sulfatiert oder mit Mono-, Di- und seltener auch 

Trisacchariden verknüpft sein. Während Hydroxylgruppen und Zuckerreste die 

Wasserlöslichkeit erhöhen, machen andere Substituenten wie Methoxy- oder 

Acylgruppen Flavonoide lipophil. Derzeit sind etwa 6500 verschiedene Flavonoide 

bekannt. 
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Tabelle 1: Flavonoid-Klassen mit dem typischen Hydroxylierungsmuster. Die Einteilung 
erfolgt anhand des Oxidationsgrades des C-Rings. Die Hydroxylierung im B-Ring kann in 4’-, 
3’,4’- oder 3’,4’,5’-Position erfolgen. R = H, Alkylrest, Acylrest, Sulfat oder Zucker. Verändert 
nach Watzl and Rechkemmer, 2001. 

Flavonoid Struktur Beispiel Vorkommen (z.B.) 

Flavanone 

 

Hesperidin 

Naringenin 

Orange 

Grapefruit 

Flavanonole 

 

Taxifolin 

 

Ginkgo 

Flavanole  

(Catechine) 

 

Catechin 

Epicatechin 

Rotwein 

Dunkle Schokolade 

Flavone 

 

Apigenin 

Luteolin 

Paprika 

Sellerie 

Flavonole  

 

Kämpferol 

Quercetin 

Endivie  

Zwiebeln 

Anthocyanidine 

 

Cyanidin  

Malvidin 

Kirschen 

Rote Trauben 
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Aufgrund ihres ubiquitären Vorkommens werden Flavonoide mit nahezu jedem 

pflanzlichen Nahrungsmittel eingenommen. Die tägliche Aufnahme ist jedoch 

abhängig von der Esskultur in verschieden geographischen Regionen und verbunden 

mit den verwendeten Nahrungsmitteln. Eine Bestimmung der täglichen Flavonoid-

aufnahme ist daher schwierig. In der Literatur schwanken die Angaben bezüglich der 

Flavonoidaufnahme zwischen 20 mg und 1 g pro Tag (Kühnau, 1976; Hertog et al., 

1993). Hollman und Katan beschreiben eine durchschnittliche Flavonoidaufnahme 

von mehreren hundert Milligramm pro Tag (Hollman and Katan, 1999). Nach Scalbert 

und Williamson werden mit der Nahrung (insbesondere Früchte und Getränke) pro 

Tag ca. 1 g Polyphenole aufgenommen. Ein Drittel davon machen Phenolsäuren 

aus, bei den restlichen zwei Dritteln handelt es sich um Flavonoide. Unter den 

Flavonoiden werden hauptsächlich Flavanole in monomerer und polymerer Form 

(Procyanidine), sowie Anthocyane konsumiert (Scalbert and Williamson, 2000). Die 

tägliche Anthocyanaufnahme (vorwiegend über Beeren, Rotwein und Säfte) beträgt 

ungefähr 80 mg. Die durchschnittliche Flavanolaufnahme beläuft sich auf ca. 

18-50 mg/d (Monomere) und 100-500 mg/d (Procyanidine) (Deprez et al., 2000; 

Manach et al., 2005). Die vorherrschenden Aufnahmequellen sind dabei Beeren, 

Rotwein, Tee, Äpfel und Kakao (Sanoner et al., 1999; Foo et al., 2000; Auger et al., 

2004).  

5.1 Flavonoide in Kakaobohnen 

Innerhalb der Kakaobohne werden Flavonoide in so genannten Polyphenolspeicher-

zellen (Pigmentzellen) der Kotyledonen (Keimblätter) gespeichert. Der Flavonoid-

anteil in unfermentierten (frischen) Kakaobohnen beträgt 12-18% der entfetteten 

Trockenmasse (im Folgenden abgekürzt als ff TM) (Bravo, 1998). Ausgehend vom 

Gesamtflavonoidgehalt gehören 37% zu den Flavanolen, 58% zu den aus ihnen 

gebildeten oligo- und polymeren Procyanidinen und 4% zu den Anthocyanen. Das 

restliche 1 % setzt sich aus verschiedenen Flavonoidklassen zusammen, die nur 

einen geringen Gehalt in Kakaobohnen aufweisen (Adamson et al., 1999; 

Hammerstone et al., 1999; Lazarus et al., 1999; Hammerstone et al., 2000).  

Unter den Flavanolen dominiert das, in Kakaobohnen 1931 erstmals identifizierte, 

monomere (-)-Epicatechin (Adam et al., 1931). Der Anteil in unfermentierten 

Kakaobohnen schwankt in Abhängigkeit von der Kakaosorte, dem Reifegrad und der 
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Anbautechnik zwischen dem niedrigsten gemessen Wert von 15 g und dem höchsten 

von 43 g pro kg ff TM. Der Gehalt des entsprechenden diastereomeren Moleküls  

(+)-Catechin ist im Keimblatt unfermentierter reifer Kakaobohnen deutlich geringer 

(0,14 bis 0,65 g pro kg ff TM) (Kim and Keeney, 1984; Gotti et al., 2006; Tomas-

Barberán et al., 2007). Neben den monomeren Flavanolen (-)-Epicatechin und 

(+)-Catechin enthält das Speicherkeimblattgewebe der Kakaobohnen auch oxidativ 

oligomerisierte Flavanole, die Proanthocyanidine. Solche, die nur aus Catechin- 

und/oder Epicatechin-Untereinheiten bestehen, bezeichnet man als Procyanidine. 

Anhand der Polymerisierungsposition unterscheidet man den A-Typ und den in der 

Natur weitaus häufigeren B-Typ. Bei letzterem findet die oxidative Kondensation der 

Flavanol-Untereinheiten zwischen dem Kohlenstoff C4 und dem Kohlenstoff C6 oder 

C8 der benachbarten Flavanoleinheit statt. Aufgrund der Dominanz von (-)-Epicate-

chin setzen sich die Procyanidine in Kakaobohnen hauptsächlich aus (-)-Epicatechin-

Untereinheiten zusammen. In der Literatur werden Procyanidine mit bis zu 12 

Untereinheiten (Dodecamer) in unfermentierten reifen Kakaobohnen beschrieben 

(Porter et al., 1991; Hammerstone et al., 1999). Das mengenmäßig wichtigste 

Procyanidin in Kakaobohnen stellt das Dimer B2 dar, gefolgt von dem Trimer C1 und 

dem Dimer B5 (vgl. Abbildung 8). 
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                           (-)-Epicatechin                                                    (+)-Catechin                 

                   

                          Procyanidin Dimer B2                                            Procyanidin Dimer B5       

 

      

                    Procyanidin Trimer C1                                       Procyanidin Oligomer (n = 2-10)             

Abbildung 8: Haupt-Flavonoide in Kakaobohnen (Theobroma cacao).  
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Anthocyane, die mit 4% des Flavonoidanteils in Kakaobohnen vertreten sind, werden 

in unterschiedlicher Konzentration in die Polyphenolspeicherzellen der Keimblätter 

eingelagert, deren Färbung dadurch von Tiefviolett über Rosa bis zu Gelblich-Weiß 

variiert. Die mengenmäßig wichtigsten Anthocyane sind Cyanidin-3- -D-Galaktosid 

und Cyanidin-3- -L-Arabinosid (Forsyth and Quesnel, 1957).  

 

 

R = Galaktose: Cyanidin-3- -D-Galaktosid 

R = Arabinose: Cyanidin-3- -L-Arabinosid 

 

Abbildung 9: Anthocyane in Kakaobohnen (Theobroma cacao).  

 

Forsyth et al. konnten in Kakaobohnen erstmals ein weiteres diastereomeres 

Flavanolpaar, (-)-Epigallocatechin und (+)-Gallocatechin, in geringen Mengen 

identifizieren (Forsyth, 1955). Das Vorkommen der beiden Flavanole konnte in 

jüngeren Publikationen jedoch nicht immer bestätigt werden. Sánchez-Rabaneda et 

al. konnten trotz gezielter Suche nicht einmal Spuren von (-)-Epigallocatechin und 

(+)-Gallocatechin in Kakaobohnen nachweisen (Sánchez-Rabaneda et al., 2003). 

Neben den dominierenden B-Typ Procyanidinen konnten auch dimere und trimere 

Procyanidine des A-Typs identifiziert werden, die mit Arabinose oder Galaktose 

verknüpft sind. Im A-Typ sind die Flavanol-Untereinheiten neben der Kohlenstoff-

bindung zwischen C4 und C8 durch eine weitere Etherbindung zwischen dem 

Kohlenstoff C2 und dem Sauerstoff O7 verknüpft. Am häufigsten ist der Kohlenstoff 

C4 mit dem Kohlenstoff C8 und der Kohlenstoff C2 mit dem Sauerstoff O7 der 

benachbarten Untereinheit verbunden. Im Falle des trimeren Procyanidins sind die 

Flavanoleinheiten mit einer A-Typ-Bindung (zwei Bindungsstellen) und einer B-Typ-

Bindung (eine Bindungsstelle) verknüpft (Porter et al., 1991; Hatano et al., 2002). 

In geringen Mengen konnte auch das Flavonol Quercetin und einige seiner Glykoside 

in Kakaobohnen gefunden werden (Jalal and Collin, 1977; Sánchez-Rabaneda et al., 

2003). 
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                            (-)-Epigallocatechin                                           (+)-Gallocatechin                  

 

               

               Procyanidin Dimer A2                                            Procyanidin Timer (A-Typ)                   

 

 

Quercetin 

Abbildung 10: Flavonoide, die in geringen Mengen in Kakaobohnen von Theobroma 

cacao enthalten sind. Flavanole: (-)-Epigallocatechin und (+)-Gallocatechin; A-Typ 
Procyanidine: R = H, Arabinose oder Galaktose; Flavonol: Quercetin, R = H, Arabinose, 
Glukose, Galaktose oder Glukuronsäure. 

 

In der Literatur wird auch das Vorkommen bestimmter Flavone (Apigenin, Luteolin 

und einige der Glykoside) und Flavanone (Naringenin und dessen 7-O-Glukosid) 

beschrieben (Sánchez-Rabaneda et al., 2003; Tomas-Barberán et al., 2007). Da 

diese jedoch nur in Spuren im Keimblattgewebe der Kakaobohnen vorhanden sind, 

ist anzunehmen, dass sie bezüglich des Gesamtflavonoidgehaltes von 

untergeordneter Bedeutung sind. 
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5.2 Physiologische Effekte von Flavonoiden 

Es ist seit vielen Jahren bekannt, dass ein bestimmtes Ernährungsverhalten den 

allgemeinen Gesundheitszustand beeinflussen und vor chronischen Krankheiten 

schützen kann. Epidemiologische Studien weisen auf eine inverse Korrelation 

zwischen dem regelmäßigen Konsum Flavonoid-reicher Lebensmittel und dem 

Risiko für bestimmte Krebserkrankungen (Knekt et al., 1997), Schlaganfälle (Keli et 

al., 1996) und koronare Herzerkrankungen hin (Hertog et al., 1993; Hertog et al., 

1995; Knekt et al., 1996; Rimm et al., 1996; Hertog et al., 1997). Ähnliche Effekte 

werden auch für Flavanol-reiche Nahrungsmittel beschrieben. Die Einnahme 

Flavanol-reicher Produkte wie Tee, Rotwein und Fruchtsäfte führt entsprechend 

epidemiologischer Studien zu einem verminderten Risiko für bestimmte Krebser-

krankungen, Immundysfunktionen und koronare Herzerkrankungen (Nakachi et al., 

1998; Stein et al., 1999; Hirata et al., 2004; Janszky et al., 2005; Williamson and 

Manach, 2005). Neuere Studien belegen dies auch für Kakao und Schokolade (Wan 

et al., 2001; Carnesecchi et al., 2002; Engler et al., 2004; Alspach, 2007; Cooper et 

al., 2008). Zurückzuführen ist dies vermutlich auf Flavanol-vermittelte Effekte wie z.B. 

die Verbesserung der Vasodilatation (Fisher et al., 2003; Heiss et al., 2003), die 

Senkung des Blutdrucks (Taubert et al., 2003), die Modulation der Insulin-Resistenz 

und Glukose-Toleranz (Grassi et al., 2005), der verminderten Thrombozyten-

reaktivität (Holt et al., 2002b) und die Verbesserung der Immunantwort und des 

antioxidativen Abwehrsystems (Keen et al., 2005; Sies et al., 2005). Die molekularen 

Wirkungsmechanismen der Flavanole werden von zahlreichen in vitro und ex vivo 

Untersuchungen abgeleitet. Da einige Erkrankungen wie Arteriosklerose, Krebs und 

chronische Entzündung im Zusammenhang mit oxidativem Stress stehen (Halliwell, 

1994), wird hauptsächlich das hohe antioxidative Potential der Kakao-Flavanole als 

mögliche Erklärung für die gesundheitsfördernden Eigenschaften herangezogen 

(Salah et al., 1995; Sanbongi et al., 1998). Dies beruht auf ihrem niedrigen Redox-

potential, wodurch sie in der Lage sind reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies 

durch Abgabe eines Wasserstoffatoms zu reduzieren und damit zu desaktivieren. 

Weiterhin bilden sie mit Ionen von Übergangsmetallen Chelatkomplexe (Bors et al., 

1990; Rice-Evans et al., 1996). Eine wichtige Rolle spielt dabei die spezifische 3’,4’-

Dihydroxylierung (Catecholstruktur) des B-Rings. Neben der Fähigkeit als Radikal-

fänger sind Flavanole auch in der Lage zelluläre Signalwege, die Genexpression und 

Proteinaktivität zu beeinflussen, sowie Eigenschaften von Zellmembranen und 
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Rezeptorfunktionen zu verändern (Middleton et al., 2000; Spencer et al., 2001b; 

Scalbert et al., 2005). 

5.3 Biokinetik der Flavonoide 

Eine mögliche in vivo Beeinflussung durch Flavonoide ist abhängig von deren 

Bioverfügbarkeit, d.h. von deren Aufnahme in den systemischen Kreislauf, ihrer 

Metabolisierung, Verteilung sowie Ausscheidung. In Abbildung 11 ist der 

Stoffwechselweg der mit der Nahrung aufgenommenen Flavonoide beim Menschen 

schematisch dargestellt. 

 

 

Abbildung 11: Stoffwechselmodell für mit der Nahrung aufgenommene Flavonoide im 
Menschen. Scalbert and Williamson, 2000. 

Die in vivo Bioverfügbarkeit, Resorption und der Stoffwechsel von Flavonoiden ist 

noch Gegenstand intensiver Untersuchungen. Unterschiedliche Klassen, Hydroxy-

lierungsmuster, Substituenten und Polymerisierungsgrad machen es unmöglich eine 

allgemeine Biokinetik für Flavonoide zu erstellen. Nachfolgend wird ein detaillierter 

Überblick der bis heute erlangten Erkenntnisse über Resorption, Metabolismus, 

Verteilung und Ausscheidung des im Kakao dominierenden monomeren Flavanols 

(-)-Epicatechin (weiterhin nur Epicatechin) und der daraus gebildeten oligomeren 

Procyanidine gegeben.  
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5.3.1 Präresorptionsereignisse 

Ob die mit der Nahrung aufgenommenen Flavanole den Dünndarm in ihrer nativen 

Form erreichen, hängt von möglichen Präresorptionsereignissen in Mundhöhle und 

Magen ab. Versuche mit Flavanolen aus grünem Tee deuten darauf hin, dass 

Speichel nur einen geringen oder gar keinen Einfluss auf die Stabilität dieser 

Verbindungen hat (Tsuchiya et al., 1997). Ebenso scheinen auch Procyanidine nicht 

direkt nach oraler Einnahme durch den Speichel modifiziert zu werden (Spencer et 

al., 2001b). Neben einer Verstoffwechselung muss auch noch eine mögliche 

Interaktion der Flavanole mit den im Speichel enthaltenen Proteinen in Betracht 

gezogen werden. Catechin zeigt eine höhere Affinität zu Prolin-reichen Proteinen im 

Speichel als Epicatechin. Procyanidin-Dimere, welche über eine C4-C8 Bindung 

verknüpft sind, haben eine höhere Affinität zu Prolin-reichen Proteinen als solche die 

über eine C4-C6 Bindung verknüpft sind (de Freitas and Mateus, 2001). 

 

In vitro Untersuchungen zeigen, dass monomere Flavanole wie Epicatechin im 

Magensaft (pH 1-3) stabil bleiben. Fraglich ist bis heute, ob die oligomeren Procyani-

dine während der Passage durch den Gastrointestinaltrakt zum Teil in ihre Epicate-

chin-Monomere aufgespalten werden, welche anschließend resorbiert werden 

könnten. Spencer et al. geben Hinweise darauf, dass aus Theobroma cacao isolierte 

Procyanidine (Dimer-Decamer) unter sauren Bedingungen, wie sie im Magensaft 

vorliegen, zu Epicatechin-Monomeren und -Dimeren gespalten werden (Spencer et 

al., 2000). Einer in vivo Untersuchung zufolge bleiben Procyanidine nach Einnahme 

von Kakao im menschlichen Verdauungssystem jedoch stabil (Rios et al., 2002). 

5.3.2 Resorption und Metabolisierung im Dünndarm 

Über das Duodenum (Zwölffingerdarm) gelangen die Flavanole vom Magen in den 

Jejunum (Leerdarm). Der pH-Wert steigt nun von 2,0 auf 8,5 an. Es ist bekannt, dass 

polyphenolische Verbindungen mit einer Catecholstruktur in alkalischer Umgebung 

oxidiert werden. Epicatechin und die daraus gebildeten Procyanidine besitzen eine 

solche Catecholstruktur im B-Ring (3’,4’-ortho-dihydroxylierung). In einer komplexen 

Lebensmittelmatrix ist es jedoch wahrscheinlich, dass pH-Änderungen gepuffert 

werden und die Oxidation von Epicatechin und Procyanidinen während der 

intestinalen Passage wenn überhaupt nur geringfügig stattfindet.  
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Viele Studien weisen darauf hin, dass die Resorption der mit der Nahrung 

aufgenommenen Flavanole zum Großteil im Dünndarm (Jejunum und Ileum) 

stattfindet und während der Passage vom Darmlumen zur Leber schon eine umfang-

reiche Metabolisierung erfolgt (Cheng et al., 1999; Crespy et al., 1999; Terao, 1999). 

Die Resorption sowie die anschließende Metabolisierung in Enterozyten wird im 

Wesentlichen von der chemischen Struktur, der Größe, dem Polymerisierungsgrad 

und der Löslichkeit der Moleküle bestimmt (Lin et al., 1999). Im Gegensatz zu den 

meisten Flavonoiden liegen Flavanole in nativer Form als Aglykone vor und sind 

daher in der Lage die Enterozytenmembran mittels passiver Diffusion zu passieren 

(Aherne and O'Brien, 2002; Starp et al., 2006). Die Resorption der oligomeren 

Procyanidine ist noch nicht geklärt. Sie werden wenn überhaupt nur geringfügig im 

Dünndarm resorbiert. Von oligo- und polymeren Procyanidinen sind nach dem 

Konsum von Kakaoextrakten allenfalls Dimere (B2 und B5) in geringen Mengen (in 

ca. 100-fach geringerer Konzentration als Epicatechin) im Blut nachweisbar (Holt et 

al., 2002a). Aufgrund der fehlenden Resorption bleiben ihre biologischen Wirkungen 

auf den Gastrointestinaltrakt beschränkt. Dort schützen sie die intestinale Mukosa 

vor oxidativem Stress und dem Einfluss von Karzinogenen und können somit 

möglicherweise Darmkrebs vorbeugen (Williamson and Manach, 2005).  

 

Schon während des Transfers von der mukosalen zur serosalen Seite finden im 

Enterozyten umfangreiche Metabolisierungsschritte des zuvor resorbierten Epicate-

chins statt (Spencer et al., 1999). Zu diesen zählen Glukuronidierung und/oder 

Methylierung von Hydroxylgruppen. Die Konjugation der Aglykone an Glukuronsäure 

wird dabei von dem Phase-II-Enzym Uridin-5’-diphosphat-glukuronyltransferase 

(UGT) katalysiert (Strassburg et al., 1998; Strassburg et al., 1999). Die O-

Methylierung von bereits glukuronidierten Epicatechin-Derivaten, aber auch von noch 

unmetabolisiertem Epicatechin wird von der Catechol-O-Methyltransferase (COMT) 

katalysiert (Mannisto and Kaakkola, 1999). Beide Enzyme (UGT und COMT) weisen 

eine hohe Spezifität für 3’,4’-ortho-dihydroxylierte Flavonoide wie Epicatechin auf. 

Wichtig für die Metabolisierungsreaktionen ist auch, in welchem Teil des Dünndarms 

(Jejunum oder Ileum) die Resorption erfolgt. Kuhnle et al. konnten anhand von 

Perfusionsversuchen mit Epicatechin an isoliertem Ratten-Dünndarm belegen, dass 

nach Transport durch den Jejunum vorwiegend ( 45%) die glukuronidierte Form (an 

C5 und C7) vorliegt (Kuhnle et al., 2000). Auch 3’- und 4’-O-methylierte (30%) und 
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O-methylglukuronidierte Formen (20%) sind stark vertreten. Im Gegensatz dazu 

findet im Ileum nur eine geringfügige Metabolisierung von Epicatechin statt. Dies ist 

wahrscheinlich auf den niedrigen Gehalt an Phase I und II Enzymen zurückzuführen 

(Spencer et al., 1999). Diese Beobachtungen konnten auch nach Verzehr Flavanol-

reicher Kost in Humanstudien reproduziert werden (Donovan et al., 1999). 

5.3.3 Resorption und Metabolismus im Kolon 

Epicatechin, welches nicht im Dünndarm resorbiert wurde erreicht das Kolon 

(Grimmdarm). Dort wird es über das Kolonepithel dem Blutkreislauf zugeführt oder 

abgebaut. Die Degradation durch die vorliegende Mikroflora (ca. 1012 Mikro-

organismen/cm3) führt zu einer Fülle von neuen Metaboliten. Bakterielle Enzyme 

katalysieren vielseitige Reaktionen wie Hydrolyse, Dehydroxylierug, Demethylierung 

und Decarboxylierung. Weiterhin können Mikroorganismen im Kolon den 

heterozyklischen Ring spalten, was zu verschiedenen Phenolsäuren führt. (Rechner 

et al., 2002; Spencer, 2003). Das 5,7,3’,4’-Hydroxylierungsmuster von Epicatechin ist 

anfällig für Hydrolyse und Ringöffnung (Griffiths, 1982). Die Degradation führt daher 

zu kleineren Phenolsäuren und Valerolaktonen wie 3,4-Dihydrophenylessigsäure, 

3-Hydroxyphenylessigsäure, Homovanillinsäure und deren Konjugate sowie 

verschiedene -Phenylvalerolaktone. Die mit der Nahrung aufgenommenen 

Procyanidine werden nur geringfügig im Dünndarm resorbiert und erreichen somit 

fast vollständig das Kolon. In vitro Versuche deuten darauf hin, dass auch 

Procyanidine durch die dort vorherrschenden Mikroorganismen zu niedermolekularen 

Phenolsäuren wie Phenylessigsäure, Phenylpropionsäure, Phenylvaleriansäure, 

sowie deren meta- oder para-monohydroxylierten Derivate abgebaut werden (Deprez 

et al., 2000). Die Phenolsäuren können anschließend durch das Kolonepithel 

resorbiert und mit dem Urin ausgeschieden werden, wobei das Ausmaß der 

Resorption noch unklar ist (Hollman, 1997).  

5.3.4 Metabolismus in der Leber  

Im Dünndarm bzw. Kolon resorbiertes und teilweise schon metabolisiertes 

Epicatechin gelangt über die vena portae (Leberpfortader) zur Leber. Sowohl die 

Metabolite als auch noch unmetabolisiertes (freies) Epicatechin erfahren in der Leber 

weitere Metabolisierungsschritte. Verglichen mit dem Dünndarm weist die Leber die 

höchste Metabolisierungsrate auf. Neben der schon erwähnten Glukuronidierung 
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durch die UGT und O-Methylierung durch die COMT findet hier auch noch 

O-Sulfatierung statt, welche von der Phenolsulfotransferase (SULT) katalysiert wird. 

Dieses zytosolische Enzym ist weit verbreitet, wird aber vor allem in der Leber 

exprimiert (Burchell et al., 1995; Coughtrie et al., 1998). Nach einer umfangreichen 

Metabolisierung werden die Metabolite ins Blut abgegeben und in verschiedene 

Gewebe verteilt oder ausgeschieden. In Abbildung 12 sind Epicatechin-Metabolite, 

wie sie in humanem Plasma wieder gefunden werden, aufgeführt.  

 

 

Abbildung 12: Epicatechin-Metabolite in humanem Plasma. Epicatechin liegt im Plasma 
als 5- oder 7-, selten als 3’-O- -D-Glukuronid, 5- oder 7-O-Sulfat, 3’- oder 4’-O-Methylderivat 
vor. Mischformen sind ebenfalls möglich. 

5.3.5 Verteilung und Eliminierung der Metabolite 

Die zelluläre Aufnahme und weitere Metabolisierung in vivo ist noch ungeklärt. In 

welchem Maße die Metabolite von Zellen aufgenommen werden ist abhängig vom 

Zelltyp und vom Metabolit selbst. Zellkulturexperimente haben gezeigt, dass Epicate-

chin und dessen 3’- und 4’-O-Metabolite von Hautfibroblasten und Endothelzellen 

aufgenommen werden (Schroeder et al., 2003). Aufgrund der erhöhten Polarität der 

Glukuronide ist ihre Aufnahme in die Zelle vermindert. Die physiologische Bedeutung 

der Konjugate ist ebenfalls noch Gegenstand der Forschung. Es wird vermutet, dass 

durch die Aktivität von -Glukuronidasen, die in verschiedenen Geweben wie z.B. der 

Leber lokalisiert sind (O'Leary et al., 2001) oder von aktivierten Neutrophilen 

freigesetzt werden (Shimoi et al., 2001), eine Spaltung erfolgt. Anschließend könnten 

die nun wieder lipophileren Verbindungen von den Zellen aufgenommen werden. 

Somit könnten Glukuronide die Transportform der aktiven Substanz sein. 

 

Die Bioverfügbarkeit der Flavonoide variiert stark. Gut resorbiert werden Flavanole 

(Epicatechin zwischen 20% und 60%), wohingegen Procyanidine mit einer Resorp-

tionsrate von 1% zu den am schlechtesten aufgenommen Flavonoiden zählen (Ding 

et al., 2006). Die maximale Plasmakonzentration von freiem (unmetabolisiertem) 
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Epicatechin und dessen Metaboliten ist beim Menschen zwei bis drei Stunden nach 

Einnahme von Schokolade oder Kakao erreicht (Richelle et al., 1999; Baba et al., 

2000; Schroeter et al., 2006). Hauptmetabolite im Plasma sind dabei 

Sulfoglukuronide und Glukuronide (in nicht methylierter Form), sowie Sulfate und 

Methylsulfate. Einheitliche Konzentrationsangaben sind in der Literatur allerdings 

nicht beschrieben. So konnte Richelle et al., zwei bis drei Stunden nach Einnahme 

von dunkler Schokolade mit einem Epicatechingehalt von 164 mg eine maximale 

Plasmakonzentrationen an Gesamtepicatechin (freies und metabolisiertes) von 

0,7 M nachweisen, (Richelle et al., 1999). Im Gegensatz dazu bestimmte Baba et 

al., zwei Stunden nach Einnahme von Schokolade oder Kakao mit jeweils 220 mg 

Epicatechin eine maximale Plasmakonzentration an Gesamtepicatechin von ca. 5 M 

(Baba et al., 2000). Die Eliminationshalbwertszeit von freiem und metabolisiertem 

Epicatechin im Blut beträgt 3-5 h. Die Ausscheidung erfolgt über den Urin oder die 

Galle. Nach biliärer Ausscheidung können die Metabolite nach Dekonjugation durch 

die Kolon-Mikroflora wieder resorbiert werden (enterohepatischer Kreislauf). 

Aufgrund des hohen Molekulargewichts (> 300 g/mol) werden die Konjugate 

vermutlich vor allem über die Galle ausgeschieden. Die urinäre Ausscheidung des 

Gesamtepicatechins erfolgt innerhalb von 24 h nach Einnahme von Kakao oder 

Schokolade und beträgt ca. 30% des Ausgangs-Epicatechingehaltes, wobei 80% 

innerhalb von 8 h ausgeschieden werden. Zu den Hauptmetaboliten im Urin zählen 

(methylierte und nicht methylierte) Sulfoglukuronide und Sulfate, sowie freies 

Epicatechin. Dies lässt vermuten, dass es sich bei den Sulfat-Derivaten um die 

Harnsausscheidungsprodukte handelt (Baba et al., 2000). 

 

In der folgenden Abbildung ist die Resorption, Metabolisierung, Verteilung und 

Eliminierung für das monomere Epicatechin und die oligomeren Procyanidine 

zusammengefasst. 
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Abbildung 13: Zusammenfassung der Biokinetik von dem monomeren Epicatechin 
und den polymeren Procyanidinen im Menschen. Resorption des Epicatechins (EC): 
schwarze Pfeile, Resorption der Procyanidine: gestrichelte, schwarze Pfeile; Verteilung der 
Metabolite: dunkelgraue Pfeile; Eliminierung der Metabolite: hellgraue Pfeile. COMT: 
Catechol-O-Methyltransferase ; SULT: Phenolsulfotransferase; UGT: Uridin-5’-diphosphat-
glukuronyltransferase. Verändert nach Spencer et al., 2001b. 

5.4 Verarbeitung der Kakaobohnen - eine alte/neue Wissenschaft 

Je höher der Kakaomasse-Anteil einer Schokolade ist, desto höher ist in der Regel 

ihr Gehalt an Polyphenolen. Dennoch enthalten Schokoladen mit gleichen 

Kakaomassen-Anteilen nicht zwangsläufig identische Mengen an Polyphenolen. Der 

absolute Flavonoidgehalt in Kakaoerzeugnissen schwankt erheblich und ist abhängig 

von der Kakao-Sorte, dem Klima sowie dem Reifegrad und der Verarbeitung der 

Kakaobohnen. Dabei hat die Fermentation einen erheblichen Einfluss auf den 

Flavonoidgehalt. Schwach fermentierte Kakaobohnen weisen verglichen mit stark 
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fermentierten einen höheren Gehalt auf. Bei diesem Prozess nimmt vor allem der 

Anthocyangehalt ab. Während der Fermentation und anschließender Trocknung 

können 95% der einzelnen phenolischen Komponenten verloren gehen, teils durch 

Oxidation und Komplexbildung, teils durch Auswaschung aus den Keimblättern. Im 

weiteren Verlauf der Rohkakaoverarbeitung (Röstung, Alkalisierung) treten Verluste 

an Polyphenolen in unterschiedlichem Ausmaß auf. 

 

Einige Schokoladenhersteller haben begonnen spezielle Schokoladen zu entwickeln, 

die einen besonders hohen Anteil an Polyphenolen besitzen. In den USA bietet Mars 

unter dem Label Cocoa-Via™ Produkte auf Basis von Cocoapro® an. Dabei handelt 

es sich um ein spezielles, von Mars Incorporated entwickeltes und patentiertes 

Verfahren, mit dem die Kakaobohnen so schonend verarbeitet werden, dass die 

Flavonoide fast vollständig erhalten bleiben. 

 



Einleitung 

                                                                                                                  

32 

6 Ziel und Fragestellung 

Die Zufuhr Flavanol-reicher Nahrung ist korreliert mit einem verminderten Risiko für 

Herz-Kreislauferkrankungen wie Bluthochdruck und Arteriosklerose. Die vorliegende 

Arbeit soll dazu beitragen, den molekularen Wirkmechanismus der kardioprotektiven 

Effekte von Kakao-Flavanolen, wie z.B. eine verbesserte Endothelfunktion, aufzu-

klären. Wichtig für die Endothelfunktion im Menschen ist das Zusammenspiel der 

Arginase-2 und eNOS, die beide L-Arginin als Substrat nutzen. Untersucht werden 

sollte, ob die kardiovaskulären Effekte von Kakao-Flavanolen über eine Modulation 

des L-Argininstoffwechsels vermittelt werden. In Zellkulturexperimenten sollte die 

Wirkung von (-)-Epicatechin und einem Flavanol-Gemisch auf den L-Argininstoff-

wechsel in humanen venösen Endothelzellen der Nabelschnur (HUVEC) bestimmt 

werden.  

 

Kakao-Flavanole weisen auch antiinflammatorische Wirkungen auf. Während einer 

Entzündung werden in humanen Endothelzellen weitere Proteine des L-Arginin-

stoffwechsels exprimiert, das Enzym iNOS und der L-Arginin-Transporter CAT-2B. 

Im zweiten Teil der Arbeit sollte in Zellkulturexperimenten mit HUVEC untersucht 

werden, ob unter inflammatorischen Bedingungen der L-Argininstoffwechsel von 

Kakao-Flavanolen moduliert wird. 

 

Neben dem Endothel sind auch Erythrozyten an der Gefäßhomöostase beteiligt. 

Humane Erythrozyten besitzen die Enzyme NOS und Arginase. Im Rahmen dieser 

Arbeit sollte in einer Humanstudie geklärt werden, ob die Effekte von Kakao-

Flavanolen auch durch Beeinflussung des erythrozytären L-Argininstoffwechsels 

vermittelt werden. 
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II Material und Methoden 

1 Chemikalien, Geräte und andere Materialien 

1.1 Chemikalien 

Aceton, reinst Merck, Darmstadt 

Acetonitril, LiChrosolv Merck, Darmstadt 

Actinomycin D  95%, cell culture tested Sigma-Aldrich, Steinheim 

Agarose electrophoresis grade Invitrogen, Karlsruhe 

Albumin (BSA) Fraktion V  98% Roth, Karlsruhe 

L-Arginin monohydrochlorid  98% Sigma-Aldrich, Steinheim 

Bright Light Substrat (Luziferin) Pierce, Rockford, IL, USA 

Bromphenolblau Sigma-Aldrich, Steinheim 

tert-Butylmethylether, LiChrosolv Merck, Darmstadt 

4,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) Molecular Probes, Karlsruhe 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth, Karlsruhe 

DNA Molecular Weight Marker XIV, 100 bp Roche Diagnostics, Mannheim 

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) p.a. Merck, Darmstadt 

(-)-Epicatechin Sigma-Aldrich, Steinheim 

Essigsäure 100% (Eisessig) p.a. Merck, Darmstadt 

-Östradiol, cell culture tested Sigma-Aldrich, Steinheim 

Ethanol vergällt und absolut Merck, Darmstadt 

Ethidiumbromid Molecular Probes, Karlsruhe 

Fluoromount G Serva Electrophoresis, Heidelberg 

Glycerin p.a. Roth, Karlsruhe 

HCl konz. und 25% p.a. Merck, Darmstadt 

H3PO4 konz. p.a. Merck, Darmstadt 

H2SO4 konz. p.a. Merck, Darmstadt 

Harnstoff, für die Molekularbiologie  98% Sigma-Aldrich, Steinheim 

Heparin-Natrium 5000 Ratiopharm, Ulm 

Iodin ReagentPlus  99,8% Sigma-Aldrich, Steinheim 

-Isonitrosopropiophenon (ISPF) Sigma-Aldrich, Steinheim 

Kaliumchlorid p.a. Merck, Darmstadt 

Kaliumjodid Ultra  99,5% Fluka, Buchs, CH 

KH2PO4  99,8% p.a. Roth, Karlsruhe 
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Konservierer für Wasserbäder Roth, Karlsruhe 

Kupfersulfat Pentahydrat  99,0% Sigma-Aldrich, Steinheim 

Mangan(II) chlorid tetrahydrat  99,0% Sigma-Aldrich, Steinheim 

-Mercaptoethanol p.a. Merck, Darmstadt 

Methanol p.a. Merck, Darmstadt 

NaCl Ultra, für Molekularbiologie  99,5% Fluka, Buchs, CH 

Na2HPO4 x 2 H2O p.a. Merck, Darmstadt 

NaOH p.a. Merck, Darmstadt 

Natriumfluorid Suprapur Merck, Darmstadt 

Natriumnitrit p.a. Merck, Darmstadt 

Natriumorthovanadat  90%  Sigma-Aldrich, Steinheim 

Nonidet P40 Substitute Fluka, Buchs, CH 

2-Propanol, LiChrosolv Merck, Darmstadt 

Reporter Gene Assay Lysis Buffer, 5x Roche Diagnostics, Mannheim 

Sulforhodamin B (SRB) Sigma-Aldrich, Steinheim 

Trichloressigsäure, reinst Merck, Darmstadt 

TRIS Pufferan  99,9% p.a. Roth, Karlsruhe 

L-Valin  98% Sigma-Aldrich, Steinheim 

Wasser für die Chromatographie, LiChrosolv Merck, Darmstadt 

Zitronensäure Sigma-Aldrich, Steinheim 

1.2 Geräte 

Fluoreszenzmikroskop Axiovert 100 TV: Zeiss, Jena 

Camera Controller C4742 Hamamatsu, Herrsching a. Ammersee 

Lambda 10 System Hamamatsu, Herrsching a. Ammersee 

  

HPLC:  

Autosampler L 7200 Merck Hitachi, Darmstadt 

Elektrochemischer Detektor CLC 100 Chromsystem, München 

Entgaser L-7614 VWR, Darmstadt 

Integrator D2500 Merck Hitachi, Darmstadt 

LiChrospher100 RP-18e (5 m) 250x4 mm  

mit Vorsäule 10x4 mm 

Merck, Darmstadt 

Pumpe L6200 A Merck Hitachi, Darmstadt 

Säulenofen 655A-52 Merck Hitachi, Darmstadt 
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Stickstoffanalysator CLD 88 Eco Physics, München 

Interface-Box Knauer, Berlin 

Kältethermostat, Ecoline Staredition RE107 Lauda, Lauda-Königshofen 

Kontrollkopf, Ecoline Staredition E100 Lauda, Lauda-Königshofen 

Wärmethermostat, Ecoline Staredition 025 Lauda, Lauda-Königshofen 

  

Weitere Geräte:  

Analysenwaage 1246 Sartorius, Göttingen 

Begasungsbrutschrank (Zellkultur) Binder, Tuttlingen 

Diana III Raytest-Kamera Raytest, Straubenhardt 

Elektrophoresekammer Eigenherstellung 

ELISA Plate Reader, PowerWaveX BioTek Instruments, Vermond, USA 

Fluoreszenz Mikroplate Reader, Fluostar Optima BMG LabTec, Offenburg 

Heizblock PeqLab, Erlangen 

Magnet Rührer Ikamag RCT IKA Labortechnik, Staufen i.Br. 

Mikrowelle Braun, Melsungen 

Mikrozentrifuge 5417C Festwinkelrotor F45-30-11 Eppendorf, Hamburg 

Milli-Q-Anlage Millipore, Eschborn 

Phasenkontrastmikroskop Leitz, Wetzlar 

pH-Meter 537 WTW, Weilheim 

Powersupply, Consort E452 MAGV, Rabenau 

Real-Time PCR, LightCycler 2.0 Roche Diagnostics, Mannheim  

Sterilbank, Gelaire BSB 4A Flow Laboratories, Michigan City, USA 

Ultraschallbad, Sonorex Super Digital Bandelin electronics, Berlin 

UV/Vis Spectrophotometer, Ultrospec 3000 Pharmacia Biotech, Freiburg 

Vortex Reax 2000 Heidolph Instruments, Kelheim 

Wasserbad Köttermann, Düsseldorf 

Zentrifuge 5804R Ausschwingrotor A-4-44 Eppendorf, Hamburg 

1.3 Verbrauchsmaterialien 

Atta Fluor cell chamber Invitrogen, Karlsruhe 

Combi Stopper Braun, Melsungen 

Einmalspritzen, 20 ml Braun, Melsungen 

Gasdichte Spritze, 100 ml Hamilton, Reno, Nevada, USA 

Glasplättchen, Ø 25 mm Greiner, Frickenhausen 

Kryotubes Greiner, Frickenhausen 
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LightCycler Kapillaren (20 l), Borsilikatglas Roche Diagnostics, Mannheim 

Objektträger Greiner, Frickenhausen 

Pipetten: Eppendorf Reference  

0,5-10 l; 10-100 l; 100-1000 l 

Eppendorf, Hamburg 

Polypropylen-Röhrchen, natur, 12 ml Greiner, Frickenhausen 

Quarzglas-Küvette Suprasil Typ 105.201-QS Hellma, Müllheim 

Sterilfilter Minisart, Porengröße 0,2 m Sartorius, Göttingen 

Vacutainer CAT Becton Dickinson, Plymouth, UK 

Vacutainer-System (Blutentnahme) Becton Dickinson, Plymouth, UK 

Zellkulturmaterialien Greiner, Frickenhausen 

Zentrifugenröhrchen, 15 ml und 50 ml Greiner, Frickenhausen 

1.4 Gase 

Alle verwendeten Gase (Helium und Stickstoff) stammten von der Firma Linde 

(Höllriegelskreuth) und hatten höchste Reinheit (5,0). 

1.5 Medien und Zusätze für die Zellkultur 

fötales Kälberserum (FCS) PAA Laboratories, Pasching, A 

Das FCS wurde 45 min bei 54°C hitzeinaktiviert. Aliquots wurden bei -20°C gelagert. 

Geneticin G418 Sulfat Invitrogen, Karlsruhe 

Glutamin, 200 mM PAA Laboratories, Pasching, A 

Penicillin/Streptomycin (100x), 200 mM PAA Laboratories, Pasching, A 

Trypsin-EDTA (1x) PAA Laboratories, Pasching, A 

 

Endothelial Cell Growth Medium, 500 ml 

Low Serum (2% v/v) 

PromoCell, Heidelberg 

Das Komplettmedium enthielt den SupplementMix C-39215. 

 

Endothelial Cell Basal Medium MV2, 500 ml PromoCell, Heidelberg 

Customer Formulation w/o L-Arginin und w/o Phenolrot 

Das Komplettmedium enthielt den SupplementPack C-39221 (ohne Hydrokortison und FCS) 

und 1 mM sterilfiltriertes L-Arginin monohydrochlorid (Sigma-Aldrich, Steinheim). 

 

HANKS’ Balanced Salt Solution Sigma-Aldrich, Steinheim 

Mit NaHCO3, w/o Phenolrot 
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RPMI-1640 Medium, 500 ml Sigma-Aldrich, Steinheim 

HEPES Modifikation mit 25 mM HEPES, w/o L-Glutamin 

Das Komplettmedium enthielt 2 mM Penicillin/Streptomycin, 2 mM Glutamin und 10% hitze-

inaktiviertes FCS. 

1.6 Enzyme, Inhibitoren und Zytokine 

-Glukuronidase aus Helix pomatia, Typ H-2 Sigma-Aldrich, Steinheim 

Aprotinin, lyophilisiert (Proteaseinhibitor) Sigma-Aldrich, Steinheim 

Leupeptin  90% HPLC (Proteaseinhibitor) Sigma-Aldrich, Steinheim 

PMSF  99,0% (Proteaseinhibitor) Fluka, Buchs, CH 

RNaseOUT 40 U/ l (RNase-Inhibitor) Invitrogen, Karlsruhe 

humanes, rekombinantes IL-1  Strathmann, Hannover 

humanes, rekombinantes INF-   Strathmann, Hannover 

humanes, rekombinantes TNF-  Strathmann, Hannover 

1.7 Kits 

DC Protein Assay Bio-Rad Laboratories, München 

LightCycler FastStart DNA Master SYBR-Green I Roche, Mannheim 

Omniscript RT Kit Qiagen, Hilden 

QiaShredder Qiagen, Hilden 

RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden 

1.8 Software 

AquaCosmos 1.2 Hamamatsu, Herrsching a. Ammersee 

Diana III Camera Control 1.00.031 Raytest, Straubenhardt 

Eurochrom 2000 Knauer, Berlin 

KC4 3.1 BioTek Instruments, Vermont, USA 

LightCycler Software 4.05 Roche Diagnostics, Mannheim 

Optima 2.00 R3 BMG LabTec, Offenburg 

Swift Multi Wavelength 1.05 Pharmacia Biotech 

 

Diese Arbeit wurde mit Microsoft Word 2004 erstellt. Die Strukturformeln wurden mit CS 

ChemDraw Pro 11 gezeichnet und die Graphen mit Prism 4 angefertigt. 
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2 Puffer und Lösungen 

Sofern nicht anders angegeben, erfolgte die Herstellung sämtlicher Puffer und Lösungen mit 

Reinstwasser. 

 

Agarosegel    Agarose  1,5% (w/v) 

     1x TAE 

 

Carnoy’s Fixativ   Methanol/Eisessig 3:1 

 

Einfriermedium für HUVEC  Endothelial Cell Growth Medium mit 10% FCS und 

     10% DMSO 

 

-Östradiol    100 M, gelöst in HANKS/PBS (1:1) 

 

Fließmittel für HPLC   KH2PO4  2 mM 

pH 3     EDTA   1,7 mM 

     Acetonitril  15% (v/v) 

pH-Einstellung mit H3PO4 

 

ISPF-Lösung    9% ISPF, gelöst in 100% Ethanol 

 

Lysepuffer    TRIS-HCl, pH 7,5 50 mM 

pH 7,5     NaCl   0,25 M 

     NP-40   0,5% (v/v) 

     Na-orthovanadat 1 mM 

     NaF   0,5 mM 

     PMSF   1 mM 

     Aprotinin  2 g/ml 

     Leupeptin  2 g/ml 

 

McIlvaine-Puffer   Zitronensäure  50 mM 

     Na2HPO4  100 mM 

 

MnCl2-Puffer    MnCl2   10 mM 

     TRIS-HCL, pH 7,5 50 mM 
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PBS     NaCl   137 mM   

(2x autoklaviert)   KCl   2,7 mM 

     KH2PO4  1,8 mM 

     Na2HPO4 x 2 H2O 8,0 mM 

 

10x Probenpuffer   Glycerin  50% (v/v) 

   Bromphenolblau 0,42% (w/v) 

     EDTA pH 8,0  10 mM 

 

Reaktionslösung für CLD  Kaliumjodid  45 mM 

(bei 60°C)    Jodin   10 mM 

     Eisessig  16 M 

     angesetzt mit HPLC-Wasser 

 

Säuregemisch   H2SO4:H3PO4:H2O 1:3:7 

 

Selektionsmedium   RPMI mit 0,5 mg/ml Geneticin G418 

 

SRB-Lösung     0,4% SRB, gelöst in 1% Essigsäure 

 

Stopplösung    PBS mit 20% hitzeinaktiviertem FCS 

 

50x TAE    TRIS   2 mM 

pH 8,0     Essigsäure  1 M 

     EDTA pH 8,0  50 mM 

3 Kakao-Flavanole 

Für Zellkulturexperimente wurden sowohl einzelne Flavanole, als auch ein Flavanol-

Gemisch eingesetzt. Mit Ausnahme von (-)-Epicatechin, welches von der Firma 

Sigma-Aldrich (Steinheim) bezogen wurde, wurden die verwendeten Kakao-

Flavanole freundlicherweise von Dr. Hagen Schroeter (UC Davis, Kalifornien, USA) 

zur Verfügung gestellt. Die Inkubation der Zellen mit den Substanzen wird in Kapitel 

II.4.4.1 näher beschrieben. 
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3.1 Einzelne Flavanole 

Bei den eingesetzten Flavanolen handelte es sich um die Monomere (+)-Catechin 

und (-)-Epicatechin, sowie um die (-)-Epicatechin-Metabolite 4’-O-Methylepicatechin, 

4’-O-Methylepicatechin-7-O- -D-Glukuronid und (-)-Epicatechin-7-O- -D-Glukuronid.  

3.2 Flavanol-Gemisch 

Das Flavanol-Gemisch setzte sich zusammen aus (+)-Catechin, (-)-Epicatechin, 4’-

O-Methylepicatechin, 4’-O-Methylepicatechin-7-O- -D-Glukuronid und Epicatechin-7-

O- -D-Glukuronid. 

4 Zellkultur 

Die für die Zellkultur verwendeten Geräte und Lösungen wurden, soweit nicht anders 

beschrieben, vor der Verwendung autoklaviert oder bereits steril vom Hersteller 

bezogen. Alle Arbeiten wurden unter einer Sterilbank durchgeführt. 

4.1 Zellen 

4.1.1 HUVEC – human umbilical vein endothelial cells 

Bei HUVEC handelt es sich um humane, venöse Nabelschnurendothelzellen von 

Neugeborenen. Die Primärzellen wurden als proliferierende Zellen (25 cm2 Kultur-

flasche mit 500.000 Zellen) von PromoCell (Heidelberg) bezogen. Für die 

Experimente wurden die Zellen zwischen den Passagen 2 bis 4 eingesetzt. 

4.1.2 A549/8-pNF- B-Luc-Zellen 

Die humane Lungenepithelzelllinie A549/8 ist mit dem Plasmid pNF- B-Luc stabil 

transfiziert worden, welches vier NF- B Bindungssequenzen eines IL-6 Promotors 

enthielt. Diese wurden vor eine TATA-Box kloniert, die wiederum vor einem 

Luziferase-Reportergen und Neomycin Resistenzgen lokalisiert war (Tedeschi et al., 

2004). Die Zelllinie wurde freundlicherweise von PD. Dr. Kleinert (Institut für 

Pharmakologie und Toxikologie der Universität Mainz) in Form von kryokonservierten 

Zellen zur Verfügung gestellt. 
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4.2 Kultivierung der Zellen 

Die Zellkultur erfolgte in einer, auf 37°C temperierten, wasserdampfgesättigten At-

mosphäre mit 5% Kohlendioxid. Das Zellwachstum als adhärente Monolayerschicht 

wurde täglich visuell mittels Phasenkontrastmikroskop kontrolliert. Zwei- bis dreimal 

wöchentlich wurde das Kulturmedium erneuert. Bei Erreichen der gewünschten 

Konfluenz erfolgte das Passagieren der Zellen.  

4.2.1 HUVEC 

Die Zellen wurden in Endothelial Cell Growth Medium, das mit 2% FCS, 0,4% 

ECGS/H, 0,1 ng/ml hEGF, 1,0 ng/ml hbFGF und 1,0 g/ml Hydrokortison versetzt 

wurde (Komplettmedium), kultiviert. Nach Erhalt der Primärzellen in einer 25 cm2 

Zellkulturflasche wurde umgehend das Medium bis auf einen Rest von ca. 10 ml 

abgenommen. Die Zellen wurden anschließend zur Akklimatisierung für mindestens 

2 h in den Brutschrank gestellt. Um Reste von Medium und Serum zu entfernen, 

wurden die adhärenten Zellen mit PBS gewaschen. Zum Ablösen der Zellen vom 

Flaschenboden wurden diese mit 1 ml Trypsin/EDTA bei 37°C inkubiert. Die Trypsin-

aktivität wurde visuell mittels Phasenkontrastmikroskop kontrolliert und nach 3-5 min 

durch Zugabe von 1 ml Stopplösung (PBS mit 20% FCS) abgestoppt. Die Zellsus-

pension wurde anschließend in eine 175 cm2 Zellkulturflasche mit 25-30 ml Komplett-

medium überführt. Nach Erreichen einer 80-90%-igen Konfluenz wurden die Zellen 

passagiert. Dazu wurden diese zuerst mit PBS gewaschen und anschließend mit 

3 ml Trypsin/EDTA vom Flaschenboden abgelöst. Durch Zugabe von 3 ml Stopp-

lösung wurde die Trypsinaktivität nach 3-5 min abgestoppt und die Zellen bei 350 x g 

für 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in Komplettmedium resuspendiert und 

auf die entsprechende Anzahl Zellkulturflaschen (175 cm2), Zellkulturschalen (  9,4 

cm und 3,5 cm) oder Kulturplatten (6-well- und 24-well-Kulturplatten) überführt. 

4.2.2 A549/8-pNF- B-Luc-Zellen 

Die Zellen wurden in Selektionsmedium (RPMI-1640 mit 10% FCS, 2 mM L-Glutamin 

2 mM Penicillin/Streptomycin und 0,5 mg/ml Geneticin) in 175 cm2 Zellkulturflaschen 

kultiviert. Mindestens vier Tage vor Versuchsbeginn wurden die Zellen in Medium 

ohne Antibiotika kultiviert, um die Zytokinaktivierung der Zellen (vgl. Kapitel II.4.4.2) 

nicht zu beeinträchtigen. Nach Erreichen einer 80-90%-igen Konfluenz wurden die 

Zellen mit PBS gewaschen. Zum Ablösen der Zellen vom Flaschenboden wurden 
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diese mit 3 ml Trypsin/EDTA bei 37°C inkubiert. Nach 5-10 min wurde die Reaktion 

durch Zugabe von 3 ml Medium gestoppt und die Zellen auf die entsprechende 

Anzahl Zellkulturflaschen (175 cm2) oder 12-well-Kulturplatten überführt. 

4.3 Kryokonservierung und Auftauen der Zellen 

HUVEC wurden in möglichst frühen Passagen kryokonserviert. Die Zellen wurden 

gemäß Kapitel II.4.2.1 in einer 175 cm2 Zellkulturflasche bis zu einer 90%-igen Kon-

fluenz kultiviert und anschließend vom Flaschenboden abgelöst. Das Zellpellet wurde 

in 4 ml Einfriermedium (Endothelial Cell Growth Medium mit 10% FCS und 10% 

DMSO) aufgenommen, die Zellsuspension in vier Kryoröhrchen aliquotiert und bei 

-80°C gelagert. 

Eingefrorene Zellen (HUVEC und A549/8-pNF- B-Luc) wurden für 2-3 min im 

Wasserbad bei 37°C aufgetaut und unverzüglich auf eine 175 cm2 Zellkulturflasche 

mit dem entsprechenden Komplettmedium überführt. Um einer Membranschädigung 

durch das im Einfriermedium befindliche DMSO vorzubeugen, wurde das Kultur-

medium nach 24 h erneuert. 

4.4 Inkubation mit Substanzen 

4.4.1 Kakao-Flavanole 

Die Zellen wurden gemäß Kapitel II.4.2 bis zu einer 90%-igen Konfluenz im 

entsprechenden Komplettmedium kultiviert. Anschließende Inkubationen mit den Fla-

vanolen (vgl. Kapitel II.3) fanden in FCS-freiem Medium statt, da die Flavanole von 

den Serumproteinen gebunden werden können. Als Kontrolle dienten unbehandelte 

Zellen sowie Zellen die mit dem Lösungsmittel (EtOH) inkubiert wurden. Die 

Versuche haben gezeigt, dass sich kein Unterschied hinsichtlich der Ergebnisse 

zwischen den beiden Kontrollzellen ergab, sodass im folgenden die unbehandelten 

Zellen als Kontrolle bezeichnet und die Ergebnisse darauf bezogen werden. 

(-)-Epicatechin wurde als 10 mM Stocklösung in 50% EtOH/PBS angesetzt und steril 

filtriert. Die restlichen Flavanole ((-)-Epicatechin-Metabolite und (+)-Catechin) wurden 

von Dr. Hagen Schroeter (UC Davis, Kalifornien) ebenfalls als 10 mM Stocklösungen 

erhalten, die in 50% EtOH/PBS gelöst waren. Das erhaltene Flavanol-Gemisch war 

in 70% EtOH/PBS gelöst und besaß eine Gesamtkonzentration von 13,2 mM 

(2,0 mM (+)-Catechin, 0,5 mM (-)-Epicatechin, 1,0 mM 4’-O-Methylepicatechin, 
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8,5 mM 4’-O-Methylepicatechin-7-O- -D-Glukuronid und 1,2 mM Epicatechin-7-O- -

D-Glukuronid). In Zellkulturversuchen wurden die einzelnen Flavanole zwischen 

0,1 M und 30 M und das Flavanol-Gemisch zwischen 0,4 M und 30 M 

eingesetzt. Die verschiedenen Konzentrationen wurden für jede Versuchsreihe frisch 

angesetzt 

4.4.2 Zytokinaktivierung 

Um den Zustand einer Entzündung in der Zellkultur zu simulieren, wurden die Zellen 

mit einer Kombination aus den drei proinflammatorischen Zytokinen IL1- , IFN-  und 

TNF-  inkubiert. Die eingesetzten Konzentrationen betrugen dabei je 50 U/ml oder je 

500 U/ml, welche ausgehend von einer 1000 U/ l Stocklösung des jeweiligen 

Zytokins für jede Versuchsreihe frisch angesetzt wurden. Die Zytokinzugabe und 

anschließende Kultivierung erfolgte in Medium ohne FCS und Hydrokortison. 

4.5 Mykoplasmentest 

Bei Mykoplasmen handelt es sich um sehr kleine, parasitär lebende, zellwandlose 

Bakterien. Da Mykoplasmen den Stoffwechsel, die Morphologie und die Proliferation 

von Zellen beeinflussen und damit Ergebnisse von Experimenten verändern können, 

ist es notwendig, die Zellen in regelmäßigen Abständen auf eine Kontamination hin 

zu untersuchen. Der Nachweis erfolgte mit Hilfe des zellpermeablen Fluoreszenz-

farbstoffs DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindol) und anschließender mikroskopischer 

Untersuchung der Fluoreszenz (Russell et al., 1975). DAPI bindet an der kleinen 

Furche doppelsträngiger DNA, wodurch ein stabiler Komplex entsteht, der circa 20-

fach stärker fluoresziert als DAPI alleine. 

Die Zellen wurden auf einem Glasplättchen in einer Ø 3,5 cm Zellkulturschale gemäß 

Kapitel II.4.2 kultiviert. Subkonfluente Zellen auf dem Glasplättchen wurden zuerst 

mit PBS gewaschen und dann für 10 min in 1 ml Carnoy’s Fixativ fixiert. Danach 

wurden die Zellen zweimal mit McIlvaine-Puffer gewaschen und in 1 ml DAPI-Lösung 

(5 g/ml) für 15 min inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit Reinstwasser wurden 

die Glasplättchen auf einem Objektträger mit 20 l Einbettmedium (Fluoromount G) 

fixiert. Die gefärbten Zellen wurden innerhalb der nächsten 20 min unter dem 

Fluoreszenzmikroskop bei einer Anregungswellenlänge von 350 nm und einer 

Emissionswellenlänge von 460 nm auf Mykoplasmen kontrolliert. Zellkulturen sind 

mit Mykoplasmen kontaminiert, wenn neben der üblichen Kernfluoreszenz noch eine 
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zusätzliche Fluoreszenz im Zytoplasma und zwischen den Zellen auftritt. 

Kontaminierte Zellen wurden umgehend autoklaviert und entsorgt. 

5 Bestimmung der Zellviabilität mittels SRB-Assay 

Der Sulforhodamin B (SRB) Assay wurde nach Skehan und Kollegen (Skehan et al., 

1990) durchgeführt und dient der Bestimmung der Zellviabilität. Der Assay wird 

genutzt um die Zytotoxizität von Substanzen zu bestimmen. Das Messprinzip basiert 

auf der Fähigkeit des negativ geladenen Fluoreszenzfarbstoffs SRB pH-abhängig an 

basische Aminosäurereste von Proteinen in Trichloressigsäure fixierten Zellen zu 

binden. Bei leicht sauren Bedingungen bindet SRB an Proteine und bei leicht 

basischen Bedingungen kann es aus Zellen extrahiert und photometrisch vermessen 

werden. Die Absorption ist proportional zur Anzahl der lebenden Zellen und deren 

Abnahme damit ein Maß für die Toxizität einer Substanz. 

5.1 Vorbereitung der Zellen 

HUVEC wurden gemäß Kapitel II.4.2.1 in 24-well-Kulturplatten kultiviert. Nach 

Erreichen einer 90%-igen Konfluenz wurde das Medium abgenommen und die Zellen 

mit PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen mit verschiedenen (-)-Epicatechin-

Konzentrationen in FCS-freiem Endothelial Cell Basal Medium MV2 für 24 h und 48 h 

inkubiert (vgl. Kapitel II.4.4.1) und anschließend die Zellviabilität mittels SRB-Assay 

bestimmt. 

5.2 Sulforhodamin B - Assay 

Die Zellen wurden mit 2 ml pro well, 4°C kalter Trichloressigsäure (10% w/v) fixiert. 

Nach einer einstündigen Inkubation bei 4°C wurden die Zellen mehrmals mit Reinst-

wasser gewaschen und bei Raumtemperatur getrocknet. Anschließend wurden diese 

mit je 300 l SRB-Lösung (0,4% w/v) für 10 min bei Raumtemperatur behandelt. 

Überschüssiges SRB wurde mit 1% Essigsäure (v/v) entfernt und erneut getrocknet. 

Abschließend wurde das SRB mit je 125 l TRIS-Lösung (10 mM) aus den Zellen 

extrahiert. Von den Extrakten wurden jeweils 100 l in ein well einer 96-well-

Mikrotiterplatte überführt und das SRB photometrisch bei 493 nm gegen eine 
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Referenz bei 620 nm vermessen. Der SRB-Messwert wurde durch Subtraktion des 

Referenzwertes korrigiert. 

6 Isolierung und Quantifizierung zellulärer Gesamt-RNA 

6.1 Isolierung von Gesamt-RNA 

Die Isolierung zellulärer Gesamt-RNA erfolgte unter Verwendung des RNeasy Kits 

(Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers: 

Die in 6-well-Kulturplatten kultivierten HUVEC (vgl. Kapitel II.4.2.1) wurden nach dem 

Waschen mit PBS in 350 l RLT-Puffer (Lysepuffer) pro well lysiert und in eine 

QIAShredder-Säule überführt. Das Lysat wurde 2 min bei maximaler Geschwindig-

keit (20.800 x g) zentrifugiert und der Durchfluss mit 350 l Ethanol (70%) vermischt. 

Das homogenisierte Lysat wurde anschließend auf eine RNeasy Mini-Säule überführt 

und 1 min bei 7.000 x g zentrifugiert. Die zu isolierende RNA befand sich nun in der 

Silica-Membran der Säule. Auf diese wurden 700 l RW1-Puffer (Waschpuffer) gege-

ben und es folgte ein einminütiger Zentrifugationsschritt bei 7.000 x g. Zwei weitere 

Waschschritte wurden mit je 500 l RPE-Puffer durchgeführt, bevor die Gesamt-RNA 

im letzten Schritt mit 20-24 l RNase-freiem Wasser von der Säule eluiert wurde.  

6.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung von RNA 

Um die RNA-Konzentration und die Reinheit einer Probe zu bestimmen, wurde diese 

1:50 mit RNase-freiem Wasser verdünnt und in einer Quarzglas-Küvette photome-

trisch bei 260 nm und 280 nm vermessen. Aus den gemessenen Absorptionen bei 

den entsprechenden Wellenlängen, wurde die RNA-Konzentration und die Reinheit 

errechnet. Eine A260 von 1,0 entsprach einer RNA-Konzentration von 40 g/ml 

(Sambrook, 1989). Zur Abschätzung der Reinheit und des Restproteingehaltes 

wurde die Absorption bei 260 nm mit der Absorption bei 280 nm verglichen. Der 

A260/A280 Quotient reiner RNA liegt zwischen 1,9 und 2,1. 
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7 Reverse Transkription 

Um die aus Zellen isolierte RNA (vgl. Kapitel II.6) in cDNA umzuschreiben (Reverse 

Transkription), wurde der kommerziell erhältliche Omniscript RT Kit (Qiagen, Hilden) 

nach Angaben des Herstellers verwendet. Als Primer diente ein Oligo-(dT)15-Primer 

(Sigma-Aldrich, Steinheim). Um das Risiko des RNA-Abbaus beim Ansetzen der Re-

aktionen zu minimieren, wurde ein RNase-Inhibitor (RNaseOUT 40 U/ l, Invitrogen, 

Karlsruhe) eingesetzt. Die Reverse Transkription erfolgte unter Einsatz von 0,5 g 

oder 1 g Gesamt-RNA, in einem Reaktionsvolumen von 20 l. Die Umschreibung 

fand innerhalb einer einstündigen Inkubation bei 37°C im Heizblock statt.  

Tabelle 2: Pipettierschema für die Reverse Transkription unter Verwendung des Omni-
script RT Kit (Qiagen, Hilden). Das Endvolumen beträgt 20 l. Die Ansätze wurden für 1 h 
bei 37°C inkubiert. 

Komponente Volumen ( l) Endkonzentration 

Puffer, 10x 2,0 1x 

dNTP-Mix (5 mM von jedem dNTP) 2,0 0,5 mM pro dNTP 

Oligo-(dT)15-Primer (20 M) 1,0 1 M 

RNase-Inhibitor (40 U/ l) 0,25 10 U 

Omniscript Reverse Transkriptase 0,25 1 U 

Template-RNA variabel 0,5 oder 1 g 

H2O variabel - 

 

Die synthetisierte cDNA wurde anschließend als template für Real-Time PCR (vgl. 

Kapitel II.8) verwendet. 

8 Quantitative Genexpressionsanalyse mittels Real-Time PCR 

Bei der Real-Time PCR handelt es sich um eine Polymerasekettenreaktion (PCR) mit 

real time Detektion und Quantifizierung einer Ziel-Sequenz. Anhand einer nachträg-

lichen Schmelzkurvenanalyse sind Produktcharakterisierungen möglich. 

Die Real-Time PCR wurde mit dem LightCycler 2.0 der Firma Roche Diagnostics 

(Mannheim) unter Verwendung des LightCycler FastStart DNA-Master SYBR-Green I 

Kits und spezifischen Primern der Firma Sigma-Aldrich, Steinheim (vgl. Tabelle 4) 

durchgeführt. Die Detektion der PCR-Produkte erfolgte dabei mit dem Fluores-

zenzfarbstoff SYBR-Green I, der in doppelsträngige DNA interkaliert, wodurch die 
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Fluoreszenz des Farbstoffes verstärkt wird (Zipper et al., 2004). Das Fluoreszenz-

signal, welches direkt proportional mit der Menge der gebildeten PCR-Produkte 

zunimmt, wurde nach jeder Elongationsphase bei einer Anregungswellenlänge von 

470 nm und einer Emissionswellenlänge von 530 nm gemessen.  

8.1 Vorbereitung der Zellen 

HUVEC wurden gemäß Kapitel II.4.2.1 in 6-well-Kulturplatten bis zu einer 90%-igen 

Konfluenz kultiviert. Danach wurden die Zellen mit verschiedenen Konzentrationen 

der einzelnen Flavanole oder des Flavanol-Gemisches in serumfreiem Endothelial 

Cell Basal Medium MV2 inkubiert (vgl. Kapitel II.4.4.1) und anschließend eine 

Expressionsanalyse verschiedener Gene des L-Argininstoffwechsels mittels Real-

Time PCR durchgeführt. 

Zur Bestimmung der humanen Arginase-2 und eNOS mRNA-Expression wurden die 

Zellen für 2 h und 24 h mit den Flavanolen inkubiert. Als Positivkontrolle dienten 

zytokinaktivierte Zellen, die mit jeweils 500 U/ml IL-1  und TNF-  behandelt wurden 

(vgl. Kapitel II.4.4.2), was zu einer erniedrigten mRNA-Expression führt. 

Um die humane CAT-2B und iNOS mRNA-Expression zu untersuchen, wurden die 

Zellen für 24 h mit den Flavanolen vorinkubiert. Anschließend erfolgte eine 

vierstündige Zytokinaktivierung mit je 50 U/ml oder 500 U/ml IL-1 , TNF-  und IFN-  

(vgl. Kapitel II.4.4.2). 

8.2 Real-Time PCR 

Nach den Inkubationszeiten wurde die zelluläre Gesamt-RNA isoliert (vgl. Kapitel 

II.6) und 1 g RNA für die Reverse Transkription eingesetzt (vgl. Kapitel II.7). Die 

Real-Time PCR erfolgte unter Einsatz von 10 ng/ l cDNA. Das Pipettierschema des 

Reaktionsansatzes ist in Tabelle 3 aufgeführt. Nachdem der Ansatz in eine 20 l 

Glaskapillare pipettiert und diese umgehend verschlossen wurde, erfolgte ein Zentri-

fugationsschritt für 5-10 sec bei 400 x g. Die Kapillare wurde in den LightCycler 2.0 

eingesetzt und die Real-Time PCR gestartet. 
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Tabelle 3: Pipettierschema für die Real-Time PCR unter Verwendung des LightCycler 
FastStart DNA-Master SYBR-Green I Kits und 20 l Glaskapillaren (Roche Diagnostics, 
Mannheim) 

Komponente Volumen ( l) Endkonzentration 

Reaction Mix SYBR Green, 10x 2,0 1x 

Primer for (5 M) 2,0 0,5 M 

Primer rev (5 M) 2,0 0,5 M 

MgCl2 (25 mM) 1,6 2 mM 

cDNA (10 ng/ l) 4,0 40 ng 

H2O 8,4 - 

 

Um Variationen in der Ausgangsmenge der eingesetzten cDNA auszugleichen, 

wurde bei jeder Probe neben dem Zielgen ein Referenzgen detektiert. In dieser Ar-

beit wurde Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) als Referenzgen 

ausgewählt. Die Expression der Zielgene in Flavanol-behandelten Zellen gegenüber 

unbehandelten Kontrollzellen wurde als n-fache Expression mit Hilfe des delta-delta-

CP-Wertes angegeben. Der CP-Wert (crossing-point) beschreibt den Zyklus, an dem 

die Fluoreszenz erstmalig signifikant über die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt. Bei 

der delta-delta-CP-Methode wird der CP-Wert des Referenzgens von dem CP-Wert 

des Zielgens abgezogen. Die daraus resultierenden dCP-Werte der behandelten und 

unbehandelten Zellen werden in die folgende Gleichung eingesetzt:  

 

n-fache Expression = 2 - dCP(behandelt) - dCP(unbehandelt) 

 

In Tabelle 4 sind die spezifischen Primerpaare für die Detektion der verschiedenen 

humanen Zielgene und des Referenzgens sowie die dazu gehörigen PCR-Beding-

ungen aufgelistet. Die lyophilisierten Primer wurden von der Firma Sigma-Aldrich 

(Steinheim) bezogen und in nukleasefreiem Wasser als 100 M Stocklösungen 

angesetzt. 
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Tabelle 4: Real-Time PCR-Primer und Bedingungen. Die Real-Time PCR wurde mit dem 
LightCycler 2.0 (Roche Diagnostics, Mannheim) durchgeführt. Die Primer wurden von der 
Firma Sigma-Aldrich (Steinheim) bezogen. 

Produkte  Primer-Sequenzen und PCR-Protokolle Fragment 

hArginase-2 Forward 
Reverse 
PCR-Protokoll 

5’-TGCATCCTTGAACTGTCAGC-3’ 
5’-ACAAGCTGCTGCTTTCCATT-3’ 
50x (0’’ 95°C, 20’’ 60°C, 20’’ 72°C) 

199 bp 

heNOS Forward 
Reverse 
PCR-Protokoll 

5’-CTAGCCAAAGTCACCATCGT-3’ 
5’-CGGGGACAGGAAATAGTTG-3’ 
50x (0’’ 95°C, 20’’ 61°C, 20’’ 72°C) 

180 bp 

hiNOS Forward 
Reverse 
PCR-Protokoll 

5’-AGCTTCCTGGACTCCTGTCA-3’ 
5’-GGTGGCTGCTAAGACAGAGG-3’ 
50x (0’’ 95°C, 10’’ 60°C, 20’’ 72°C) 

163 bp 

hCAT-2B Forward 
Reverse 
PCR-Protokoll 

5’-CCCAATGCCTCGTGTAATCT-3’ 
5’-TGCCACTGCACCCGATGATAAAGT-3’ 
50x (0’’ 95°C, 10’’ 60°C, 15’’ 72°C) 

120 bp 

hGAPDH 

Referenzgen 

Forward 
Reverse 
PCR-Protokoll 

5’-CAACTACATGGTTTACATGTTC-3’ 
5’-GGACTGTGGTCATGAGTCCT-3’ 
50x (0’’ 95°C, 20’’ 58°C, 30’’ 72°C) 

416 bp 

Anmerkung: „h“ = human   

 

Um die Spezifität der Reaktion zu überprüfen, wurde neben der Schmelzkurven-

analyse zusätzlich eine Agarosegelelektrophorese der Amplifikate durchgeführt. 

8.3 Agarosegelelektrophorese 

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte in horizontalen Agarosegelen im 

elektrischen Feld. Bedingt durch die negativen Ladungen der Phosphatgruppen in 

ihrem Rückgrat wandern Nukleinsäuren im elektrischen Feld von der negativ 

geladenen Kathode in Richtung der positiv geladenen Anode. Die antreibende 

elektrische Kraft wirkt der Reibungskraft der Agarosematrix entgegen, bis ein 

Gleichgewicht erreicht ist, in dem sich die DNA mit konstanter Geschwindigkeit 

bewegt (Lottspeich, 1998). Die elektrophoretische Beweglichkeit der DNA ist 

antiproportional zum Logarithmus der Anzahl der Basenpaare (Meyers et al., 1976). 

Die Detektion der Nukleinsäurebanden erfolgte mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffs 

Ethidiumbromid, der in doppelsträngige DNA interkaliert, woraus eine Verstärkung 

der Fluoreszenz resultiert ( Anregung = 254-366 nm, Emission = 590 nm, Diana III 

Raytest-Kamera, Raytest, Straubenhardt). Die Größe der aufgetrennten DNA-

Fragmente kann anhand eines Größenstandards abgeschätzt werden. 
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Ein 1,5%-iges Agarosegel wurde in 1x TAE-Puffer, unter Aufkochen in einem Mikro-

wellengerät, gelöst. Nach Abkühlung der Lösung unter 60°C, wurde das Ethidium-

bromid (0,3 g/ml Endkonzentration) hinzugefügt. Das noch flüssige Gel wurde in 

eine horizontale Elektrophoresekammer mit entsprechendem Kamm gefüllt. Nach 

Auspolymerisieren wurde das Gel mit 150 ml 1x TAE überschichtet und der Kamm 

entfernt. Pro Geltasche wurden insgesamt 10 l Probe, die zuvor mit Probenpuffer 

(10x) versetzt wurde und 4 l Größenstandard (DNA Molecular Weight Marker XIV, 

100 bp, Roche Diagnostics, Mannheim) eingesetzt. Die Elektrophorese erfolgte bei 

einer Spannung von 80 – 100 V über einen Zeitraum von 30 – 60 min. 

9 Bestimmung der mRNA-Halbwertszeit mittels Actinomycin D 

Die mRNA-Halbwertszeit der humanen Arginase-2 und eNOS in HUVEC wurde mit 

Hilfe von Actinomycin D bestimmt. Dieser Interkalator bildet einen stabilen Komplex 

mit der DNA und inhibiert dadurch die Transkription der DNA in mRNA (Wadkins and 

Jovin, 1991). Die optimale Konzentration von Actinomycin D wurde in vorhergehen-

den Experimenten bestimmt und betrug 0,5 g/ml. 

HUVEC wurden, wie in Kapitel II.4.2.1 beschrieben, auf 6-well-Kulturplatten kultiviert. 

Zur Bestimmung der mRNA-Halbwertszeit wurden die Zellen nach Erreichen einer 

90%-igen Konfluenz mit 0,5 g/ml Actinomycin D inkubiert. Der Effekt von (-)-Epica-

techin auf die mRNA-Halbwertszeit wurde ermitteln, indem die Zellen gleichzeitig mit 

0,5 g/ml Actinomycin D und 3 M (-)-Epicatechin behandelt wurden. Die Inkuba-

tionszeiten betrugen 12 h, 24 h, 36 h und 48 h. Anschließend wurden die Zellen mit 

PBS gewaschen und die Gesamt-RNA isoliert (vgl. Kapitel II.6). Diese wurde mittels 

reverser Transkription unter Einsatz von 0,5 g RNA in cDNA umgeschrieben (vgl. 

Kapitel II.7) und als template für Real-Time PCR unter Verwendung spezifischer 

Primer für humane Arginase-2 und eNOS eingesetzt (vgl. Kapitel II.8.2). Die Halb-

wertszeit, angegeben in Stunden, ist definiert als die Zeit, in der sich die Menge der 

Ausgangs-RNA (von unbehandelten Zellen) halbiert hat. 
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10 Proteinbestimmung nach Lowry  

Proteinbestimmungen erfolgten mittels des kommerziell erhältlichem Bio-Rad DC 

Protein Assay (Bio-Rad, München) nach der Methode von Lowry (Lowry et al., 1951), 

gegen Standards aus Rinderserumalbumin (BSA) im Bereich von 0,4 – 5,0 mg/ml. 

Der Assay basiert auf der Reaktion von Proteinen mit einer alkalischen Kupfertartrat-

Lösung und Folins-Reagenz zu einer charakteristischen blauen Farbe. 

Zuerst wurde das Arbeits-Reagens A’ hergestellt, indem Reagenz S und Reagenz A 

(alkalische Kupfertartrat-Lösung) im Verhältnis 1:5 angesetzt wurden. Darauf folgend 

wurden 10 l Probe mit 50 l Reagenz A’ und 400 l Reagenz B (Folins-Reagenz) in 

einem 1,5 ml Reaktionsgefäß verdünnt. Nach einer 15-minütigen Inkubation bei 

Raumtemperatur wurden 100 l Probe in je ein well einer 96-well-Mikrotiterplatte 

pipettiert und die Absorption photometrisch bei 750 nm gemessen. Aus den Daten 

des BSA-Proteinstandards konnte der Proteingehalt der Proben in mg/ml ermittelt 

werden. 

11 Bestimmung der Arginase-Aktivität 

Die Arginase-Aktivität wurde über den in der Reaktion gebildeten Harnstoff bestimmt. 

Dieser reagiert im sauren Milieu mit -Isonitrosopropiophenon (ISPF) zu einem 

rötlichen Farbkomplex, dessen Absorption bei 540 nm gemessen werden kann 

(Corraliza et al., 1994). Anhand von Harnstoff-Standards (100 – 500 nmol) wurde die 

Harnstoffmenge in den Proben errechnet.  

11.1 Vorbereitung der Zellen  

HUVEC wurden gemäß Kapitel II.4.2.1 in Ø 9,4 cm Zellkulturschalen kultiviert. Nach 

Erreichen einer 90%-igen Konfluenz wurden die Zellen mit verschiedenen Konzen-

trationen an (-)-Epicatechin und des Flavanol-Gemisches in serumfreiem Endothelial 

Cell Basal Medium MV2 für 48 h inkubiert (vgl. Kapitel II.4.4.1). Als Positivkontrolle 

dienten Zellen, die mit 10 mM L-Valin (kompetitiver Arginase-Inhibitor) oder mit je 

500 U/ml TNF-  und IL-1  inkubiert wurden (vgl. Kapitel II.4.4.2). Nach der Inkuba-

tion wurden die Zellen zunächst mit PBS gewaschen und anschließend in 250 l 

Lysepuffer aufgeschlossen. Das Zelllysat wurde unverdünnt in den Arginase-Assay 

eingesetzt.  
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11.2 Arginase-Assay 

Zunächst wurde die Arginase aktiviert, indem das vorbereitete Lysat im Verhältnis 

1:1 mit 10 mM MnCl2-Puffer vermischt und für 10 min bei 55°C im Heizblock inkubiert 

wurde. Das aktivierte Lysat wurde erneut im Verhältnis 1:1 mit 0,5 M L-Arginin 

versetzt und für 1,5 h bei 37°C im Wasserbad geschüttelt. Die Enzymreaktion wurde 

anschließend durch Zugabe von 800 l Säuregemisch (H2SO4:H3PO4:H2O = 1:3:7) 

gestoppt. Danach wurden 50 l 9% ISPF zugegeben. Nach einer 45-minütigen 

Inkubation bei 95°C (unter Lichtausschluss) erfolgte ein fünfminütiger Zentrifuga-

tionsschritt bei maximaler Geschwindigkeit (20.800 x g). Abschließend wurden 100 l 

Probe in je ein well einer 96-well-Mikrotiterplatte pipettiert und die Absorption bei  

540 nm gemessen. Aus den Daten der Harnstoff-Standards konnte die 

Harnstoffmenge der Proben in nmol pro Stunde bestimmt und auf den Proteingehalt 

(vgl. Kapitel II.10) normiert werden. 

12 Bestimmung der eNOS-Aktivität  

12.1 reduktive Chemilumineszenzdetektion (CLD) 

Zur Detektion des Stickstoffmonoxid-Gehalts in Zellkulturüberständen wurde der NO-

Analysator CLD 88 der Firma Eco Physics (München) mit einer Range-Einstellung 

von 600 verwendet. Die Bestimmung von NO in flüssigen Proben, basierend auf der 

Chemilumineszenzreaktion mit Ozon, ist eine der sensitivsten und spezifischsten Me-

thoden. In Lösung reagiert NO mit molekularem Sauerstoff zu Nitrit (NO2
-), welches 

in den meisten Zellkultursystemen das Hauptoxidationsprodukt von NO darstellt. Die 

eNOS-Aktivität wurde daher indirekt über den Nitritgehalt im Kulturüberstand mittels 

reduktiver Chemilumineszenzdetektion (CLD) ermittelt. Dabei wird zunächst das Nitrit 

der Probe mit Iodid unter sauren Bedingungen wieder zu NO reduziert.  

 

NO2
- + I- + 2H+  NO +  I2 + H2O 

 

Da die Reaktion bei 60°C stattfindet, geht das entstandene NO aus der flüssigen 

Phase in die Gasphase über, welche durch einen permanenten Heliumfluss in die 

Reaktionskammer des Analysators transportiert wird. Zum Schutz der Anlage 

passierte das Probengas zunächst eine Kühleinheit (4°C) sowie ein mit 1 M NaOH 

gefülltes Gefäß, bevor es den Analysator erreichte. Der Reaktionskammer wird 
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neben dem Gasgemisch auch Ozon (O3) zugeleitet, welches aus Sauerstoff generiert 

wird. O3 reagiert bei der Chemilumineszenzreaktion mit NO zu Stickstoffdioxid (NO2), 

wovon sich unter den gegebenen Bedingungen 20% im angeregten Zustand (NO2*) 

befinden. NO2* geht unter Emission von elektromagnetischer Strahlung 

(Lumineszenz) wieder in den Grundzustand über (Clough, 1967). 

 

NO + O3  NO2
* + O2  NO2 + hv 

 

Die Strahlungsemission liegt im Wellenlängenbereich von 600 – 3.000 nm, mit einem 

Intensitätsmaximum bei ca. 1.200 nm. Diese Chemilumineszenz wird von einem 

Photomultiplier erfasst, verstärkt und das resultierende Signal über eine Interface-

Box an die Auswertungseinheit weitergeleitet. 

12.1.1 Vorbereitung der Zellen  

HUVEC wurden gemäß Kapitel II.4.2.1 in 6-well-Kulturplatten bis zu einer 90%-igen 

Konfluenz kultiviert. Die Zellen wurden danach mit verschiedenen Konzentrationen 

der einzelnen Flavanole oder des Flavanol-Gemisches für 2 h in Endothelial Cell 

Basal Medium MV2 inkubiert (vgl. Kapitel II.4.4.1). Das Endvolumen pro well betrug 

dabei 500 l. Um den Nitrit-Hintergrund (Nullwert) zu ermitteln, wurden 500 l 

Medium in wells ohne Zellen gefüllt. Nach der Inkubation wurde der Kulturüberstand 

in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß, das zuvor mit Reinstwasser ausgespült wurde, 

überführt und der Nitritgehalt mittels reduktiver CLD bestimmt. Die Zellen wurden mit 

75 l Lysepuffer lysiert und der Proteingehalt ermittelt (vgl. Kapitel II.10).  

12.1.2 Nitritbestimmung im Kulturüberstand 

Um konstante Werte zu erzielen, wurde der Analysator, sowie das Kühl- und 

Heizaggregat mindestens eine Stunde vor Messbeginn eingeschaltet. In einem 

Reaktionsgefäß, welches dem Analysator vorgeschaltet ist, wurden ca. 20 ml 

jodhaltige Reaktionslösung eingefüllt und mittels Heizaggregat auf 60°C temperiert. 

Mit einer gasdichten Spritze wurden 100 l der flüssigen Probe über eine Membran 

in die Reaktionskammer appliziert. Nach jeder Probenaufgabe wurde die Spritze 

einmal mit Aceton sowie dreimal mit Reinstwasser gespült. Zur Datenaufnahme und 

Datenauswertung diente die Software Eurochrom 2000 (Knauer, Berlin). Die 

Intensität des Signals wurde als Fläche unter der Kurve bestimmt. Mit Hilfe von 

Natriumnitrit-Standards im Bereich von 200 – 1.000 nM, welche in Endothelial Cell 
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Basal Medium MV2 für jede Versuchsreihe frisch angesetzt wurden, konnte 

anschließend der Nitrit-Gehalt der Probe in nM errechnet und nach Abzug des 

Nullwertes auf den Proteingehalt normiert werden. 

12.2 Direkter Nachweis von NO mittels Fluoreszenzmikroskopie 

Um intrazellulär gebildetes NO in Endothelzellen nachzuweisen, wurde der zell-

permeable Fluoreszenzfarbstoff MNIP (4-Methoxy-2-(1H-naphtho[2,3-d]imidazol-2-

yl)phenol) verwendet. Das Fluorophor MNIP wird mit Kupferionen zu einer stabilen, 

nichtfluoreszierenden Verbindung (MNIP-Cu) komplexiert. Diese reagiert schnell und 

spezifisch mit NO zu dem N-nitrosierten, blau-fluoreszierenden MNIP-NO und freien 

Kupferionen (vgl. Abbildung 14) (Ouyang et al., 2008). 

 

 

Abbildung 14: Reaktion von MNIP-Cu mit NO zu dem blau-fluoreszierenden MNIP-NO.  

Der Fluoreszenzfarbstoff MNIP wurde von Hr. Claas Hundsdörfer (Institut für 

Organische Chemie I, Düsseldorf) synthetisiert und freundlicherweise zur Verfügung 

gestellt. 

12.2.1 Herstellung der MNIP-Cu-Lösung 

Der MNIP-Cu-Komplex wurde für jede Versuchsreihe frisch angesetzt. Dazu wurde 

zuvor eine 10 mM MNIP-Stocklösung in DMSO angesetzt, die bei -20°C gelagert 

werden kann. Darauf folgend wurden 200 l einer 50 mM Kupfersulfat-Lösung 

(angesetzt in Reinstwasser) auf 1 ml der MNIP-Stocklösung gegeben, sodass ein 

molares MNIP:Cu Verhältnis von 1:1 vorliegt. Der Ansatz wurde anschließend 5 min 

unter Lichtausschluss mittels Vortex gemischt, um eine stabile, gelbe MNIP-Cu-

Lösung zu erhalten. 
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12.2.2 Vorbereitung der Zellen und Detektion der Fluoreszenz im Mikroskop 

HUVEC wurden gemäß Kapitel II.4.2.1 auf Glasplättchen in Ø 3,5 cm Zell-

kulturschalen kultiviert. Nach Erreichen einer 90%-igen Konfluenz wurden die Zellen 

mit 1 M bzw. 10 M (-)-Epicatechin oder 0,1 M -Östradiol (eNOS-Aktivator) 

zusammen mit je 10 M MNIP-Cu in HANKS’ Balanced Salt Solution (HBSS) für 2 h 

und 4 h inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit HBSS gewaschen, das 

Glasplättchen in der Atta Fluor Zellkammer (Invitrogen, Karlsruhe) eingespannt und 

die Zellen mit 1 ml HBSS überschichtet. Die Fluoreszenz des intrazellulär gebildeten 

MNIP-NO wurde mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops Axiovert 100TV (Zeiss, Jena) 

mit einer Anregungswellenlänge von 350 nm und einer Emissionswellenlänge von 

460 nm detektiert und mit Hilfe der zugehörigen Kamera (vgl. Kapitel II.1.2) 

dokumentiert. Die Kameraeinstellungen waren dabei folgende: Belichtung: 556 ms, 

Verstärker: 60. 

12.2.3 Fluoreszenzmessung der MNIP-Cu-Lösungen mittels Fluorimeter 

Um Effekte von (-)-Epicatechin oder -Östradiol auf die Stabilität des MNIP-Cu-

Komplexes auszuschließen, wurde die Grundfluoreszenz der in vitro eingesetzten 

MNIP-Cu-Lösungen bestimmt (10 M MNIP-Cu mit 1 M bzw. 10 M (-)-Epicatechin 

oder 0,1 M -Östradiol, vgl. Kapitel II.12.2.2). Als Vergleich diente eine 10 M 

MNIP-Lösung (ohne Kupfer) in HBSS. Jeweils 100 l der Lösungen wurden in je ein 

well einer schwarzen 96-well-Mikrotiterplatte pipettiert. Die Fluoreszenz wurde sofort 

(0 h), sowie nach 2 h und 4 h im Fluorimeter (BMG LabTec, Offenburg) mit einer 

Anregungswellenlänge von 355 nm, einer Emissionswellenlänge von 520 nm und 

einer Gain-Einstellung von 2200 vermessen. 

13 Bestimmung der NF- B-Aktivität mittels Reportergen-Assay 

Zur Bestimmung der NF- B-Aktivität wurde die humane stabil transfizierte Lungen-

epithelzelllinie A549/8-pNF- B-Luc eingesetzt, die in Kapitel II.4.1.2 näher beschrie-

ben ist. Da die NF- B-Bindungssequenzen vor einem Luziferase-Reportergen lokali-

siert sind, konnte die NF- B-Aktivität mit Hilfe eines Luziferase-Reportergen-Assays 

indirekt bestimmt werden (de Wet et al., 1985). Dabei wird durch eine 

Biolumineszenzreaktion, welche aus der Oxidation von Luziferin resultiert, die 

Luziferase-Aktivität ermittelt. 
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13.1 Vorbereitung der Zellen 

A549/8-pNF- B-Luc-Zellen wurden gemäß Kapitel II.4.2.2 in 12-well-Kulturplatten bis 

zu einer 90%-igen Konfluenz kultiviert. Anschließend wurden die Zellen mit ver-

schiedenen Konzentrationen der einzelnen Flavanole und des Flavanol-Gemisches 

für 48 h in FCS-freiem RPMI-Medium vorinkubiert (vgl. Kapitel II.4.4). Danach 

erfolgte eine vierstündige Zytokinaktivierung mit je 50 U/ml oder 500 U/ml IL-1 , 

TNF-  und IFN-  (vgl. Kapitel II.4.4.2). 

13.2 Luziferase-Reportergen-Assay 

Nach der Inkubation wurden die Zellen mit PBS gewaschen. Zum Ernten der Zellen 

wurde der 5x Reporter Gene Assay Lysis Buffer zuvor im Verhältnis 1:5 in 

Reinstwasser verdünnt. Die Zellen wurden mit 200 l pro well des 1x konzentrierten 

Lyse-Puffers 15 min bei 4°C inkubiert. Je 50 l des Lysats wurden in ein well einer 

weißen 96-well-Mikrotiterplatte überführt. Die Luziferasereaktion wurde durch 

Zugabe von 100 l pro well Bright Light Substrat gestartet. Die daraus resultierende 

Lichtemission wurde unverzüglich mittels Luminometer gemessen und auf den 

Proteingehalt normiert. 

14 Humane Interventionsstudie 

Die in vivo Studie befasste sich mit der Untersuchung zur Flavanol-abhängigen 

Modulation der Arginase-Aktivität in humanen Erythrozyten. Die Studie wurde 

insgesamt zweimal mit unterschiedlichem Probandenkollektiv durchgeführt. 

14.1 Studienprotokoll 

Bei der Interventionsstudie handelte es sich um eine randomisierte Studie im Cross-

Over-Design. Zehn gesunde Probanden nahmen sowohl einen Flavanol-armen 

Kakao als auch einen Flavanol-reichen Kakao mit 80 mg bzw. 985 mg Gesamt-

flavanolen ein. Die erythrozytäre Arginase-Aktivität wurde vor Kakao-Einnahme 

sowie 2 h und 24 h danach bestimmt (vgl. Kapitel II.11.2). In der zweiten Studie 

wurde zusätzlich die Serum-Konzentration von Gesamtepicatechin (freies sowie 

glukuronidiertes und sulfatiertes (-)-Epicatechin) vor Kakao-Einnahme sowie 2 h, 4 h 

und 24 h danach mit Hilfe der RP-HPLC bestimmt (vgl. Kapitel II.15). Die Probanden 
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wurden angewiesen am Tag vor der Kakao-Einnahme auf Flavanol-reiche Kost, wie 

Tee, Rotwein, Gemüse und Kakao-Produkte zu verzichten. Die Blutabnahme vor der 

Kakao-Einnahme sowie 24 h danach erfolgte morgens beim nüchternen Probanden. 

Zwischen der Einnahme und der Blutabnahme 4 h später war keine Mahlzeit erlaubt. 

Die Studie wurde von der Ethikkomission der medizinischen Fakultät der Heinrich-

Heine Universität Düsseldorf genehmigt. 

14.2 Probandenkollektiv 

Für die vorliegende Studie wurden gesunde Personen (Frauen und Männer) im Alter 

von 27-32 Jahren, mit einem BMI von 19 – 25 kg/m2 rekrutiert. Ausschlusskriterien 

waren Rauchen, Schwangerschaft, Übergewicht, Bluthochdruck und Diabetes 

mellitus. Vor Studienbeginn wurden die Probanden detailliert über die Studie 

informiert und die schriftliche Einwilligung der Teilnehmer eingeholt.  

14.3 Herstellung und Zusammensetzung des Kakaos 

Der Kakao wurde erst unmittelbar vor der Einnahme aus Kakao-Pulver (Cocoapro®) 

hergestellt, welches freundlicherweise von Dr. Kwik Uribe (Mars Incorporated, 

Hackettstown, New Jersey, USA) zur Verfügung gestellt wurde. Dazu wurden je 54 g 

des Kakao-Pulvers in 200 ml Wasser gelöst. Der Flavanol-arme und -reiche Kakao 

waren gleich in Geschmack und Aussehen, sowie im Gehalt an Makro- und 

Mikronährstoffen, Kaloriengehalt, Theobromin und Koffein. Sie unterschieden sich 

lediglich in ihrem Flavanolgehalt. Die Zusammensetzung der beiden Kakaoprodukte 

ist in Tabelle 5 aufgelistet. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Material und Methoden  

   

58 

Tabelle 5: Zusammensetzung des Flavanol-reichen und -armen Kakaos. Angaben pro 
54 g Kakao-Pulver, gelöst in 200 ml Wasser. 

Inhaltsstoffe Flavanol-reich Flavanol-arm 

Energie, kJ 666 717 

Fett, g 3,0 3,0 

Natrium, mg 180 420 

Kohlenhydrate, g 27,0 27,0 

Ballaststoffe,g 12,0 12,0 

Zucker,g 15,0 15,0 

Eiweiß, g 15,0 15,0 

Koffein,mg 31,8 36,6 

Theobromin, mg 585 570 

Kakao Flavanole gesamt, mg 985 80,4 

    Monomere, mg 244,2 24,6 

        (-)-Epicatechin 183 19,8 

        (+)-Catechin 61,2 4,8 

    Dimere, mg 215 23,1 

    Trimere, mg 174 14,6 

    Tetramere, mg 152 12,0 

    Pentamere, mg 102 6,3 

    Hexamere, mg 53,7 0 

    Heptamere, mg 34,5 0 

    Oktamere, mg 5,7 0 

14.4 Blutabnahme und Probenaufarbeitung 

Alle vorbereiteten Lösungen und Zentrifugen wurden auf 4°C gekühlt. Zur Blutab-

nahme wurde das Vacutainer-System verwendet. Um eine Hämolyse zu vermeiden, 

wurde auf eine langsame, gleichmäßige Blutabnahme und rasches Überführen in die 

vorbereiteten Röhrchen geachtet. 

14.4.1 Erythrozytenisolierung zur Bestimmung der Arginase-Aktivität  

Vor der Blutabnahme wurde eine 20 ml Spritze, bei der zunächst der Stempel 

entfernt wurde, mit einem Combi-Stopper versehen und in ein 50 ml Zentrifugen-

röhrchen gestellt. Anschließend wurden 10 l Heparin-Natrium 5000 (1 l/ml Vollblut) 

auf den Spritzenboden pipettiert. Zur Bestimmung der Arginase-Aktivität wurden dem 
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Probanden 10 ml Vollblut entnommen und vorsichtig in die vorbereitete Spritze über-

führt. Es folgte ein sofortiger Zentrifugationsschritt für 20 min bei 740 x g und 4°C. 

Das Plasma wurde verworfen und nach Entfernen des Combi-Stoppers wurden 2/3 

der Erythrozyten in ein neues 15 ml Zentrifugenröhrchen überführt. Zur Bestimmung 

der Arginase-Aktivität (vgl. Kapitel II.11) wurden die Erythrozyten zuvor 1:200 mit 

Lysepuffer verdünnt und 30 - 60 sec mittels Vortex durchmischt. 

14.4.2 Serumgewinnung zur Bestimmung des Gesamtepicatechins 

Um Serum aus Vollblut zu gewinnen wurde bei der Blutabnahme das Vacutainer-

System in Kombination mit 10 ml CAT-Vacutainer verwendet. Nach der Blutent-

nahme wurden die Vacutainer 20 min bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss 

inkubiert. Während dieser Zeit fand die Gerinnungsreaktion statt, wodurch das 

anschließende Abnehmen des Serums ermöglicht wurde. Die Proben wurden bis zur 

HPLC-Analytik (vgl. Kapitel II.15.1) bei -80°C gelagert. 

15 Instrumentelle Analytik mittels RP-HPLC 

Bei der high perfomance liquid chromatography (HPLC) handelt es sich um ein 

Flüssigchromatographie-Verfahren, mit dem man Substanzen trennen und mit Hilfe 

von Standards identifizieren sowie quantifizieren kann. Zur Analyse der aus der 

humanen Interventionsstudie gewonnenen Serumproben (vgl. Kapitel II.14.4.2) 

wurde die reversed phase (RP) - Verteilungschromatographie eingesetzt, bei der die 

stationäre Phase verglichen mit der mobilen unpolarer ist.  

15.1 Vorbereitung der Proben und HPLC-Bedingungen 

Um die Konzentration des Gesamtepicatechins im Serum nach Kakao-Einnahme zu 

bestimmen, wurden zuerst 500 l Serum mit 1 ml Kaliumphosphat-Puffer (100 mM, 

pH 5) und 20 l -Glukuronidase/Sulfatase in einem Polypropylenröhrchen bei 37°C 

für 30 min im Wasserbad inkubiert. Anschließend erfolgte die erste Extraktion mit 

5 ml tert-Butylmethylether. Nach einminütigem Durchmischen wurde die Probe zur 

Phasentrennung bei 3857 x g für 10 min zentrifugiert. Die organische, obere Phase 

wurde in ein neues Polypropylenröhrchen überführt. Der Rest wurde einem zweiten 

Extraktionsschritt mit 5 ml tert-Butylmethylether unterzogen. Die organischen Phasen 

der ersten und zweiten Extraktion wurden vereinigt und im Stickstoffstrom 
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getrocknet. Der Rückstand wurde in 200 l Fließmittel (mobile Phase) aufgenommen, 

in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und 15 min bei 20.800 x g zentrifugiert. 

Anschließend konnte der Überstand mit Hilfe der HPLC vermessen werden. Die 

Bedingungen sind in Tabelle 6 aufgeführt. 

Tabelle 6: HPLC-Bedingungen zur Bestimmung des Gesamtepicatechins in humanem 
Serum nach Einnahme eines Flavanol-reichen und -armen Kakaos. 

Säule LiChrospher100 RP-18e (5 m) 250x4 mm 

mit Vorsäule 10x4 mm 

Mobile Phase 2 mM KH2PO4 + 1,7 mM EDTA + 15% ACN 

Gradient Isokratisch 

Fluss 1 ml/min 

Temperatur 35°C 

Elektrochemische Detektion +0,75 V 

Injektionsvolumen 50 l 

16 Statistik 

Alle Daten der Zellkulturversuche sind als arithmetische Mittelwerte aus mindestens 

drei Messwerten ± Standardabweichung (SD) angegeben. Signifikanzen wurden mit 

dem Student’s t-Test (zweiseitig für unabhängige Proben) berechnet. Die Daten der 

in vivo Studie wurden einzeln oder als arithmetische Mittelwerte ± Standardfehler 

(SEM) angegeben. Signifikanzen wurden mit dem Student’s t-Test (zweiseitig für 

gepaarte Proben) berechnet 
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III Experimente und Ergebnisse 

In dieser Arbeit wurden die Effekte von Kakao-Flavanolen auf den L-Argininstoff-

wechsel in humanen Endothelzellen unter physiologischen sowie inflammatorischen 

Bedingungen untersucht. Zu diesem Zweck wurden humane, venöse Endothelzellen 

der Nabelschnur (HUVEC) als Modellsystem in Zellkulturexperimenten eingesetzt. 

Diese wurden zum einen mit (-)-Epicatechin und zum anderen mit einem Gemisch 

aus Kakao-Flavanolen sowie einzelnen Komponenten des Flavanol-Gemisches 

inkubiert. Untersucht wurde anschließend die mRNA-Expression und Enzymaktivität 

von Proteinen, die beim Metabolismus von L-Arginin eine wichtige Rolle spielen. 

Neben den Zellkulturversuchen wurde auch eine humane Interventionsstudie mit 

gesunden Erwachsenen durchgeführt, die im Cross-Over-Design einen Flavanol-

reichen und einen Flavanol-armen Kakao einnahmen. Im Rahmen der Studie wurde 

die Konzentration an Gesamtepicatechin im Serum bestimmt und die Auswirkung der 

Flavanole auf die erythrozytäre Arginase-Aktivität ermittelt. 

1 Einfluss von (-)-Epicatechin auf den L-Argininstoffwechsel in 

humanen Endothelzellen 

Bei (-)-Epicatechin handelt es sich um den Hauptvertreter der Flavanol-Monomere in 

Kakaobohnen. Epidemiologische Studien weisen darauf hin, dass ein regelmäßiger 

Verzehr Flavanol-reicher Nahrung vor Herz-Kreislauferkrankungen schützt. Zurück-

zuführen ist dies unter anderem auf eine verbesserte Endothelfunktion, wobei der 

moleklare Wirkmechanismus bisher nicht bekannt ist (Bayard et al., 2007). Enzyme, 

die für die Gefäßhomöostase eine wichtige Rolle spielen sind die endotheliale 

Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) und die Arginase-2 (vgl. Kapitel I.3), die beide 

L-Arginin als Substrat nutzen (vgl. Kapitel I.2). Eine Erklärung der protektiven 

Wirkung von (-)-Epicatechin könnte daher eine Modulation des L-Arginin-

stoffwechsels in Endothelzellen sein, der bei diversen Herz-Kreislauferkrankungen 

gestört ist. Im Rahmen dieser Arbeit sollte diese Vermutung überprüft werden und 

damit zum besseren Verständnis des molekularen Wirkmechanismus von (-)-Epi-

catechin beitragen. 
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1.1 Effekt von (-)-Epicatechin auf die Zellviabilität 

Zu Beginn der Zellkulturexperimente wurde untersucht, ob (-)-Epicatechin Einfluss 

auf die Zellviabilität hat. Dazu wurden HUVEC mit den Konzentrationen behandelt, 

die auch in den nachfolgenden Experimenten eingesetzt werden sollten. Die 

Inkubationszeit betrug dabei 24 h oder 48 h. Die Zellviabilität wurde anschließend 

mittels Sulforhodamin B (SRB) Assay bestimmt (vgl. Kapitel II.5) und ist in Relation 

zur unbehandelten Kontrolle angegeben, welche gleich 100% gesetzt wurde. In 

Abbildung 15 ist zu erkennen, dass (-)-Epicatechin unter den gegebenen 

Bedingungen die Zellviabilität nicht beeinflusst. Somit konnte im betrachteten 

Konzentrationsbereich eine Toxizität der Substanz im Zellmodell ausgeschlossen 

und Konzentrationen bis 30 M für die folgenden Zellkulturexperimente eingesetzt 

werden. 

 

Kontrolle 0,3 M 1 M 3 M 10 M 30 M
0

50

100

24 h

48 h

(-)-Epicatechin
 

Abbildung 15: Effekt von (-)-Epicatechin auf die Viabilität humaner Endothelzellen. 
HUVEC wurden mit verschiedenen (-)-Epicatechin-Konzentrationen für 24 h und 48 h inku-
biert und anschließend die Zellviabilität mit Hilfe des SRB-Assays bestimmt. Als Kontrolle 
dienten unbehandelte Zellen. Angegeben sind Mittelwerte ± SD; n=6. 
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1.2 Effekt von (-)-Epicatechin auf die mRNA-Expression der Arginase-2 und 

eNOS 

Nachdem gezeigt werden konnte, dass (-)-Epicatechin die Zellviabilität nicht beein-

trächtigt, wurden als erstes die Effekte der Substanz auf die mRNA-Expression der 

Arginase-2 und der eNOS untersucht. Dazu wurden HUVEC mit verschiedenen 

(-)-Epicatechin-Konzentrationen für 2 h und 24 h inkubiert. Als Positivkontrolle 

dienten Zellen, die mit einem proinflammatorischen Zytokin-Mix (je 500 U/ml TNF-  

und IL-1 ) behandelt wurden. Diese Zytokine setzen die mRNA-Expression der 

Arginase-2 und eNOS herab (Suschek et al., 2004). Nach den festgelegten 

Inkubationszeiten wurde die Gesamt-RNA isoliert und mittels reverser Transkription 

in cDNA umgeschrieben, die als template für Real-Time PCR diente (vgl. Kapitel II.6 

und 7). Unter Einsatz spezifischer Primer für humane Arginase-2 und eNOS, sowie 

das Referenzgen GAPDH, wurde eine Expressionsanalyse der beiden Zielgene 

durchgeführt (vgl. Kapitel II.8). In Abbildung 16A ist zu erkennen, dass eine zwei-

stündige Inkubation der Zellen mit (-)-Epicatechin keinen Effekt auf die Arginase-2 

mRNA-Expression hat. Nach 24 h Inkubation mit 1 M und 3 M (-)-Epicatechin 

konnte man eine Verminderung der Arginase-2 mRNA-Expression um 30% ± 0,5% 

und 28% ± 1,1% messen, verglichen mit unbehandelten Zellen (Kontrolle). Bei 

Inkubation der Zellen mit 10 M (-)-Epicatechin ergab sich eine Abnahme um 

insgesamt 37% ± 1,6%, was mit der Abnahme, 24 h nach Zugabe des Zytokin-Mixes 

vergleichbar war (44% ± 6,7%).  

Im Gegensatz dazu konnten weder nach 2 h noch nach 24 h statistisch signifikante 

Effekte von (-)-Epicatechin auf die eNOS mRNA-Expression beobachtet werden 

(Abbildung 16B). 

 

Die vorgestellten Daten zeigen, dass (-)-Epicatechin in der Lage ist, den L-Arginin-

stoffwechsel humaner Endothelzellen in vitro zu beeinflussen. Die mRNA-Expression 

der Arginase-2 war nach 24 h vermindert, die eNOS mRNA-Expression blieb 

unverändert. 
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Abbildung 16: Effekt von (-)-Epicatechin auf die Arginase-2 und eNOS mRNA-Expres-
sion in humanen Endothelzellen. HUVEC wurden mit verschiedenen (-)-Epicatechin-Kon-
zentrationen für 2 h und 24 h inkubiert. Die Expressionsanalyse der humanen Arginase-2 (A) 
und eNOS (B) wurde mittels Real-Time PCR durchgeführt. Kontrolle: unbehandelte Zellen; 
Zytokin-Mix: je 500 U/ml TNF-  und IL-1 . Angegeben sind Mittelwerte ± SD; n=6; *p < 0,05 
bezogen auf die zugehörige Kontrolle. 

A 

B 
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1.3 Effekt von (-)-Epicatechin auf die Aktivität der Arginase und eNOS 

Neben den Effekten von (-)-Epicatechin auf die Arginase-2 und eNOS mRNA-

Expression wurden auch Auswirkungen auf die Enzymaktivität untersucht. Dazu 

wurden HUVEC mit verschiedenen Konzentrationen an (-)-Epicatechin inkubiert und 

anschließend die Enzymaktivitäten gemessen. 

Um die Arginase-Aktivität zu bestimmen, wurden die Zellen nach 48-stündiger 

Inkubation lysiert. Die Enzymaktivität wurde anschließend anhand der Harnstoffsyn-

these ermittelt (vgl. Kapitel II.11). Als Positivkontrolle dienten Zellen, die mit 10 mM 

L-Valin, einem kompetitiven Arginase-Inhibitor, oder einem Zytokin-Mix (je 500 U/ml 

TNF-  und IL-1 ) behandelt wurden, welcher die Arginase mRNA-Expression 

erniedrigt. Im Verglich zu unbehandelten Zellen (Kontrolle) führte eine 48-stündige 

Inkubation der Zellen mit 3 M (-)-Epicatechin zu einer signifikant erniedrigten 

Arginase-Aktivität (0,50 ± 0,01 vs. 0,66 ± 0,04 mol x mg Protein-1 x h-1, p < 0,05; vgl. 

Abbildung 17A). Eine weitere Abnahme auf 0,46 ± 0,05 mol x mg Protein-1 x h-1 

wurde nach Inkubation mit 10 M (-)-Epicatechin erreicht. Ähnlich erniedrigt war die 

Arginase-Aktivität nach Zytokinbehandlung (0,38 ± 0,07 mol x mg Protein-1 x h-1). 

Eine Inkubation der Zellen mit L-Valin führte nach 48 h zu einer Senkung der 

Arginase-Aktivität auf 0,21 ± 0,03 mol x mg Protein-1 x h-1. 

Zur Bestimmung der eNOS-Aktivität wurde 2 h nach Zugabe von (-)-Epicatechin der 

Nitrit-Gehalt im Kulturüberstand mit Hilfe der reduktiven Chemilumineszenzdetektion 

(CLD) ermittelt (vgl. Kapitel II.12). Nach Normierung auf den Proteingehalt wurde die 

relative eNOS-Aktivität in Prozent bezogen auf unbehandelte Zellen (Kontrolle) 

berechnet (vgl. Abbildung 17B). Eine Inkubation der Zellen mit 0,3 M (-)-Epicatechin 

führte nach 2 h zu einer Steigerung der eNOS-Aktivität um 35 % ± 3%, verglichen mit 

der Kontrolle. Ein maximaler Aktivitätsanstieg von 45% ± 11% konnte mit 1 M 

(-)-Epicatechin erreicht werden. Bei höheren Konzentrationen war kein Effekt 

messbar.  

 

Anhand dieser Versuchsreihe konnte gezeigt werden, dass (-)-Epicatechin den L-Ar-

gininstoffwechsel humaner Endothelzellen nicht nur auf der Ebene der mRNA-Ex-

pression beeinflusst (vgl. Kapitel III.1.2), sondern auch Effekte auf der Proteinebene 

ausübt. Die Arginase-Aktivität wurde 48 h nach Zugabe von (-)-Epicatechin 
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dosisabhängig vermindert. Im Gegensatz dazu führte eine zweistündige Inkubation 

der Zellen mit (-)-Epicatechin zu einer Steigerung der eNOS-Aktivität. 
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Abbildung 17: Effekt von (-)-Epicatechin auf die Aktivität der Arginase und eNOS in 
humanen Endothelzellen. HUVEC wurden mit verschiedenen (-)-Epicatechin-Konzentra-
tionen inkubiert. Kontrolle: unbehandelte Zellen. (A) Die Arginase-Aktivität wurde nach 48-
stündiger Inkubation durch photometrische Bestimmung der Harnstoffsynthese ermittelt. 
Zytokin-Mix: je 500 U/ml TNF-  und IL-1 ; L-Valin: 10 mM. (B) Die eNOS-Aktivität wurde 
nach zweistündiger Inkubation durch Bestimmung des Nitrit-Gehalts im Kulturüberstand 
mittels reduktiver CLD ermittelt. Angegeben sind Mittelwerte ± SD; n=6, *p < 0,05 bezogen 
auf die Kontrolle. 
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1.4 Bestimmung der NO-Synthese mittels Fluoreszenzmikroskopie 

Kürzlich wurde in der Literatur ein Fluoreszenzfarbstoff beschrieben (4-Methoxy-2-

(1H-naphtho[2,3-d]imidazol-2-yl)phenol, MNIP), der eine spezifische NO-Detektion in 

vitro ermöglicht (Ouyang et al., 2008). Da der direkte Nachweis von NO bisher nicht 

möglich war, wird die eNOS-Aktivität indirekt über die Bildung der Oxidations-

produkte von NO (Nitrit oder Nitrat) bestimmt (z.B. mittels CLD, vgl. Kapitel II.12.1). 

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der direkte Nachweis der eNOS-Aktivität (über NO-

Bildung) in HUVEC mit Hilfe des Fluorophors MNIP als Alternative zur reduktiven 

Chemilumineszenzdetektion etabliert werden. Anschließend wurde untersucht, ob 

eine gesteigerte NO-Bildung nach (-)-Epicatechin-Behandlung verzeichnet werden 

kann. Dies könnte auf eine erhöhte eNOS-Aktivität zurückgeführt werden und den 

unter Kapitel III.1.3 beobachteten Effekt von (-)-Epicatechin bestätigen.  

1.4.1 Untersuchung zur Stabilität des MNIP-Cu-Komplexes in Zellkulturmedien  

Für die nachfolgenden Zellkulturversuche wurde das fluoreszierende MNIP mit 

Kupfer zu einem nicht fluoreszierenden MNIP-Cu-Komplex koordiniert, welcher dann 

spezifisch mit NO wieder zu einem fluoreszierenden Produkt (MNIP-NO) reagieren 

kann (vgl. Kapitel II.12.2). Vorab wurde das optimale Zellkulturmedium zum 

Ansetzten des MNIP-Cu-Komplexes ermittelt. Getestet wurden dabei das bisher für 

die Zellkultur verwendete Endothelial Cell Basal Medium MV2 (BM) und HANKS’ 

Balanced Salt Solution (HBSS). Dazu wurden jeweils 10 M MNIP- und MNIP-Cu-

Lösungen mit den verschiedenen Medien hergestellt (vgl. Kapitel II.12.2.1). Als 

Kontrolle dienten eine 10 M MNIP- bzw. MNIP-Cu-Lösung, die in Reinstwasser 

angesetzt wurde. Die Fluoreszenz der Lösungen wurde sofort (0 h) sowie 2 h und 4 h 

nach dem Ansetzen mittels Fluorimeter (Anregungswellenlänge: 355 nm, Emissions-

wellenlänge: 520 nm) gemessen und in Relation zur MNIP-Kontrolle angeben. Die 

Ergebnisse sind in Abbildung 18 graphisch dargestellt. Die verschiedenen Ansätze 

der MNIP- und MNIP-Cu-Lösungen blieben über die Dauer der Untersuchung stabil, 

sodass im Folgenden jeweils die durchschnittliche Fluoreszenzintensität (von 0 h, 2 h 

und 4 h) beschrieben wird. In Abbildung 18 ist zu erkennen, dass eine Koordination 

von Kupferionen mit dem in Reinstwasser angesetzten MNIP (Kontrolle) die Fluores-

zenz fast vollständig unterdrückt. Die Restfluoreszenz des MNIP-Cu betrug 2,3% ± 

0,5%, verglichen mit der MNIP-Fluoreszenz (100%). Im Gegensatz dazu betrug die 

relative Fluoreszenz des in BM angesetzten MNIP nur noch 52,6% ± 4,2%. Eine 
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Zugabe von Kupferionen führte zu einer Verminderung der Fluoreszenz auf 19,7% ± 

4,4%. Im Vergleich zur MNIP-Kontrolle konnte bei der MNIP-Lösung in HBSS eine 

relative Fluoreszenz von 77,7% ± 3,7% ermittelt werden. Eine Koordination mit 

Kupferionen zu MNIP-Cu resultierte hier in einer starken Abnahme der Fluoreszenz 

auf 1,9% ± 0,4%, bezogen auf die MNIP-Kontrolle. 

MNIP MNIP-Cu MNIP MNIP-Cu MNIP MNIP-Cu

0

50

100
0 h

2 h

Kontrollen

4 h

BM HBSS

 

Abbildung 18: Stabilität des MNIP-Cu-Komplexes in verschiedenen Zellkulturmedien. 
Je 10 M MNIP und MNIP-Cu wurden in Reinstwasser (Kontrolle), Endothelial Cell Basal 

Medium MV2 (BM) oder HANKS’ Balanced Salt Solution (HBSS) hergestellt und die 
Fluoreszenz bei einer Anregungswellenlänge von 355 nm und einer Emissionswellenlänge 
von 520 nm gemessen. Angegeben sind Mittelwerte ± SD, n=3. 

Eine Koordination des Fluorophors MNIP mit Kupferionen ist ausschlaggebend für 

dessen Fluoreszenzverlust. In BM konnte nur eine 64%-ige Unterdrückung der 

MNIP-Fluoreszenz durch Kupferionen erzielt werden. Im Gegensatz dazu wurde in 

HBSS eine 97%-ige Abnahme der MNIP-Fluoreszenz nach Kupferkomplexierung 

erreicht, die über einen Zeitraum von vier Stunden stabil blieb. Somit konnte HBSS 

als optimales Zellkulturmedium zur Herstellung einer stabilen, nichtfluoreszierenden 

MNIP-Cu-Lösung bestimmt werden. Alle MNIP- wie auch MNIP-Cu-Lösungen 

wurden im weiteren Verlauf der Arbeit in HBSS angesetzt. 

1.4.2 Einfluss von (-)-Epicatechin und -Östradiol auf die MNIP-Cu-Stabilität 

Anschließend wurde untersucht, ob (-)-Epicatechin als Chelatbildner die Kupferionen 

aus der MNIP-Cu-Verbindung komplexieren kann. Die daraus resultierende MNIP-

Bildung durch Entzug der Kupferionen hätte einen Fluoreszenzanstieg zur Folge und 

würde in späteren Versuchen (vgl. Kapitel III.1.4.3) zu falsch positiven Ergebnissen 
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führen. Aus gleichem Grund wurde der Effekt von -Östradiol auf die MNIP-Cu-

Stabilität ermittelt. Bei -Östradiol handelt es sich um einen eNOS-Aktivator, der im 

folgenden Versuch als Positivkontrolle eingesetzt werden soll (Kim et al., 2008). 

Dazu wurden 1 M und 10 M (-)-Epicatechin sowie 0,1 M -Östradiol mit einer 

10 M MNIP-Cu-Lösung angesetzt. Als Kontrollen dienten jeweils eine 10 M MNIP- 

und MNIP-Cu-Lösung. Die Fluoreszenz der Lösungen wurde sofort (0 h) sowie 2 h 

und 4 h nach dem Ansetzen mittels Fluorimeter bei einer Anregungswellenlänge von 

355 nm und einer Emissionswellenlänge von 520 nm gemessen und in Relation zur 

MNIP-Kontrolle angeben (vgl. Kapitel II.12.2.2). Die verschiedenen MNIP- und MNIP-

Cu-Lösungen blieben über die Dauer der Untersuchung stabil, sodass im Folgenden 

jeweils die durchschnittliche Fluoreszenzintensität (von 0 h, 2 h und 4 h) beschrieben 

wird. Eine Komplexierung von MNIP mit Kupferionen führte wie erwartet zu einer 

97,3%-igen Absenkung der Fluoreszenz (Abbildung 19). Nach Zugabe von 1 M 

oder 10 M (-)-Epicatechin zur MNIP-Cu-Lösung konnte weiterhin ein 97,1%-iger und 

96,5%-iger Fluoreszenzverlust beobachtet werden. Ebenso wurde bei der MNIP-Cu-

Lösung, die mit 0,1 M -Östradiol versetzt wurde, eine um 97,6% verminderte 

Fluoreszenz, verglichen mit der MNIP-Kontrolle, verzeichnet.  

Es konnte gezeigt werden, dass weder (-)-Epicatechin als potentieller Chelatbildner 

noch -Östradiol die Stabilität des MNIP-Cu-Komplexes beeinflussen. 

MNIP MNIP-Cu 1 M EC 10 M EC 0,1 M -Östradiol
0

50

100
0 h

2 h

4 h

MNIP-CuKontrollen
 

Abbildung 19: Einfluss von (-)-Epicatechin (EC) und -Östradiol auf die Stabilität des 
MNIP-Cu-Komplexes. Die MNIP- bzw. MNIP-Cu-Konzentration betrug jeweils 10 M. Die 
Fluoreszenz wurde bei einer Anregungswellenlänge von 355 nm und einer Emissionswellen-
länge von 520 nm gemessen. Angegeben sind Mittelwerte ± SD, n=3. 
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1.4.3 Effekt von (-)-Epicatechin auf die NO-Produktion in HUVEC 

Nachdem gezeigt werden konnte, dass (-)-Epicatechin und -Östradiol die Stabilität 

des MNIP-Cu-Komplexes nicht beeinflussen, wurde untersucht, ob der unter Kapitel 

III.1.3 beobachtete Anstieg der eNOS-Aktivität nach (-)-Epicatechin-Behandlung 

auch mit Hilfe des Fluorophors MNIP über die NO-Bildung detektiert werden kann. 

Dazu wurden HUVEC mit 1 M und 10 M (-)-Epicatechin in einer 10 M MNIP-Cu-

Lösung für 2 h und 4 h inkubiert (vgl. Kapitel II.12.2.2). Als Positivkontrolle dienten 

Zellen, die anstelle des (-)-Epicatechins mit 0,1 M -Östradiol behandelt wurden. 

Nach den Inkubationszeiten wurde die Fluoreszenz des intrazellulär gebildeten 

MNIP-NO in lebenden Zellen mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops dokumentiert und 

mit Kontrollzellen, welche nur mit MNIP-Cu inkubiert wurden, verglichen. Die 

Aufnahme der Bilder erfolgte in Graustufen. Um den Effekt von (-)-Epicatechin und 

-Östradiol auf die NO-Synthese besser zu visualisieren, wurden den Graustufen 

Fehlfarben zugeordnet. Dabei wird der geringsten Fluoreszenz (geringe MNIP-NO-

Konzentration) die Farbe Dunkelblau zugeordnet. Mit zunehmender MNIP-NO-

Konzentration steigt die Fluoreszenz und die Färbung ändert sich über Grün, Gelb 

bis hin zu Rot (stärkste Fluoreszenz). Verglichen mit den Kontrollzellen, führte eine 

zweistündige Inkubation mit 1 M und 10 M (-)-Epicatechin zu einer vermehrten 

MNIP-NO-Bildung, die jener nach -Östradiol-Behandlung entsprach (vgl. Abbildung 

20). Eine Verlängerung der Inkubationszeit auf 4 h resultierte in einer noch stärkeren 

MNIP-NO-Produktion durch (-)-Epicatechin und -Östradiol, während die Kontroll-

zellen nur eine minimale Zunahme zeigten. Die höchste MNIP-NO-Konzentration 

wurde 4 h nach Zugabe von 10 M (-)-Epicatechin und 0,1 M -Östradiol erreicht.  

 

Damit konnte belegt werden, das (-)-Epicatechin in der Lage ist die NO-Bildung und 

damit die eNOS-Aktivität in HUVEC zu steigern. Außerdem konnte eine erfolgreiche 

Anwendung des neuen Fluoreszenzfarbstoffs MNIP in Zellkulturversuchen gezeigt 

werden.  
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Abbildung 20: Effekt von (-)-Epicatechin auf die eNOS-abhängige NO-Bildung in 
humanen Endothelzellen. HUVEC wurden mit 1 M und 10 M (-)-Epicatechin oder 0,1 M 
-Östradiol (eNOS-Aktivator) für 2 h und 4 h zusammen mit 10 M MNIP-Cu inkubiert. Als 

Kontrolle dienten Zellen, die nur mit MNIP-Cu behandelt wurden. Das intrazellulär gebildete 
NO reagiert mit MNIP-Cu zu MNIP-NO und führt zu einem Fluoreszenzanstieg, der mittels 
Fluoreszenzmikroskop bei einer Anregungswellenlänge von 350 nm und einer Emissions-
wellenlänge von 460 nm detektiert wurde. 

niedrige MNIP-NO-Konzentration  hohe MNIP-NO-Konzentration 
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1.5 Bestimmung der mRNA-Halbwertszeit von Arginase-2 und eNOS 

Die Effekte von (-)-Epicatechin auf die mRNA-Expression bzw. Enzymaktivität der 

Arginase unterliegen einem unterschiedlichen zeitlichen Verlauf. Die Verringerung 

der mRNA-Expression konnte bereits 24 h nach Versuchsbeginn nachgewiesen 

werden (vgl. Kapitel III.1.2), während es auf der Proteinebene 48 h dauerte, bis es zu 

einer Verringerung der Aktivität kam (vgl. Kapitel III.1.3). Daher stellte sich die Frage, 

ob die Abnahme der Arginase-Aktivität nach 48 h auf die verminderte mRNA-

Expression zurückzuführen ist. Um dies zu klären wurde die mRNA-Halbwertszeit 

der Arginase-2 bestimmt. Zudem wurde die Halbwertszeit der eNOS-mRNA ermittelt 

und überprüft, ob (-)-Epicatechin die Halbwertszeit beider mRNAs beeinflusst. Dazu 

wurden HUVEC mit dem Transkriptionsinhibitor Actinomycin D, in An- und Abwesen-

heit von 3 M (-)-Epicatechin, für 12 h, 24 h, 36 h und 48 h inkubiert (vgl. Kapitel II.9). 

In Vorversuchen wurde die optimale Konzentration von Actinomycin D auf 0,5 g/ml 

festgelegt. Nach den Inkubationszeiten wurde die Gesamt-RNA isoliert, revers 

transkribiert und die erhaltene cDNA als template für Real-Time PCR, unter Einsatz 

spezifischer Primer für humane Arginase-2 und eNOS, verwendet (vgl. Kapitel II.6-7 

und 8.2). Abschließend wurde im Vergleich zu unbehandelten Zellen die relative 

Abnahme der mRNA in Prozent errechnet. Für die Arginase-2 mRNA konnte eine 

Halbwertszeit von ca. 24 h ermittelt werden (vgl. Abbildung 21A). Die mRNA-

Halbwertszeit der eNOS beträgt ca. 20 h (vgl. Abbildung 21B). Abbildung 21 ist zu 

entnehmen, dass weder die mRNA-Halbwertszeit der Arginase-2 noch die der eNOS 

von (-)-Epicatechin beeinflusst wird.  

 

Das Ergebnis bestätigt die Vermutung, dass die verminderte Arginase-Aktivität nach 

48-stündiger (-)-Epicatechin-Behandlung aus der verminderten mRNA-Expression 

resultiert. (-)-Epicatechin beeinflusst somit den L-Argininstoffwechsel in humanen 

Endothelzellen auf Ebene der mRNA-Expression (Arginase) sowie Enzymaktivität 

(eNOS), die mRNA-Halbwertszeit bzw. Stabilität bleibt unverändert. 
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Abbildung 21: Effekt von (-)-Epicatechin auf die mRNA-Halbwertszeit der Arginase-2 
und der eNOS in humanen Endothelzellen. HUVEC wurden mit 0,5 g/ml Actinomycin D, 
in An- und Abwesenheit von 3 M (-)-Epicatechin (EC), bis zu 48 h inkubiert. Die relative 
mRNA-Abnahme der (A) Arginase-2 und (B) eNOS, verglichen mit unbehandelten Zellen 
(100%), wurde mittels Real-Time PCR bestimmt. Angegeben sind Mittelwerte ± SD; n=6. 
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2 Einfluss des Flavanol-Gemisches auf den L-Argininstoff-

wechsel in humanen Endothelzellen 

Flavanole werden nach dem Verzehr während der Passage des Darmepithels und 

anschließend in der Leber metabolisiert. Zu diesen Stoffwechselreaktionen gehören 

unter anderem Methylierungen und Glukuronidierungen von Hydroxylgruppen. Daher 

liegen Kakao-Flavanole wie (-)-Epicatechin im Plasma überwiegend als Methyl-

epicatechine, Epicatechin-Glukuronide und Methylepicatechin-Glukuronide vor (Baba 

et al., 2000). Auf diesen Erkenntnissen basierend wurde nun untersucht, ob die unter 

Kapitel III.1 beschriebenen Effekte von (-)-Epicatechin auf den L-Argininstoffwechsel 

in humanen Endothelzellen auch mit einem Flavanol-Gemisch erhalten werden. Die 

Zusammensetzung des verwendeten Flavanol-Gemisches entsprach etwa dem 

Metabolitenmuster, welches im Plasma, zwei Stunden nach Einnahme eines 

Flavanol-reichen Kakaos (vgl. Kapitel II.14.3) gefunden wird (Schroeter et al., 2006). 

Die Gesamtkonzentration der Flavanole im Plasma beträgt dabei 2,6 M 

(Zusammensetzung vgl. Tabelle 7). Daher wurden für die Zellkulturversuche 

Konzentrationen von 2,6 M sowie eine höhere und niedrigere Konzentration 

eingesetzt. Das Gemisch wurde von Dr. Hagen Schroeter (UC Davis, Kalifornien, 

USA) zur Verfügung gestellt (vgl. Kapitel II.3.2). 

 

Tabelle 7: Zusammensetzung des Flavanol-Gemisches. Die Konzentration der Gesamt-
flavanole beträgt 2,6 M. 

Flavanol c[ M] 

(+)-Catechin 0,4 

(-)-Epicatechin 0,1 

4’-O-Methylepicatechin 0,2 

4’-O-Methylepicatechin-7-O- -D-Glukuronid 1,7 

Epicatechin-7-O- -D-Glukuronid 0,2 
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2.1 Effekt des Flavanol-Gemisches auf die mRNA-Expression der Arginase-2 

und eNOS 

Wie in den Zellkulturversuchen mit (-)-Epicatechin wurde zunächst überprüft, 

welchen Effekt das Flavanol-Gemisch auf die mRNA-Expression der Arginase-2 und 

eNOS in humanen Endothelzellen hat. Dazu wurden HUVEC mit verschiedenen Kon-

zentrationen des Flavanol-Gemisches für 2 h und 24 h inkubiert. Als Positivkontrolle 

diente ein Zytokin-Mix (je 500 U/ml TNF-  und IL-1 ), welcher die mRNA-Expression 

beider Gene erniedrigt. Anschließend wurde die Gesamt-RNA isoliert und mittels 

reverser Transkription in cDNA umgeschrieben, die als template für Real-Time PCR 

diente (vgl. Kapitel II.6 und 7). Eine Expressionsanalyse beider Zielgene wurde unter 

Einsatz spezifischer Primer für humane Arginase-2 und eNOS, sowie das 

Referenzgen GAPDH, durchgeführt (vgl. Kapitel II.8). Eine Inkubation der Zellen mit 

2,6 M und 7,8 M des Flavanol-Gemisches führte nach 2 h zu einer Verminderung 

der Arginase-2 mRNA-Expression um 21% ± 1,1% und 21% ± 8,0%, bezogen auf 

unbehandelte Kontrollzellen (vgl. Abbildung 22A). Nach 24-stündiger Inkubation mit 

7,8 M des Flavanol-Gemisches konnte eine Erniedrigung der mRNA-Expression um 

39% ± 11,8% beobachtet werden, was etwa der Verminderung, 24 h nach Zugabe 

des Zytokin-Mixes entsprach (44% ± 6,7%).  

Im Gegensatz zur Arginase zeigte das Flavanol-Gemisch keine statistisch 

signifikanten Effekte auf die eNOS mRNA-Expression (vgl. Abbildung 22B). 

 

Übereinstimmend mit den Ergebnissen der (-)-Epicatechin-Versuche (vgl. Kapitel 

II.1.2) führt eine Inkubation der Zellen mit dem Flavanol-Gemisch zu einer Abnahme 

der Arginase-2 mRNA-Expression, während die eNOS mRNA-Expression unverän-

dert bleibt. 
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Abbildung 22: Effekt des Flavanol-Gemisches auf die Arginase-2 und eNOS mRNA-Ex-
pression in humanen Endothelzellen. HUVEC wurden mit verschiedenen Konzentrationen 
des Flavanol-Gemisches für 2 h und 24 h inkubiert. Die Expressionsanalyse der humanen 
Arginase-2 (A) und eNOS (B) wurde mittels Real-Time PCR durchgeführt. Kontrolle: 
unbehandelte Zellen; Zytokin-Mix: je 500 U/ml TNF-  und IL-1 . Angegeben sind Mittelwerte 
± SD; n=6; *p < 0,05 bezogen auf die zugehörige Kontrolle. 
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2.2 Effekt des Flavanol-Gemisches auf die Aktivität der Arginase und eNOS 

Nachdem die Effekte des Flavanol-Gemisches auf die Arginase-2 und eNOS mRNA-

Expression untersucht wurden, folgten Zellkulturversuche, die sich mit den Auswirk-

ungen des Flavanol-Gemisches auf die Enzymaktivität beschäftigten. Dazu wurden 

HUVEC mit verschiedenen Konzentrationen des Flavanol-Gemisches inkubiert und 

anschließend die Enzymaktivitäten gemessen.  

Um die Arginase-Aktivität zu bestimmen, wurden die Zellen nach 48-stündiger 

Inkubation lysiert. Die Enzymaktivität wurde anschließend durch photometrische 

Bestimmung der gebildeten Harnstoffmenge ermittelt (vgl. Kapitel II.11). Als 

Positivkontrolle dienten Zellen, die mit 10 mM L-Valin, einem kompetitiven Arginase-

Inhibitor, oder einem Zytokin-Mix (je 500 U/ml TNF-  und IL-1 ) behandelt wurden, 

welcher die Arginase mRNA-Expression erniedrigt. In Abbildung 23A ist zu erkennen, 

dass, verglichen mit unbehandelten Zellen (Kontrolle), 48 h nach Zugabe von 2,6 M 

des Flavanol-Gemisches die Enzymaktivität in signifikantem Maße abnahm (0,47 ± 

0,04 vs. 0,67 ± 0,04 mol x mg Protein-1 x h-1, p < 0,05). Eine weitere Verminderung 

der Arginase-Aktivität auf 0,40 ± 0,02 mol x mg Protein-1 x h-1 wurde durch 

Inkubation der Zellen mit 7,8 M des Flavanol-Gemisches erreicht, was ungefähr der 

Abnahme nach Zytokinbehandlung entsprach (0,38 ± 0,07 mol x mg Protein-1 x h-1). 

Zur Bestimmung der eNOS-Aktivität wurde nach zweistündiger Inkubation mit dem 

Flavanol-Gemisch der Nitritgehalt im Kulturüberstand mittels reduktiver Chemilumi-

neszenzdetektion (CLD) ermittelt (vgl. Kapitel II.12). Nach Normierung auf den Pro-

teingehalt wurde die relative eNOS-Aktivität in Prozent, bezogen auf unbehandelte 

Zellen (Kontrolle) berechnet. Verglichen mit der Kontrolle war 2 h nach Zugabe von 

2,6 M des Flavanol-Gemisches eine Aktivitätssteigerung um 25% ± 2,0% zu 

beobachten (vgl. Abbildung 23B). Eine Erhöhung der eNOS-Aktivität um insgesamt 

40% ± 2,0% wurde nach Inkubation mit 7,8 M des Flavanol-Gemisches verzeichnet.  

 

Wie (-)-Epicatechin führt auch die Inkubation von HUVEC mit dem Flavanol-Gemisch 

zu einer dosisabhängigen Verminderung der Arginase-Aktivität, während die eNOS-

Aktivität mit steigender Konzentration des Flavanol-Gemisches zunahm. 



Experimente und Ergebnisse  

   

78 

 

Kontrolle 0,4 M 2,6 M 7,8 M Zytokin-Mix L-Valin
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

*
* *

*

Flavanol-Gemisch
 

Kontrolle 0,4 M 2,6 M 7,8 M
0

50

100

150

Flavanol-Gemisch

*
*

 

Abbildung 23: Effekt des Flavanol-Gemisches auf die Aktivität der Arginase und eNOS 
in humanen Endothelzellen. HUVEC wurden mit verschiedenen Konzentrationen des 
Flavanol-Gemisches inkubiert. Kontrolle: unbehandelte Zellen. (A) Die Arginase-Aktivität 
wurde nach 48-stündiger Inkubation durch photometrische Bestimmung der Harnstoffsynthe-
se ermittelt. Zytokin-Mix: je 500 U/ml TNF-  und IL-1 ; L-Valin: 10 mM. (B) Die eNOS-Aktivi-
tät wurde nach zweistündiger Inkubation durch Bestimmung des Nitrit-Gehalts im Kultur-
überstand mittels reduktiver CLD ermittelt. Angegeben sind Mittelwerte ± SD; n=6, *p < 0,05 
bezogen auf die Kontrolle. 
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3 Einfluss von (-)-Epicatechin-Metaboliten auf den L-Arginin-

stoffwechsel in humanen Endothelzellen 

Die vorangegangenen Versuche belegen, dass die Effekte des Flavanol-Gemisches 

auf den L-Argininstoffwechsel in humanen Endothelzellen mit jenen von (-)-Epica-

techin vergleichbar sind. Nun stellte sich die Frage, ob einzelne Komponenten des 

Flavanol-Gemisches besondert aktiv sind. Daher wurden in den folgenden 

Zellkulturversuchen einzelne Substanzen des Flavanol-Gemisches verwendet. 

3.1 Effekt von (-)-Epicatechin-Metaboliten auf die Arginase-2 mRNA-Ex-

pression 

Sowohl (-)-Epicatechin als auch das Flavanol-Gemisch führten innerhalb von 24 h zu 

einer verminderten Arginase-2 mRNA-Expression in humanen Endothelzellen, 

während die eNOS mRNA-Expression unverändert blieb (vgl. Kapitel III.1.2 und 2.1). 

Daher wurde nachfolgend ausschließlich der Effekt einzelner Komponenten des 

Flavanol-Gemisches auf die Arginase-2 mRNA-Expression untersucht. Dazu wurden 

HUVEC mit unterschiedlichen Konzentrationen an 4’-O-Methylepicatechin und 

Epicatechin-7-O- -D-Glukuronid für 2 h und 24 h inkubiert. Danach wurde die 

Gesamt-RNA isoliert, revers transkribiert und die erhaltene cDNA für Real-Time PCR 

verwendet (vgl. Kapitel II.6 und 7). Unter Einsatz spezifischer Primer für humane 

Arginase-2 und das Referenzgen GAPDH wurde eine Expressionsanalyse durch-

geführt (vgl. Kapitel II.8). In Abbildung 24A ist zu erkennen, dass eine zweistündige 

Inkubation mit 4’-O-Methylepicatechin keine signifikanten Effekte auf die Arginase-2 

mRNA-Expression hat. Dem gegenüber führte eine 24-stündige Inkubation mit 3 M 

4’-O-Methylepicatechin zu einer Abnahme um 26% ± 3,5%, verglichen mit unbehan-

delten Zellen (Kontrolle). Eine weitere Erniedrigung der mRNA-Expression um 

insgesamt 34% ± 3,0% konnte nach Behandlung mit 10 M 4’-O-Methylepicatechin 

beobachtet werden.  

Im Gegensatz dazu zeigte Epicatechin-7-O- -D-Glukuronid weder nach 2 h noch 

nach 24 h Effekte auf die Arginase-2 mRNA-Expression (vgl. Abbildung 24B). 
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Abbildung 24: Effekt von 4’-O-Methylepicatechin und Epicatechin-7-O- -D-Glukuronid 
auf die Arginase-2 mRNA-Expression in humanen Endothelzellen. HUVEC wurden mit 
verschiedenen Konzentrationen der beiden (-)-Epicatechin-Metabolite für 2 h und 24 h inku-
biert. Die Expressionsanalyse der humanen Arginase-2 wurde mittels Real-Time PCR durch-
geführt. Kontrolle: unbehandelte Zellen. Angegeben sind Mittelwerte ± SD; n=6; *p < 0,05 
bezogen auf die zugehörige Kontrolle. 

Von den beiden eingesetzten Metaboliten führte nur 4’-O-Methylepicatechin zu der 

erwarteten dosisabhängigen Abnahme der Arginase-2 mRNA-Expression innerhalb 

von 24 h. 
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3.2 Effekt von 4’-O-Methylepicatechin-7-O- -D-Glukuronid, Epicatechin-7-O-

-D-Glukuronid und (+)-Catechin auf die eNOS-Aktivität 

Sowohl (-)-Epicatechin als auch das Flavanol-Gemisch führten auf Proteinebene zu 

einer verminderten Arginase- und gesteigerten eNOS-Aktivität. Da die Abnahme der 

Arginase-Aktivität nach 48 h auf die verminderte mRNA-Expression zurückzuführen 

ist (vgl. Kapitel II.1.5), wurde mit den einzelnen Flavanolen aus dem Gemisch nur der 

Effekt auf die eNOS-Aktivität untersucht. Dafür wurden HUVEC mit verschiedenen 

Konzentrationen von 4’-O-Methylepicatechin-7-O- -D-Glukuronid, Epicatechin-7-O- -

D-Glukuronid und (+)-Catechin für 2 h inkubiert. Danach wurde der Nitritgehalt im 

Kulturüberstand mit Hilfe der reduktiven Chemilumineszenzdetektion (CLD) bestimmt 

und auf den Proteingehalt normiert (vgl. Kapitel II.12). Anschließend wurde die 

relative eNOS-Aktivität in Prozent bezogen auf unbehandelte Zellen (Kontrolle) 

berechnet. In Abbildung 25 ist zu erkennen, dass (+)-Catechin keine Auswirkungen 

auf die eNOS-Aktivität hat. Im Gegensatz dazu führte eine zweistündige Inkubation 

mit je 1 M der beiden eingesetzten Glukuronide zu einer durchschnittlich 4,5-fachen 

Steigerung der Enzymaktivität, verglichen mit der Kontrolle. Nach einer Inkubation 

mit 3 M 4’-O-Methylepicatechin-7-O- -D-Glukuronid konnte noch eine 3,3-fache 

Erhöhung (± 0,5) der eNOS-Aktivität beobachtet werden, während 3 M Epicatechin-

7-O- -D-Glukuronid keinen Effekt mehr ausübte. Eine Steigerung der Konzentration 

auf 10 M führte bei beiden Glukuroniden zu einer Aufhebung des Effektes. 
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Abbildung 25: Effekt von 4’-O-Methylepicatechin-7-O- -D-Glukuronid (MECG), Epicate-
chin-7-O- -D-Glukuronid (ECG) und (+)-Catechin auf die eNOS-Aktivität in humanen 
Endothelzellen. HUVEC wurden mit verschiedenen Konzentrationen der einzelnen 
Flavanole für zwei Stunden inkubiert. Die eNOS-Aktivität wurde durch Bestimmung des Nitrit-
Gehalts im Kulturüberstand mittels reduktiver CLD ermittelt. Angegeben sind Mittelwerte ± 
SD; n=6, *p < 0,05 bezogen auf die Kontrolle (unbehandelte Zellen). 

Von den drei eingesetzten Flavanolen aus dem Flavanol-Gemisch führte sowohl eine 

Inkubation der HUVEC mit 4’-O-Methylepicatechin-7-O- -D-Glukuronid als auch mit 

Epicatechin-7-O- -D-Glukuronid zu einer Steigerung der eNOS-Aktivität. (+)-Catechin 

hatte keine Auswirkung auf die Enzymaktivität. 
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4 Einfluss von Kakao-Flavanolen auf den L-Argininstoffwechsel 

in humanen Endothelzellen unter inflammatorischen Beding-

ungen 

Im Verlauf einer akuten Entzündung kommt es zur Freisetzung proinflammatorischer 

Zytokine wie IL-1 , TNF-  und IFN- . Diese induzieren unter anderem die Expres-

sion des kationischen Aminosäuretransporters 2B (CAT-2B) und der induzierbaren 

Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS), wodurch eine ausreichende Versorgung der 

Zelle mit L-Arginin gewährleistet wird, welches dann bevorzugt von der iNOS zu 

Stickstoffmonoxid umgesetzt wird. In der Literatur ist beschrieben, dass Kakao-Fla-

vanole antiinflammatorische Eigenschaften besitzen, wobei sie an der Entzündung 

beteiligte Signalkaskaden und Proteinfunktionen modulieren (Selmi et al., 2006). Es 

stellte sich daher die Frage, ob (-)-Epicatechin sowie das Flavanol-Gemisch Proteine 

des L-Argininstoffwechsels beeinflussen können, die bei einer Entzündung eine 

wichtige Rolle spielen.  

4.1 Effekt von (-)-Epicatechin auf die zytokininduzierte CAT-2B und iNOS 

mRNA-Expression 

Zu den Proteinen des L-Argininstoffwechsels, die bei einer Entzündung eine wichtige 

Rolle spielen, gehören CAT-2B und iNOS. Um zu untersuchen, ob (-)-Epicatechin 

deren zytokininduzierte mRNA-Expression beeinflusst, wurden HUVEC mit unter-

schiedlichen (-)-Epicatechin-Konzentrationen für 24 h vorinkubiert. Anschließend 

erfolgte eine weitere 24-stündige Inkubation mit 0 U/ml (ohne Zytokine) oder mit je 50 

bzw. 500 U/ml IL-1 , TNF-  und IFN- . Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen, 

sowie Zellen, die nur mit den Zytokinen (ohne vorherige Inkubation mit (-)-Epicate-

chin) für 24 h inkubiert wurden. Danach wurde die Gesamt-RNA isoliert und mittels 

reverser Transkription in cDNA umgeschrieben (vgl. Kapitel II.6 und 7). Diese diente 

als template für Real-Time PCR, mit dessen Hilfe unter Einsatz spezifischer Primer 

für humane CAT-2B und iNOS, sowie das Referenzgen GAPDH eine Expressions-

analyse der Zielgene durchgeführt wurde (vgl. Kapitel II.8). Verglichen mit der 

geringen basalen CAT-2B mRNA-Expression in unbehandelten Zellen, führte eine 

24-stündige Inkubation mit 50 U/ml Zytokin-Mix zu einer 10-fachen (± 0,3) und mit 
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500 U/ml Zytokin-Mix zu einer 17-fachen (± 1,3) Steigerung der mRNA-Expression 

(vgl. Abbildung 26A). Diese zytokininduzierte CAT-2B mRNA-Expression konnte 

durch 24-stündige Vorbehandlung der Zellen mit (-)-Epicatechin vermindert werden. 

Die basale, zytokinunabhängige mRNA-Expression blieb dagegen unverändert. Eine 

Vorinkubation mit 10 M (-)-Epicatechin führte zu einer signifikanten Abnahme der 

mit 50 U/ml Zytokin-Mix induzierten CAT-2B mRNA-Expression um 33% ± 4,5% 

(p < 0,05), verglichen mit der entsprechenden zytokinaktivierten Kontrolle. Eine Vor-

behandlung der Zellen mit 30 M (-)-Epicatechin verminderte sowohl die mit 50 U/ml 

als auch die mit 500 U/ml Zytokin-Mix induzierte CAT-2B mRNA-Expression um 45% 

± 0,9% und 42% ± 7,4%, bezogen auf die zugehörige zytokinaktivierte Kontrolle. 

Verglichen mit der zytokininduzierten CAT-2B mRNA-Expression war die Induktion 

der iNOS mRNA-Expression durch Zytokine weniger ausgeprägt (Abbildung 26B). 

Bezogen auf die unbehandelten Kontrollzellen führte eine 24-stündige Inkubation mit 

50 U/ml Zytokin-Mix lediglich zu einem 1,7-fachen (± 0,2) und 500 U/ml Zytokin-Mix 

zu einem 5,5-fachen (± 0,5) Anstieg der iNOS mRNA-Expression. Bezogen auf die 

der entsprechende zytokinaktivierte Kontrolle wurde nach einer 24-stündigen 

Vorinkubation mit 10 M (-)-Epicatechin die anschließende, mit 500 U/ml Zytokin-Mix 

induzierte mRNA-Expression um 44% ± 4,5% vermindert. Eine Abnahme um insges-

amt 60% ± 6,9% wurde nach Vorbehandlung der Zellen mit 30 M (-)-Epicatechin 

beobachtet. Die mit 50 U/ml Zytokin-Mix induzierte sowie die basale iNOS mRNA-

Expression wurde nicht durch vorherige Inkubation mit (-)-Epicatechin beeinflusst 

 

Wie erwartet wurde die CAT-2B und iNOS mRNA-Expression in humanen 

Endothelzellen durch proinflammatorische Zytokine wie IL-1 , TNF-  und IFN-  

induziert. Es konnte gezeigt werden, dass die zytokininduzierte mRNA-Expression 

von CAT-2B und iNOS durch Vorinkubation mit (-)-Epicatechin dosisabhängig 

inhibiert wird. 
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Abbildung 26: Effekt von (-)-Epicatechin auf die zytokininduzierte CAT-2B und iNOS 
mRNA-Expression in humanen Endothelzellen. HUVEC wurden 24 h mit verschiedenen  
(-)-Epicatechin-Konzentrationen vorinkubiert. Anschließend erfolgte eine weitere 24-stündige 
Inkubation ohne Zytokine oder mit je 50 U/ml bzw. 500 U/ml IL-1 , TNF-  und IFN- . Als 
Kontrolle dienten unbehandelte sowie nur zytokinaktivierte Zellen. Die Expressionsanalyse 
der humanen CAT-2B (A) und iNOS (B) wurde mittels Real-Time PCR durchgeführt. 
Angegeben sind Mittelwerte ± SD; n=3; *p < 0,05 bezogen auf die zugehörige Kontrolle. 
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4.2 Effekt des Flavanol-Gemisches auf die zytokininduzierte CAT-2B und 

iNOS mRNA-Expression 

Nachdem gezeigt wurde, dass (-)-Epicatechin auch unter inflammatorischen Beding-

ungen Effekte auf den L-Argininstoffwechsel in humanen Endothelzellen ausübt, 

sollte als nächstes untersucht werden, ob das Flavanol-Gemisch ähnliche Wirkungen 

auf die zytokininduzierte Expression von CAT-2B und iNOS aufweist. Dazu wurden 

HUVEC mit unterschiedlichen Konzentrationen des Flavanol-Gemisches für 24 h 

vorinkubiert. Danach erfolgte eine weitere 24-stündige Inkubation mit 0 U/ml (ohne 

Zytokine) oder mit je 50 bzw. 500 U/ml IL-1 , TNF-  und IFN- . Als Kontrolle dienten 

unbehandelte Zellen sowie Zellen, die nur mit den Zytokinen (ohne vorherige 

Inkubation mit dem Flavanol-Gemisch) für 24 h inkubiert wurden. Nachfolgend wurde 

die Gesamt-RNA isoliert und mittels reverser Transkription in cDNA umgeschrieben 

(vgl. Kapitel II.6 und 7). Diese diente als template für die anschließende Real-Time 

PCR (vgl. Kapitel II.8). Unter Einsatz spezifischer Primer für humane CAT-2B und 

iNOS, sowie das Referenzgen GAPDH wurde eine Expressionsanalyse der Zielgene 

durchgeführt. Eine Inkubation der Zellen mit dem Flavanol-Gemisch hatte keinen 

Effekt auf die basale, zytokinunabhängige CAT-2B mRNA-Expression. Die zytokin-

induzierte mRNA-Expression wurde dagegen vermindert (vgl. Abbildung 27A). Eine 

24-stündige Vorinkubation der Zellen mit 3 M des Flavanol-Gemisches senkte die 

mit 50 U/ml Zytokin-Mix induzierte CAT-2B mRNA-Expression signifikant um 41% ± 

2,0% (p < 0,05), verglichen mit der entsprechenden zytokinaktivierten Kontrolle. Eine 

Inkubation mit 10 M des Flavanol-Gemisches resultierte in einer Abnahme der mit 

50 U/ml und 500 U/ml Zytokin-Mix induzierten CAT-2B mRNA-Expression um 51% ± 

1,8% und 33% ± 6,1%. Eine Senkung der mit 50 U/ml und 500 U/ml Zytokin-Mix 

induzierten mRNA-Expression um 65% ± 7,0% und 59% ± 1,1% wurde nach 

Vorinkubation der Zellen mit 30 M des Flavanol-Gemisches verzeichnet. 

In Abbildung 27B ist zu erkennen, dass das Flavanol-Gemisch keine Auswirkungen 

auf die basale und die mit 50 U/ml Zytokin-Mix induzierte iNOS mRNA-Expression 

hat. Lediglich die mit 500 U/ml Zytokin-Mix induzierte mRNA-Expression wurde 

dosisabhängig vermindert. Eine 24-stündige Vorinkubation der Zellen mit 3 M und 

10 M des Flavanol-Gemisches führte zu einer Abnahme der zytokininduzierten 

iNOS mRNA-Expression um 30% ± 7,1% bzw. 45% ± 4,5%, verglichen mit der zuge-

hörigen zytokinaktivierten Kontrolle. Eine Inkubation mit 30 M des Flavanol-
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Gemisches resultierte in einer 58%-igen Abnahme (± 6,9%) der zytokininduzierten 

mRNA-Expression. 

 

Wie (-)-Epicatechin führte auch die Vorinkubation der Zellen mit dem Flavanol-

Gemisch zu einer dosisabhängigen Hemmung der zytokininduzierten CAT-2B und 

iNOS mRNA-Expression. 
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Abbildung 27: Effekt des Flavanol-Gemisches auf die zytokininduzierte CAT-2B und 
iNOS mRNA-Expression in humanen Endothelzellen. HUVEC wurden 24 h mit ver-
schiedenen Konzentrationen des Flavanol-Gemisches vorinkubiert. Anschließend erfolgte 
eine weitere 24-stündige Inkubation ohne Zytokine oder mit je 50 U/ml bzw. 500 U/ml IL-1 , 
TNF-  und IFN- . Als Kontrolle dienten unbehandelte sowie nur zytokinaktivierte Zellen. Die 
Expressionsanalyse der humanen CAT-2B (A) und iNOS (B) wurde mittels Real-Time PCR 
durchgeführt. Angegeben sind Mittelwerte ± SD; n=3; *p < 0,05 bezogen auf die zugehörige 
Kontrolle. 
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5 Einfluss von Kakao-Flavanolen auf die NF- B-Aktivität 

Bei NF- B handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor, der eine wichtige Rolle bei 

der Regulation von Entzündungreaktionen spielt. Ohne entsprechende Stimuli liegt 

der Transkriptionsfaktor aufgrund inhibitorischer Proteine, die an NF- B binden, 

inaktiv im Zytoplasma vor. Zu solchen Stimuli, die eine Aktivierung von NF- B 

auslösen, zählen unter anderem proinflammatorische Zytokine wie IL-1  und TNF- . 

Da sowohl die CAT-2B als auch iNOS mRNA-Expression NF- B abhängig induziert 

wird, stellte sich die Frage, ob die beobachtete Abnahme der zytokininduzierten 

mRNA-Expression in humanen Endothelzellen nach (-)-Epicatechin- und Flavanol-

Gemisch-Behandlung auf eine Beeinflussung der NF- B-Aktivität zurückzuführen ist. 

Um dies zu überprüfen wurde die humane stabil transfizierte Lungenepithelzelllinie 

A549/8-pNF- B-Luc für die Zellkulturversuche eingesetzt. Die Zellen enthalten NF-

B-Bindungssequenzen innerhalb eines Promotors, der sich vor einem Luziferase-

Reportergen befindet (näheres vgl. Kapitel II.4.1.2). Aktiviertes NF- B, welches vom 

Zytoplasma in den Zellkern wandert, induziert die Expression der Luziferase, was 

enzymatisch mit Hilfe des Luziferase-Reportergen-Assays bestimmt werden kann 

(vgl. Kapitel II.13.2). 

5.1 Effekt von (-)-Epicatechin auf die zytokininduzierte NF- B-Aktivität 

Zunächst wurde der Effekt von (-)-Epicatechin auf die zytokininduzierte NF- B-Aktivi-

tät untersucht. Dazu wurden A549/8-pNF- B-Luc-Zellen für 48 h mit verschiedenen 

Konzentrationen an (-)-Epicatechin vorinkubiert. Anschließend erfolgte eine weitere 

vierstündige Inkubation mit 0 U/ml (ohne Zytokine) oder mit je 500 U/ml IL-1 , TNF-  

und IFN- . Als Kontrolle dienten unbehandelte sowie zytokinaktivierte Zellen (ohne 

vorherige Inkubation mit (-)-Epicatechin). Nach der Inkubation wurden die Zellen 

lysiert, die Luziferase-Aktivität bestimmt und auf den Proteingehalt normiert (vgl. 

Kapitel II.13). Im Vergleich mit unbehandelten Zellen wurde die relative Luziferase-

Aktivität ermittelt. In Abbildung 28 ist zu erkennen, dass eine Inkubation mit (-)-Epi-

catechin keine Auswirkungen auf die basale Luziferase-Aktivität hat. Eine vier-

stündige Inkubation mit proinflammatorischen Zytokinen führt zu einem 3-fachen 

Anstieg der Luziferase-Aktivität, verglichen mit unbehandelten Kontrollzellen. Eine 
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48-stündige Vorinkubation mit 10 M (-)-Epicatechin hatte eine signifikante Abnahme 

dieses zytokininduzierten Aktivitätsanstiegs um 33% ± 8,3% (p < 0,05) zur Folge. 
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Abbildung 28: Effekt von (-)-Epicatechin auf die NF- B-abhängige zytokininduzierte 
Reportergen-Aktivität in stabil transfizierten A549/8-pNF- B-Luc-Zellen. Die Zellen 
wurden mit verschiedenen (-)-Epicatechin-Konzentrationen für 48 h vorinkubiert. Anschlie-
ßend erfolgte eine weitere vierstündige Inkubation ohne Zytokine oder mit je 500 U/ml IL-1 , 
TNF-  und IFN- . Die Luziferase-Aktivität des Zelllysats wurde mittels Luziferase-
Reportergen-Assay bestimmt und auf den Proteingehalt normiert. Angegeben sind 
Mittelwerte ± SD; n=3; *p < 0,05 bezogen auf die zytokinaktivierte Kontrolle. 

Es konnte gezeigt werden, dass (-)-Epicatechin in der Lage ist, die zytokininduzierte 

NF- B-Aktivität dosisabhängig zu vermindern. 

5.2 Effekt des Flavanol-Gemisches auf die zytokininduzierte NF- B-Aktivität 

Neben (-)-Epicatechin wurden auch die Effekte des Flavanol-Gemisches auf die zyto-

kininduzierte NF- B-Aktivität untersucht. Dazu wurden A549/8-pNF- B-Luc-Zellen 

mit verschiedenen Konzentrationen des Flavanol-Gemisches für 48 h vorinkubiert. 

Daraufhin erfolgte eine weitere vierstündige Inkubation mit 0 U/ml (ohne Zytokine) 

oder mit je 500 U/ml IL-1 , TNF-  und IFN- . Als Kontrolle dienten unbehandelte 

sowie zytokinaktivierte Zellen (ohne vorherige Inkubation mit dem Flavanol-

Gemisch). Abschließend wurden die Zellen lysiert, die Luziferase-Aktivität bestimmt 

und auf den Proteingehalt normiert (vgl. Kapitel II.13). Im Vergleich mit unbehandel-

ten Zellen wurde die relative Luziferase-Aktivität bestimmt. Eine Inkubation der Zellen 

mit dem Flavanol-Gemisch hatte keinen Effekt auf die basale Luziferase-Aktivität 
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(vgl. Abbildung 29). Eine 48-stündige Vorinkubation mit 1 M des Flavanol-

Gemisches führte dagegen zur Erniedrigung der zytokininduzierten Aktivität um 29% 

± 6,9%, verglichen mit der zytokinaktivierten Kontrolle. Eine Abnahme um insgesamt 

42% ± 3,4% konnte nach Inkubation der Zellen mit 10 M des Flavanol-Gemisches 

verzeichnet werden. 
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Abbildung 29: Effekt des Flavanol-Gemisches auf die NF- B-abhängige zytokinindu-
zierte Reportergen-Aktivität in stabil transfizierten A549/8-pNF- B-Luc-Zellen. Die 
Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen des Flavanol-Gemisches für 48 h vorin-
kubiert. Anschließend erfolgte eine weitere vierstündige Inkubation ohne Zytokine oder mit je 
500 U/ml IL-1 , TNF-  und IFN- . Die Luziferase-Aktivität des Zelllysats wurde mittels 
Luziferase-Reportergen-Assay bestimmt und auf den Proteingehalt normiert. Angegeben 
sind Mittelwerte ± SD; n=3; *p < 0,05 bezogen auf die zytokinaktivierte Kontrolle. 

Wie (-)-Epicatechin hatte auch eine Inkubation der Zellen mit dem Flavanol-Gemisch 

keinen Einfluss auf die basale NF- B-Aktivität. Im Gegensatz dazu konnte die 

zytokininduzierte NF- B-Aktivität durch Vorinkubation mit dem Flavanol-Gemisch 

dosisabhängig vermindert werden.  

5.3 Effekt von 4’-O-Methylepicatechin-7-O- -D-Glukuronid auf die zytokin-

induzierte NF- B-Aktivität 

Abschließend wurde untersucht, ob der beschriebene Effekt auf einzelne Komponen-

ten des Flavanol-Gemisches zurückzuführen ist. Dazu wurden A549/8-pNF- B-Luc-

Zellen mit verschiedenen Konzentration von 4’-O-Methylepicatechin-7-O- -D-Gluku-

ronid für 48 h vorinkubiert. Im Anschluss erfolgte eine weitere vierstündige Inkubation 
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mit 0 U/ml (ohne Zytokine) oder mit je 500 U/ml IL-1 , TNF-  und IFN- . Als Kontrolle 

dienten unbehandelte sowie zytokinaktivierte Zellen (ohne vorherige Inkubation mit  

(-)-Epicatechin). Danach wurden die Zellen lysiert, die Luziferase-Aktivität bestimmt 

und auf den Proteingehalt normiert (vgl. Kapitel II.13). Anschließend wurde die 

relative Luziferase-Aktivität durch Vergleich mit unbehandelten Zellen bestimmt. Wie 

erwartet wurde die basale Luziferase-Aktivität nicht durch das Glukuronid beeinflusst 

(vgl. Abbildung 30). Im Gegensatz dazu konnte die zytokininduzierte Luziferase-

Aktivität durch 48-stündige Vorinkubation der Zellen mit 10 M 4’-O-Methyl-

epicatechin-7-O- -D-Glukuronid um 20% ± 11% gesenkt werden, bezogen auf die 

zytokinaktivierte Kontrolle. 

 

Kontrolle 0,1 M 1 M 10 M
0

100

200

300

400 ohne Zytokine

500 U/ml Zytokine

4'-O-Methylepicatechin-7-O- -D-Glucuronid

*

 

Abbildung 30: Effekt von 4’-O-Methylepicatechin-7-O- -D-Glukuronid auf die NF- B-
abhängige zytokininduzierte Reportergen-Aktivität in stabil transfizierten A549/8-pNF-

B-Luc-Zellen. Die Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen des (-)-Epicatechin-
Metabolits für 48 h vorinkubiert. Anschließend erfolgte eine weitere vierstündige Inkubation 
ohne Zytokine oder mit je 500 U/ml IL-1 , TNF-  und IFN- . Die Luziferase-Aktivität des 
Zelllysats wurde mittels Luziferase-Reportergen-Assay bestimmt und auf den Proteingehalt 
normiert. Angegeben sind Mittelwerte ± SD; n=3; *p < 0,05 bezogen auf die zytokinaktivierte 
Kontrolle. 
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6 Effekte von Kakao-Flavanolen in vivo (Humanstudie) 

In Zellkulturversuchen konnte gezeigt werden, das (-)-Epicatechin die endotheliale 

Isoform der Arginase und NOS auf RNA- bzw. Proteinebene in vitro beeinflusst (vgl. 

Kapitel III.1). Ein Flavanol-Gemisch, dessen Zusammensetzung dem plasmatischen 

Metabolitenmuster entsprach, zwei Stunden nach Einnahme eines Flavanol-reichen 

Kakaos, führte in den Zellkulturversuchen zu gleichen Ergebnissen (vgl. Kapitel III.2). 

Im Rahmen dieser Arbeit sollte neben den erhaltenen in vitro Daten auch der Effekt 

von Kakao-Flavanolen auf den L-Argininstoffwechsel in vivo untersucht werden. Da 

Untersuchungen bezüglich der Auswirkungen von Kakao-Flavanolen auf das 

Endothel in vivo nur schwer möglich sind, wurden stattdessen Erythrozyten näher 

betrachtet. Neben dem Endothel sind auch Erythrozyten an der Endothelhomöostase 

beteiligt. Zudem besitzen sie eine funktionsfähige Arginase und NOS, die der 

endothelialen Isoform entspricht (vgl. Kapitel I.4). Da es experimentell sehr schwierig 

war die NOS-Aktivität in Erythrozyten zu bestimmen, beschäftigte sich die Humanstu-

die mit den Effekten von Kakao-Flavanolen auf die erythrozytäre Arginase-Aktivität. 

6.1 Bestimmung der Arginase-Aktivität in humanen Erythrozyten 

Vor dem Beginn der humanen Interventionsstudie wurde die basale Arginase-

Aktivität in humanen Erythrozyten bestimmt. Dazu wurden 40 gesunde Erwachsene 

beiden Geschlechtes rekrutiert (näheres zum Probandenkollektiv vgl. Kapitel II.14.2). 

Den nüchternen Probanden wurde, unter Verwendung des Antikoagulanz Heparin, 

Vollblut entnommen (vgl. Kapitel II.14.4). Darauf folgend wurden gemäß Kapitel 

II.14.4.1 die Erythrozyten isoliert und die Arginase-Aktivität durch photometrische 

Bestimmung der gebildeten Harnstoffmenge bestimmt (vgl. Kapitel II.11). In 

Abbildung 31 ist zu erkennen, dass die Arginase-Aktivität in humanen Erythrozyten, 

unabhängig vom Geschlecht, eine große Schwankungsbreite hat (zwischen 1,59 und 

6,52 mol Harnstoff x mg Protein-1 x h-1). Im Mittel war die Enzymaktivität von Frauen 

und Männern vergleichbar (3,15 ± 0,25 vs. 3,21 ± 0,18). Die durchschnittliche 

Arginase-Aktivität konnte auf 3,18 ± 0,15 mol Harnstoff x mg Protein-1 x h-1 

bestimmt werden (n=40). 
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Abbildung 31: Basale Arginase-Aktivität in humanen Erythrozyten. n=40 gesunde 
Probanden (je 20 Frauen und Männer). ( ) Arginase-Aktivität der Probanden; ( ) Mittelwert. 

6.2 Humane Interventionsstudie I 

Um den Effekt von Kakao-Flavanolen auf die Arginase-Aktivität humaner Erythrozy-

ten zu ermitteln, nahmen 10 gesunde Probanden (6 Frauen und 4 Männer) in einer 

Cross-Over Studie sowohl einen Flavanol-reichen, als auch einen Flavanol-armen 

Kakao ein (detaillierte Beschreibung der Interventionsstudie vgl. Kapitel II.14). 

Zwischen den Einnahmen lag eine Auswaschphase von mindestens einer Woche. 

Den Probanden wurde vor sowie zwei und 24 h danach Vollblut entnommen (vgl. 

Kapitel II.14.4). Im Anschluss daran wurden die Erythrozyten gemäß Kapitel II.14.4.1 

isoliert und die Arginase-Aktivität durch photometrische Bestimmung der Harnstoff-

synthese ermittelt (vgl. Kapitel II.11). Die Ergebnisse sind in Tabelle 8 zusammen-

gefasst und in Abbildung 32 graphisch dargestellt. Innerhalb des Probandenkollektivs 

konnte auch hier eine große Schwankungsbreite der basalen Arginase-Aktivität (0 h) 

verzeichnet werden (2,25 bis 6,62 mol Harnstoff x mg Protein-1 x h-1). Da kein 

Unterschied zwischen dem männlichen und weiblichen Probandenkollektiv 

festgestellt wurde, wurden die Ergebnisse in einem gemeinsamen Mittelwert 

zusammengefasst. Verglichen mit der Kontrolle (3,61 ± 0,43 mol Harnstoff x mg 

Protein-1 x h-1) konnten sowohl 2 h als auch 24 h nach Einnahme des Flavanol-armen 

Kakaos keine signifikanten Änderungen der Arginase-Aktivität beobachtet werden 

(3,33 ± 0,35 bzw. 3,43 ± 0,46 mol Harnstoff x mg Protein-1 x h-1). Im Gegensatz 

dazu wurde die basale Arginase-Aktivität 24 h nach Einnahme des Flavanol-reichen 
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Kakaos von 3,86 ± 0,41 auf 3,09 ± 0,30 mol Harnstoff x mg Protein-1 x h-1 signifikant 

vermindert (p < 0,05).  

 

Tabelle 8: Arginase-Aktivität in humanen Erythrozyten nach Kakao-Einnahme. Die En-
zymaktivität, angegeben in mol Harnstoff x mg Protein-1 x h-1, wurde davor (0 h) sowie 2 h 
und 24 h danach bestimmt. Flavanol-armer Kakao: 80 mg Gesamtflavanole; Flavanol-reicher 
Kakao: 985 mg Gesamtflavanole. MW: Mittelwert; SEM: Standardfehler; n=10; *p < 0,05 
bezogen auf die zugehörige Basalaktivität (0 h). 

 Flavanol-armer Kakao Flavanol-reicher Kakao 

Proband 0 h 2 h 24 h 0 h 2 h 24 h 

1 6,62 5,73 6,62 6,42 5,45 4,71 

2 4,62 4,06 4,28 4,50 4,11 2,85 

3 2,82 2,59 2,39 2,67 2,38 2,55 

4 2,42 2,43 2,10 2,69 2,50 2,22 

5 2,25 2,23 2,34 2,59 2,17 2,19 

6 

w
e
ib

lic
h
 

2,44 2,35 2,14 3,21 2,38 2,33 

7 3,05 2,72 2,62 2,75 2,62 2,57 

8 3,63 3,28 3,36 4,69 4,17 3,86 

9 3,85 3,51 3,64 3,98 3,69 3,10 

10 

m
ä
n

n
lic

h
 

4,45 4,37 4,76 5,05 4,87 4,49 

MW  3,61 3,33 3,43 3,86 3,43 3,09* 

SEM  0,43 0,35 0,46 0,41 0,37 0,30 

 

 

 

Abbildung 32: Effekt von Kakao-Flavanolen auf die Arginase-Aktivität in humanen Ery-
throzyten. Die Enzymaktivität wurde vor Kakao-Einnahme (0 h) sowie 2 h und 24 h danach 
bestimmt. Flavanol-arm: 80 mg Gesamtflavanole; Flavanol-reich: 985 mg Gesamtflavanole. 
( ) Arginase-Aktivität der einzelnen Probanden; ( ) Mittelwert ± SEM; n=10 (6 Frauen und 4 
Männer); *p < 0,05 bezogen auf die zugehörige Basalaktivität (0 h).  

* 

Flavanol-arm                       Flavanol-reich 

0 h     2 h    24 h                        0 h     2 h    24 h 
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Es konnte gezeigt werden, dass eine einmalige Gabe eines Flavanol-reichen Kakaos 

mit insgesamt 985 mg Gesamtflavanolen zu einer Senkung der Arginase-Aktivität in 

humanen Erythrozyten führt. Verglichen mit der basalen Arginase-Aktivität konnte 

nach 24 h eine signifikante Verminderung um 19% ± 3% verzeichnet werden 

(p < 0,05; vgl. Abbildung 33). Der Verzehr des Flavanol-armen Kakaos dagegen 

führte 24 h nach Einnahme zu keiner signifikanten Abnahme der Enzymaktivität (6% 

± 2%). 

 

0 h 2 h 24 h
0
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100
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Flavanol-arm (80 mg GF)

Flavanol-reich (985 mg GF)

 

Abbildung 33: Effekt von Kakao-Flavanolen auf die Arginase-Aktivität in humanen 
Erythrozyten (Studie I). Die Enzymaktivität wurde vor Kakao-Einnahme (0 h) sowie 2 h und 
24 h danach bestimmt. GF: Gesamtflavanole. Angegeben sind Mittelwerte ± SEM; n=10 
(6 Frauen und 4 Männer); *p < 0,05 bezogen auf die zugehörige Basalaktivität (0 h). 

6.3 Humane Interventionsstudie II 

Um den beobachteten Effekt von Kakao-Flavanolen auf die Arginase-Aktivität in 

humanen Erythrozyten zu verifizieren, wurde die humane Interventionsstudie mit 10 

weiteren Probanden wiederholt (je 5 Frauen und Männer). Zudem wurde während 

der zweiten Interventionsstudie die Konzentration des Gesamtepicatechins im Serum 

zu verschiedenen Zeitpunkten gemessen. Das Studiendesign entsprach dem der 

ersten Interventionsstudie. 
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6.3.1 Effekt von Kakao-Flavanolen auf die Arginase-Aktivität in humanen 

Erythrozyten  

Vor der Einnahme der beiden Kakao-Getränke sowie 2 h und 24 h danach wurde 

den Probanden Vollblut entnommen. Die Erythrozyten wurden wie in Kapitel II.14.4.1 

beschrieben isoliert und bis zur Bestimmung der Arginase-Aktivität bei -80°C gela-

gert. Die Enzymaktivität der Arginase wurde durch photometrische Bestimmung der 

gebildeten Harnstoffmenge ermittelt (vgl. Kapitel II.11). Die Ergebnisse sind in 

Tabelle 9 zusammengefasst und in Abbildung 34 graphisch dargestellt. Verglichen 

mit der basalen Enzymaktivität (1,82 ± 0,18 mol Harnstoff x mg Protein-1 x h-1) 

führte der Flavanol-arme Kakao weder nach 2 h noch nach 24 h zu einer 

signifikanten Abnahme der Arginase-Aktivität (1,78 ± 0,17 bzw. 1,75 ± 0,16 mol 

Harnstoff x mg Protein-1 x h-1). Dagegen nahm die basale Arginase-Aktivität 24 h 

nach Einnahme eines Flavanol-reichen Kakaos in signifikanten Maße ab (1,77 ± 0,12 

vs. 1,59 ± 0,10 mol Harnstoff x mg Protein-1 x h-1).  

 

Tabelle 9: Arginase-Aktivität in humanen Erythrozyten nach Kakao-Einnahme. Die En-
zymaktivität, angegeben in mol Harnstoff x mg Protein-1 x h-1, wurde davor (0 h) sowie 2 h 
und 24 h danach bestimmt. Flavanol-armer Kakao: 80 mg Gesamtflavanole; Flavanol-reicher 
Kakao: 985 mg Gesamtflavanole. MW: Mittelwert; SEM: Standardfehler; n=10; *p < 0,05 
bezogen auf die zugehörige Basalaktivität (0 h). 

 Flavanol-armer Kakao Flavanol-reicher Kakao 

Proband 0 h 2 h 24 h 0 h 2 h 24 h 

1 1,61 1,54 1,52 1,48 1,50 1,43 

2 1,56 1,72 1,48 1,82 1,68 1,56 

3 2,40 2,19 2,18 2,32 1,92 1,95 

4 1,19 1,12 1,21 1,32 1,31 0,96 

5 

w
e
ib

lic
h
 

1,80 1,63 1,72 1,56 1,60 1,62 

6 2,41 2,24 2,45 2,42 1,63 2,02 

7 2,71 2,81 2,58 1,76 1,84 1,84 

8 1,16 1,21 1,22 1,43 1,72 1,37 

9 1,21 1,30 1,19 1,54 1,33 1,42 

10 

m
ä
n

n
lic

h
 

2,10 2,08 1,98 2,00 1,87 1,76 

MW  1,82 1,78 1,75 1,77 1,64 1,59* 

SEM  0,18 0,17 0,16 0,12 0,07 0,10 
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Abbildung 34: Effekt von Kakao-Flavanolen auf die Arginase-Aktivität in humanen Ery-
throzyten. Die Enzymaktivität wurde vor Kakao-Einnahme (0 h) sowie 2 h und 24 h danach 
bestimmt. Flavanol-arm: 80 mg Gesamtflavanole; Flavanol-reich: 985 mg Gesamtflavanole. 
( ) Arginase-Aktivität der einzelnen Probanden; ( ) Mittelwert ± SEM; n=10 (je 5 Frauen und 
Männer); *p < 0,05 bezogen auf die zugehörige Basalaktivität (0 h). 

Die Abnahme der Arginase-Aktivität 24 h nach Einnahme des Flavanol-reichen 

Kakaos konnte in der zweiten Interventionsstudie bestätigt werden. Verglichen mit 

der ersten Interventionsstudie (vgl. Abbildung 33), war die Änderung der Arginase-

Aktivität nicht so stark ausgeprägt (19% ± 3,14% vs. 9% ± 3,13%). Bei genauerer 

Betrachtung der Ergebnisse in Tabelle 9 wurde jedoch ersichtlich, dass die 

Einnahme des Flavanol-reichen Kakaos bei Proband 5 und 7 keine Auswirkung 

hatte. Dies sprach dafür, dass es sich um so genannte non-responder handelte, die 

nicht auf die Kakao-Flavanole reagierten. Ohne diese beiden non-responder beträgt 

die Abnahme der Arginase-Aktivität 24 h nach Einnahme des Flavanol-reichen 

Kakaos 13% ± 2,75% (vgl. Abbildung 35) und ist somit mit der Abnahme der ersten 

Studie vergleichbar. 
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Abbildung 35: Effekt von Kakao-Flavanolen auf die Arginase-Aktivität in humanen 
Erythrozyten (Studie II). Die Enzymaktivität wurde vor Kakao-Einnahme (0 h) sowie 2 h und 
24 h danach bestimmt. GF: Gesamtflavanole. Angegeben sind Mittelwerte ± SEM; n=8 (je 4 
Frauen und  Männer); *p < 0,05 bezogen auf die zugehörige Basalaktivität (0 h). 

Um die Ergebnisse der beiden Studien abschließend zusammenzufassen, wurden 

jeweils die prozentualen Effekte ohne Berücksichtigung der non-responder bestimmt. 

Das Ergebnis ist in Abbildung 36 dargestellt. Aus beiden Interventionsstudien geht 

hervor, dass eine einmalige Gabe von 985 mg Gesamtflavanolen in Form eines 

Kakao-Getränks die Arginase-Aktivität in humanen Erythrozyten vermindert und zwar 

24 h nach Einnahme um durchschnittlich 16% ± 2,19%. 
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Abbildung 36: Effekt von Kakao-Flavanolen auf die Arginase-Aktivität in humanen Ery-
throzyten (Studie I + II). GF: Gesamtflavanole. Angegeben sind Mittelwerte ± SEM; n=18 
(10 Frauen und 8 Männer); *p < 0,05 bezogen auf die zugehörige Basalaktivität (0 h). 
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6.3.2 Bestimmung des Gesamtepicatechins im Serum nach Kakao-Einnahme 

Neben des Effekts von Kakao-Flavanolen auf die erythrozytäre Arginase-Aktivität 

wurde in der zweiten Interventionsstudie die Serum-Konzentration des Gesamtepi-

catechins vor Kakao-Einnahme sowie 2 h, 4 h und 24 h danach bestimmt (Serumge-

winnung vgl. Kapitel II.14.4.2). Zur Bestimmung des Gesamtepicatechins, welches 

freies sowie glukuronidiertes und sulfatiertes (-)-Epicatechin umfasst, wurde das 

Serum zuvor mit -Glukuronidase/Sulfatase inkubiert. Die anschließende Extraktion 

erfolgte mit tert-Butylmethylether. Das Extrakt wurde mit Stickstoff getrocknet und die 

Konzentration des Gesamtepicatechins mit Hilfe der HPLC bestimmt (vgl. Kapitel 

II.15.1). Abbildung 37 zeigt beispielhaft typische HPLC-Chromatogramme von 

humanem Serum eines Probanden vor sowie 2 h, 4 h und 24 h nach Einnahme des 

Flavanol-reichen Kakaos. Die Ergebnisse der Konzentrationsbestimmungen von 

Gesamtepicatechin sind in Tabelle 10 zusammengefasst. Es ist zu erkennen, dass 

ein geschlechtsspezifischer Unterschied in der Serum-Konzentration des Gesamt-

epicatechins vor Einnahme beider Kakaos besteht. Frauen weisen eine durch-

schnittliche Konzentration von 46,54 ± 1,42 nM auf, während die von Männern 28,99 

± 0,84 nM beträgt. Nach Einnahme des Flavanol-armen Kakaos konnte unabhängig 

vom Geschlecht kein signifikanter Anstieg der Konzentration innerhalb von 24 h 

festgestellt werden. Im Gegensatz dazu wurde bei Frauen 2 h nach Einnahme des 

Flavanol-reichen Kakaos ein signifikanter Anstieg des Gesamtepicatechins von 48,20 

± 1,63 nM auf 749,22 ± 126,40 nM verzeichnet (p < 0,05). Innerhalb der nächsten 2 h 

nahm die Konzentration wieder ab und betrug 4 h nach Kakao-Einnahme 300 ± 

39,06 nM. Nach 24 h entsprach die Konzentration des Gesamtepicatechins wieder 

der Ausgangskonzentration (50,69 ± 1,44 vs. 48,20 ± 1,63 nM). Übereinstimmend mit 

diesem Ergebnis konnte bei Männern nach 2 h ein maximaler Anstieg von 28,53 ± 

1,03 nM auf 320,21 ± 48,98 nM beobachtet werden. Vier Stunden nach Einnahme 

des Kakaos betrug die Konzentration noch 147,15 ± 11,78 nM und nach 24 h war die 

Ausgangskonzentration wieder erreicht (28,78 ± 0,60 nM vs. 28,53 ± 1,03 nM). 

Aus Tabelle 10 wird ersichtlich, dass auch die als non-responder definierten Proban-

den (5 und 7 aus Tabelle 9) einen Konzentrationsanstieg des Gesamtepicatechins 

2 h nach Einnahme des Flavanol-reichen Kakaos zeigten. Die ausgebliebene 

Verminderung der Arginase-Aktivität konnte daher nicht auf eine mangelhafte 

Resorption der Flavanole zurückgeführt werden.  
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Abbildung 37: Typische HPLC-Chromatogramme von humanem Plasma vor (0 h) 
sowie 2 h, 4 h und 24 h nach Einnahme des Flavanol-reichen Kakaos (985 mg Gesamt-
flavanole). Roter Pfeil: Gesamtepicatechin. Temperatur: 35°C, elektrochemische Detektion: 
+0,75 V. 
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Tabelle 10: Gesamtepicatechin [nM] im Serum nach Kakao-Einnahme. Die Messung 
erfolgte mittels RP-HPLC. Flavanol-armer Kakao: 80 mg Gesamtflavanole; Flavanol-reicher 
Kakao: 985 mg Gesamtflavanole. MW: Mittelwert; SEM: Standardfehler; n=10; *p < 0,05 
bezogen auf die zugehörige Serum-Konzentration vor Kakao-Einnahme (0 h). 

  Flavanol-armer Kakao  Flavanol-reicher Kakao  

Proband 0 h 2 h 4 h 24 h 0 h 2 h 4 h 24 h 

1 42,54 50,87 49,89 43,86 46,39 1189,72 383,29 46,68 

2 41,63 47,82 36,86 39,97 47,16 868,21 352,11 55,27 

3 47,23 52,25 47,12 44,88 53,90 519,32 298,20 49,50 

4 46,12 50,70 45,72 45,54 44,32 538,66 313,21 49,86 

5 

w
e

ib
lic

h
 

47,41 53,51 46,96 49,64 49,23 630,19 156,16 52,12 

MW  44,99 51,03 45,31 44,78 48,20 749,22* 300,59* 50,69 

SEM  1,21 0,95 2,22 1,55 1,63 126,40 39,06 1,44 

6 27,64 31,29 32,84 29,17 28,70 239,66 126,04 27,83 

7 29,66 28,97 30,20 30,11 28,19 425,98 187,72 28,74 

8 30,91 35,87 30,40 27,59 25,61 199,39 157,13 29,67 

9 28,32 34,83 26,44 27,77 28,09 293,41 123,75 27,19 

10 

m
ä

n
n

lic
h

 

30,69 41,24 37,44 31,25 32,07 442,62 141,10 30,48 

MW 29,44 34,44 31,46 29,18 28,53 320,21* 147,15* 25,78 

SEM 0,64 2,10 1,81 0,70 1,03 48,98 11,78 0,60 

 

Unabhängig vom Geschlecht konnte gezeigt werden, dass die Einnahme eines 

Flavanol-armen Kakaos keine signifikanten Auswirkungen auf die Konzentration des 

Gesamtepicatechins im Serum hat. Ein Flavanol-reicher Kakao führte hingegen zu 

einem Anstieg der Konzentration. Bei der hier durchgeführten Messung wurde die 

höchste Serum-Konzentration an Gesamtepicatechin nach 2 h beobachtet (vgl. 

Abbildung 38). Die maximale Konzentration bei Frauen war doppelt so hoch, 

verglichen mit der bei den männlichen Probanden. Zu berücksichtigen ist jedoch, 

dass die Männer schon vor Kakao-Einnahme eine geringere Konzentration des 

Gesamtepicatechins im Serum gegenüber den Frauen aufwiesen (vgl. Tabelle 10). 

Vergleicht man die prozentuale Zunahme innerhalb von 2 h bei jedem einzelnen 

Probanden konnte bei Frauen ein 15,7-facher Anstieg (± 2,6) und bei Männern ein 

11,1-facher Anstieg (± 1,7) beobachtet werden. Bezüglich der Zunahme von 

Gesamtepicatechin 2 h nach Einnahme eines Flavanol-reichen Kakaos bestand 

somit kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Geschlechtern. 
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Abbildung 38: Effekt von Kakao-Flavanolen auf die Serum-Konzentration von Gesamt-
epicatechin. Die Konzentration an Gesamtepicatechin wurde vor Kakao-Einnahme (0 h) 
sowie 2 h, 4 h und 24 h danach mittels RP-HPLC bestimmt. GF: Gesamtflavanole. Angege-
ben sind Mittelwerte ± SEM; n = je 5 Frauen und Männer. 
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IV Diskussion 

Epidemiologische und klinische Studien haben gezeigt, dass ein Zusammenhang 

zwischen der Ernährung und dem Gesundheitsstatus besteht. Es ist bekannt, dass 

Populationen, die eine große Menge pflanzlicher Nahrung wie Obst und Gemüse 

konsumieren, ein vermindertes Risiko für kardiovaskuläre Erkrankungen und 

bestimmte Krebsarten zeigen (Fitzpatrick et al., 1995; Jansen et al., 1999; Menotti et 

al., 1999). Pflanzliche Nahrungsmittel enthalten Ballaststoffe, Vitamine, Phytosterole, 

Karotinoide und andere organische Verbindungen, die zu den gesundheitsfördernden 

Wirkungen beitragen. Insbesondere enthalten sie eine Vielfalt an Polyphenolen, die 

zunehmend als protektive Wirkstoffe angesehen werden. In den letzten Jahren 

wurde eine große Zahl wissenschaftlicher Studien veröffentlicht, welche die 

präventivmedizinische Wirkung der Kakao-Flavanole u.a. gegen Infarkt, Krebs, 

Arteriosklerose und entzündliche Prozesse im menschlichen Körper thematisierten 

(Wang et al., 2000; Osakabe et al., 2001; Heiss et al., 2003; Buijsse et al., 2006; 

Hollenberg, 2006; Alspach, 2007; Cooper et al., 2008). Über den Umfang der 

Resorption und den Wirkmechanismus von mit der Nahrung aufgenommenen 

Flavonoiden liegen aber bisher nur unzureichende Daten vor. Verschiedene in vitro 

Versuche deuten darauf hin, dass Flavonoide als starke Antioxidantien und 

Modulatoren zahlreicher Enzyme wirken, die Genexpression und zelluläre 

Signalwege beeinflussen und die Eigenschaften von Zellmembranen sowie 

Rezeptoren verändern können (Kondo et al., 1996; Waterhouse et al., 1996; 

Middleton et al., 2000; Scalbert et al., 2005).  

 

Im Rahmen dieser Arbeit sollte überprüft werden, ob der L-Argininstoffwechsel in 

humanen Endothelzellen und Erythrozyten einen möglichen Angriffspunkt der Kakao-

Flavanole darstellt und für die kardioprotektiven Eigenschaften eine Rolle spielt.  
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1 Einfluss von Kakao-Flavanolen auf den L-Argininstoffwechsel 

in humanen Endothelzellen 

Das Endothel ist eine einfache Monolayerschicht, welche die Innenwände der 

Gefäße auskleidet und auf physikalische und chemische Signale durch Produktion 

einer Vielzahl vasoaktiver Faktoren reagiert, die den Gefäßtonus, die zelluläre 

Adhäsion, die Thrombozytenaggregation, die Proliferation der glatten Gefäßmuskel-

zellen und Entzündungsprozessen der Gefäßwand regulieren. Unter physiologischen 

Bedingungen wirken die sekretierten Substanzen vasodilatorisch, antiproliferativ, 

antithrombotisch und antiinflammatorisch. Eine zentrale Rolle spielt dabei NO, 

welches aus der proteinogenen Aminosäure L-Arginin durch die endotheliale 

Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) synthetisiert wird. Die endotheliale Arginase 

(Arginase-2) konkurriert mit der eNOS um das gemeinsame Substrat L-Arginin und 

kann darüber die NO-Produktion regulieren (Yang and Ming, 2006). Zur 

Aufrechterhaltung der Gefäßhomöostase ist daher das Zusammenspiel der eNOS 

und Arginase-2 entscheidend. Aus klinischen Studien geht hervor, dass Kakao-

Flavanole unter anderem zu einer Verbesserung der Vasodilatation (Fisher et al., 

2003; Heiss et al., 2003; Schroeter et al., 2006), einer Senkung des Blutdrucks 

(Taubert et al., 2003) und zu einer verminderten Thrombozytenaggregation (Rein et 

al., 2000b; Holt et al., 2002b) führen und somit positive Effekte auf das Gefäßsystem 

ausüben. Da dies die NO-vermittelten Wirkungen widerspiegelt, ist es wahrschein-

lich, dass die Flavanol-vermittelten kardioprotektiven Effekte mit einer gesteigerten 

NO-Verfügbarkeit zusammenhängen. Verschiedene Arbeitsgruppen konnten bereits 

bestätigen, dass der Konsum von Flavanol-reichem Kakao zu einer Zunahme der 

eNOS-abhängigen NO-Bildung und somit zu einer erhöhten NO-Verfügbarkeit führt 

(Fisher et al., 2003; Heiss et al., 2003; Schroeter et al., 2006). Der Mechanismus ist 

noch nicht geklärt, was u.a. auf die komplexe Regulation der eNOS-Aktivität 

zurückzuführen ist. Obwohl die Arginase die NO-Produktion über den Eingriff in die 

Substratverfügbarkeit regulieren kann, wurde jedoch nie eine Modulation des 

Enzyms selbst durch Kakao-Flavanole untersucht. Bisher wurden eher Effekte von 

Kakao-Flavanolen auf die posttranslationale Regulation der eNOS vermutet. 
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1.1 Methoden zur Bestimmung der eNOS-Aktivität: Vor- und Nachteile  

Die eNOS katalysiert die Oxidation von L-Arginin zu äquimolaren Mengen L-Citrullin 

und NO. Die Bestimmung der Enzymaktivität erfolgt daher über die gebildete 

L-Citrullin- oder NO-Menge. Ersteres kann mit Hilfe eines L-Arginin/L-Citrullin 

Umwandlungsassay ermittelt werden, der jedoch den Einsatz von radioaktiv 

markiertem L-Arginin (L-[3H]-Arginin) erfordert (Heller et al., 1999). Aufgrund der 

chemischen Instabilität in biologischen Systemen ist es schwierig NO sensitiv und 

selektiv nachzuweisen. Eine Bestimmung der NO-Produktion erfolgt in vitro daher 

meist indirekt über die Oxidationsprodukte (v.a. über Nitrit oder Nitrat). In Tabelle 11 

sind die gängigen Methoden aufgeführt, um NO quantitativ (direkt und indirekt) zu 

erfassen. 

 

Tabelle 11: Methoden zur direkten und indirekten Bestimmung von NO. 

 

Direkte NO-Bestimmung 
 

Nachweisgrenze 
 

Bemerkung 
 

Elektrochemische Detektion 

(Malinski et al., 1996) 

 

10 nM 
 

Messung von extrazellulärem NO, 

welches nur bedingt die Bioverfüg-

barkeit des intrazellulären NO 

widerspiegelt 
 

Elektronenspinresonanz-Messung 

(Batz et al., 1999)  

4,0 M Erfasst Moleküle mit ungepaarten 

Elektronen (Radikale) 
 

Fluoreszenzmikroskopie 

4,5-Diaminfluoreszein (DAF-2) 

(Kojima et al., 1998) 
 

5,0 nM DAF-2 reagiert nicht spezifisch mit 

NO, sondern auch mit den Oxida-

tionsprodukten, semiquantitativ 

 

Indirekte NO-Bestimmung 
 

Nachweisgrenze 
 

Bemerkung 
 

Griess-Assay 

(Green et al., 1982) 
 

 

1,0 M 
 

Messung von Nitrit und/oder Nitrat 

Hämoglobinoxidation 

(Murphy and Noack, 1994) 
 

1,0 nM Messung von Methämoglobin 

 

reduktive Chemilumineszenz 

(Tarpey and Fridovich, 2001) 
 

0,1 nM Messung von Nitrit und/oder Nitrat 
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Da Endothelzellen unter physiologischen Bedingungen NO nur im picomolaren 

Bereich produzieren, war die reduktive Chemilumineszenzdetektion (CLD) die 

einzige Methode, um die NO-Bildung (indirekt über Nitrit) und somit die eNOS-

Aktivität in den, in dieser Arbeit verwendeten humanen venösen Endothelzellen der 

Nabelschnur (HUVEC) zu bestimmen. Aufgrund der hohen Sensitivität für NO birgt 

diese Methode auch Nachteile. Wenn Zellkulturschalen (oder generell Materialien 

aus Plastik) mit Flüssigkeit in Berührung kommen, wird Nitrit aus den enthaltenen 

Weichmachern in die Lösung abgegeben und mittels CLD detektiert. Da in den 

durchgeführten Zellkulturversuchen der Effekt von Kakao-Flavanolen auf die eNOS-

Aktivität schon nach einer zweistündigen Inkubation der Zellen ermittelt wurde, war 

die Störung durch das aus der Zellkulturschale freigesetzte Nitrit jedoch tolerabel. 

Zur Untersuchung von längerfristigen Effekten auf die eNOS-Aktivität wäre die CLD 

aber nicht mehr geeignet, da die NO-unabhängige Nitritbildung zu hoch wird und die 

Genauigkeit der Messung beeinflusst.  

Kürzlich wurde ein Fluoreszenzfarbstoff (4-Methoxy-2-(1H-naphtho[2,3-d]imidazol-2-

yl)phenol, MNIP) beschrieben, mit dem man spezifisch NO detektieren kann 

(Nachweisgrenze 20 nM NO) (Ouyang et al., 2008). Die Methode beruht auf der 

Reaktion von NO mit dem nichtfluoreszierenden MNIP-Cu-Komplex zu dem fluores-

zierenden MNIP-NO. Es handelt sich um eine sehr sensitive und im Gegensatz zur 

CLD um eine direkte Methode der NO-Bestimmung. Im Rahmen dieser Arbeit konnte 

die Detektion der intrazellulären NO-Bildung in HUVEC mit MNIP etabliert werden. 

Weiterhin konnte zum ersten mal spezifisch nachgewiesen werden, dass eine 

Behandlung der Zellen mit (-)-Epicatechin zu einer Zunahme der intrazellulären NO-

Konzentration führt. Mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie kann jedoch nur eine 

semiquantitative Messung der NO-Bildung durchgeführt werden. Um eine genaue 

Bestimmung der eNOS-Aktivität mittels MNIP zu erzielen, müsste jedoch eine 

validierte, quantitative Auswertung der NO-Bildung vorliegen. Da der Fluoreszenz-

farbstoff erst gegen Ende der Arbeit zur Verfügung stand, war es nicht mehr möglich 

eine quantitative Bestimmung der NO-Bildung mittels MNIP zu etablieren. Mit Hilfe 

dieser Methode könnten letztendlich auch längerfristige Effekte von Substanzen wie 

(-)-Epicatechin auf die eNOS-abhängige NO-Bildung untersucht werden, da die oben 

beschriebene Nitritbelastung aus den Plastikmaterialien die Messung nicht 

beeinflusst.  
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1.2 Effekt von (-)-Epicatechin auf den L-Argininstoffwechsel in HUVEC 

Ob und auf welche Weise die eNOS und die Arginase durch Kakao-Flavanole wie 

(-)-Epicatechin moduliert werden, wurde anhand von Zellkulturexperimenten unter-

sucht. Als Modellsystem dienten HUVEC. Da es sich hierbei um Primärzellen und 

nicht um eine Zelllinie handelt, ist dieses Zellsystem der in vivo Situation sehr nahe.  

1.2.1 Regulation der Arginase-Expression 

Bisher ist über den Signalweg, welcher die Arginase-Expression bzw. Aktivität in 

vaskulären Zellen reguliert wenig bekannt. Es konnte lediglich gezeigt werden, dass 

eine erhöhte Arginase mRNA-Expression durch einen Thrombin-Rho/Rock 

Signalweg vermittelt wird (Ming et al., 2004) oder mit der Aktivierung des Epidermal-

growth-factor Rezeptors und der daraus resultierenden Signalkaskade einhergeht 

(Nelin et al., 2005). Über welche Signalwege bzw. Rezeptoren die physiologische 

Arginase-Expression und Aktivität reguliert wird ist noch unklar. 

 

In Zellkulturversuchen konnte nach Inkubation der HUVEC mit (-)-Epicatechin eine 

dosisabhängige Verminderung der mRNA-Expression (bis zu 37%) sowie der 

Enzymaktivität (bis zu 30%) der Arginase verzeichnet werden. Diese Effekte unter-

liegen jedoch einem unterschiedlichen zeitlichen Verlauf. Die Abnahme der mRNA-

Expression war nach 24 h zu beobachten während die Enzymaktivität erst nach 48 h 

absank. Da die Halbwertszeit der Arginase-mRNA mit ca. 24 h bestimmt werden 

konnte, kann die verminderte Enzymaktivität auf die vorangegangene Abnahme der 

mRNA-Expression zurückgeführt werden. Analoge Versuche mit einem proinflamma-

torischen Zytokin-Mix untermauern diese Hypothese. Auch hier war die Arginase 

mRNA-Expression nach 24 h vermindert, was in gleichem Maße zu einer Senkung 

der Enzymaktivität nach 48 h führte. (-)-Epicatechin wirkt daher nicht als direkter 

Modulator der Arginase-Aktivität, sondern führt primär zu einer verminderten mRNA-

Expression. Ob (-)-Epicatechin über Rezeptoren bestimmte Signalkaskaden 

beeinflusst und/oder seine Wirkung erst nach Aufnahme intrazellulär entfaltet, kann 

anhand dieser in vitro Versuche nicht geklärt werden. 
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1.2.2 Regulation der eNOS-Aktivität  

Trotz konstitutiver Expression unterliegt die eNOS einer Vielzahl von 

unterschiedlichen Regulationsmechanismen, die bis jetzt nur teilweise aufgeklärt 

werden konnten. Die Regulation findet auf transkriptioneller (Govers and Rabelink, 

2001) und posttranskriptioneller Ebene statt (Forstermann et al., 1998), primär 

jedoch über Veränderungen der Enzymaktivität durch Protein-Protein-Interaktionen, 

posttranslationale Modifikationen wie Phosphorylierung und Substratverfügbarkeit 

(Brunini et al., 2003). Im aktiven Zustand liegt die eNOS an Kalzium-Calmodulin 

assoziiert vor. Das Caveolae-Membranprotein Caveolin-1 ist ein direkter Antagonist 

von Kalzium-Calmodulin, der um die Bindung an die eNOS konkurriert und die 

eNOS-Aktivität erniedrigt. Kalziummobilisierende Substanzen wie Bradykinin, 

Acetylcholin, Histamin und Ionophore sind in der Lage, über die Zunahme des 

intrazellulären Kalzium-Spiegels die eNOS kurzfristig zu aktivieren (Gosink and 

Forsberg, 1993; Nathan and Xie, 1994b; Michel et al., 1997; Feron et al., 1998). 

Neben Caveolin-1 interagiert die eNOS auch mit dem Hitzeschock-Protein 90 

(Garcia-Cardena et al., 1998) und Dynamin-2 (Fulton et al., 2001), was mit einer 

erhöhten eNOS-Aktivität einhergeht. Das eNOS interagierende Protein NOSIP 

hingegen bewirkt eine Verminderung der eNOS-Aktivität (Dedio et al., 2001). Eine 

wichtige Rolle für die eNOS-Aktivität spielt auch deren Phosphorylierungsmuster, das 

von diversen Kinasen und Phosphatasen vermittelt wird und sehr komplex ist. Eine 

Phosphorylierung an Serin 1177 (durch Proteinkinase A, oder Proteinkinase B/Akt) 

erhöht die Aktivität, während eine Phosphorylierung an Threonin 495 (durch 

Proteinkinase C) zu einer Abnahme der Aktivität führt (Chen et al., 1999; Dimmeler et 

al., 1999; Fulton et al., 1999). Bei einer Aktivitätssteigerung durch Phosphorylierung 

kann sich die Zelle innerhalb kürzester Zeit der physiologischen Situation anpassen 

und so beispielsweise auf eine Belastung durch Scherkräfte unmittelbar mit einer 

erhöhten NO-Produktion reagieren. 

 

Eine Inkubation der HUVEC mit 0,3 M und 1 M (-)-Epicatechin führte nach zwei 

Stunden jeweils in einer Steigerung der eNOS-Aktivität um 35% und 45%. Diese 

schnelle Aktivitätssteigerung deutet darauf hin, dass es sich um eine posttransla-

tionale Regulation handelt. Die zur eNOS mRNA-Expression und mRNA-Stabilität 

durchgeführten Untersuchungen bestätigten diese Hypothese. Weder die mRNA-

Expression, noch die mRNA-Stabilität wurden von (-)-Epicatechin beeinflusst. Eine 
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Regulation über die L-Argininverfügbarkeit durch die Arginase kann ausgeschlossen 

werden, da die beobachtete Abnahme der Arginase-Aktivität erst nach 48-stündiger 

Inkubation mit (-)-Epicatechin zu verzeichnen war. Der Effekt von (-)-Epicatechin auf 

die eNOS-Aktivität könnte durch einen Anstieg der intrazellulären Kalziumkonzentra-

tion bedingt sein. (-)-Epicatechin könnte die Wirkweise von Kalziumionophoren 

nachahmen. Da Flavanole in der Lage sind Rezeptoreigenschaften und zelluläre 

Signalkaskaden zu beeinflussen, könnte (-)-Epicatechin aber auch über den Acetyl-

cholin- und/oder Bradykinin-Rezeptor wirken. Die dadurch ausgelöste Signalkaskade 

erhöht über eine Aktivierung der Phospholipase C die intrazelluläre Kalziumkonzen-

tration. Rezeptoren, über die (-)-Epicatechin in primären Endothelzellen wirkt, sind 

bis jetzt jedoch nicht bekannt. Eine weitere Erklärung für die schnelle eNOS-

Aktivitätssteigerung könnte auch in einer Veränderung des Phosphorylierungs-

musters liegen. In Zellkulturversuchen mit bovinen Aortaendothelzellen führte eine 

15-minütige Behandlung mit Epigallocatechingallat, einem Flavanol aus Tee, 

ebenfalls zu einer Steigerung der eNOS-Aktivität. Diese wurde durch eine 

Phosphatidylinositol-3-Kinase-, PKA- und Akt-abhängige Phosphorylierung des Serin 

1179 (analog dem Serin 1177 im Menschen) hervorgerufen (Lorenz et al., 2004). 

Eine Inkubation der HUVEC mit 3 M und 10 M (-)-Epicatechin zeigte 

überraschenderweise keine Wirkung mehr auf die eNOS-Aktivität. NO weist eine 

hohe Affinität gegenüber Hämgruppen auf. Auch die eNOS besitzt eine Hämgruppe 

im aktiven Zentrum, welche eine wichtige Rolle bei der L-Arginin-Umsetzung spielt. 

Im Vergleich zur NO-Bildung durch 1 M (-)-Epicatechin führte eine Behandlung der 

Zellen mit 10 M (-)-Epicatechin zu einer stärkeren NO-Bildung. Die NO-Konzentra-

tionen, die nach Inkubation mit 3 M und 10 M (-)-Epicatechin erzielt wurden, 

könnten eine Konzentration erreicht haben, die zu einer negativen feedback 

Hemmung der eNOS durch Bindung von NO an die Hämgruppe führt, was den 

Effektverlust in den beiden höheren (-)-Epicatechin-Konzentrationen erklären könnte.  

 

Damit konnte gezeigt werden, dass (-)-Epicatechin in der Lage ist den L-Arginin-

stoffwechsel in humanen Endothelzellen zu modulieren. Die eNOS-Aktivität wurde 

gesteigert, während die Arginase mRNA-Expression abnahm. In vivo könnte dies zu 

einer gesteigerten NO-Bildung führen, was mit einer verbesserten Endothelfunktion 

einhergeht. Die Regulation des L-Argininstoffwechsels könnte somit für die 

kardioprotektiven Effekte von Kakao-Flavanolen verantwortlich sein. 
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1.3 Effekt des Flavanol-Gemisches auf den L-Argininstoffwechsel in HUVEC 

Mit der Nahrung aufgenommene Flavanole werden unmittelbar nach der Resorption 

in den Enterozyten und anschließend in der Leber zum größten Teil metabolisiert. Zu 

diesen Reaktionen zählen Glukuronidierung, Methylierung und Sulfatierung von 

Hydroxylgruppen. In vivo erreicht deshalb nicht (-)-Epicatechin die Endothelzellen, 

sondern hauptsächlich dessen im Plasma zirkulierende Metabolite. Diese haben u.U. 

verglichen mit der Muttersubstanz unterschiedliche Eigenschaften. Daher sollten bei 

der Aufklärung der gesundheitsfördernden Effekte von Kakao-Flavanolen auch 

Zellkulturversuche mit den entsprechenden Metaboliten berücksichtigt werden. 

Infolgedessen wurden die mit (-)-Epicatechin durchgeführten Zellkulturversuche auch 

mit einem Flavanol-Gemisch wiederholt. Das Gemisch entsprach im Wesentlichen 

dem Metabolitenmuster an (-)-Epicatechin, welches 2 h nach Einnahme eines 

Flavanol-reichen Kakaos (wie er auch in dieser Arbeit verwendet wurde) in humanem 

Plasma zu finden ist. Die entsprechenden Sulfatkonjugate wurden dabei nicht 

berücksichtigt (Schroeter et al., 2006). Wie auch (-)-Epicatechin führte eine 

Behandlung der HUVEC mit dem Flavanol-Gemisch zu einer dosisabhängigen 

Abnahme der Arginase-2 mRNA-Expression innerhalb von 24 h, die mit einer 

Verminderung der Arginase-Aktivität nach 48 h korrelierte. Im Gegensatz dazu blieb 

die mRNA-Expression der eNOS unverändert, während nach einer zweistündigen 

Inkubation eine dosisabhängige Steigerung der eNOS-Aktivität zu verzeichnen war. 

Sowohl die Arginase mRNA-Expression als auch die eNOS-Aktivität konnten mit 

physiologischen Konzentrationen des Flavanol-Gemisches (  2,6 M) beeinflusst 

werden (Abnahme der Arginase mRNA-Expression um 35%, Steigerung der eNOS-

Aktivität um 25%). 

 

In der vorliegenden Arbeit konnte somit gezeigt werden, dass sowohl (-)-Epicatechin 

als auch ein Gemisch seiner Hauptmetabolite den L-Argininstoffwechsel in humanen 

Endothelzellen beeinflussen. Welche (-)-Epicatechin-Metabolite für die in vivo Effekte 

von Kakao verantwortlich sind, konnte noch nicht identifiziert werden. Die zelluläre 

Aufnahme und weitere Verstoffwechselung der Metabolite ist noch weitgehend 

ungeklärt. Die Aufnahme von 3’- und 4’-O-Methylepicatechin in Hautfibroblasten und 

Endothelzellen konnte bereits nachgewiesen werden, die von Glukuroniden jedoch 

nicht (Schroeder et al., 2003). Da die Glukuronidierung eine Phase-II-Reaktion der 

Biotransformation darstellt, wird vermutet, dass (-)-Epicatechin-Glukuronide in vivo 
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schnell ausgeschieden werden und somit pharmakologisch weniger bedeutend sind. 

In einigen Studien konnte jedoch gezeigt werden, dass auch die Glukuronide 

bestimmter Arzneistoffe pharmakologisch aktiv sind (Kroemer and Klotz, 1992), wie 

z.B. das Morphin-Glukuronid (Thompson et al., 1995; Milne et al., 1996). Da im Falle 

von (-)-Epicatechin die Glukuronidkonjugate zu den Hauptmetaboliten zählen, stellt 

sich die Frage, ob diese in vivo bioaktiv sind. Spencer et al. ziehen in Erwägung, 

dass die Glukuronide durch im Serum vorhandene -Glukuronidase-Aktivität wieder 

in die Aglykone gespalten und diese dann von Zellen aufgenommen werden 

(Spencer et al., 2001b). Bei den Sulfaten geht man davon aus, dass es sich um die 

Harnausscheidungsprodukte handelt (Baba et al., 2000). Bis jetzt ist nur eine 

limitierte Anzahl von Studien durchgeführt worden, die den biologischen Effekt von 

(-)-Epicatechin-Konjugaten untersuchten. Harada et al. beobachteten, dass (-)-Epi-

catechin-Glukuronide eine ähnliche antioxidative Aktivität wie die Aglykone haben, 

während Methylglukuronide eine verminderte Aktivität aufweisen (Harada et al., 

1999). Ausschlaggeben für das antioxidative Potential von (-)-Epicatechin ist die 

Catecholstruktur des B-Rings. Methyliert werden genau diese Hydroxylgruppen, 

während eine Konjugation mit Glukuronsäure hauptsächlich am A-Ring erfolgt. Dies 

könnte den von Harada et al. beobachteten Unterschied in der antioxidativen Aktivität 

zwischen Glukuroniden und Methylglukuroniden erklären. Spencer et al. beobachten, 

dass (-)-Epicatechin und 3’-O-Methylepicatechin humane Fibroblasten im selben 

Maß gegen Apoptose schützen (Spencer et al., 2001a). Steffen et al. zeigen, dass 

(-)-Epicatechin, dessen Methyl- und Glukuronid-Derivate zu einer Abnahme der 

endothelialen NADPH-Oxidase-Aktivität führen (Steffen et al., 2008). Es wird 

deutlich, dass sowohl die Methyl- als auch die Glukuronid-Derivate von 

(-)-Epicatechin in vitro Effekte aufweisen. Da die Metabolite unterschiedliche 

Eigenschaften haben, sind die jeweiligen Effekte möglicherweise auch auf 

unterschiedliche Wirkmechanismen zurückzuführen. 

Um herauszufinden, wie sich bestimmte (-)-Epicatechin-Metabolite des verwendeten 

Flavanol-Gemisches auf die Arginase mRNA-Expression und eNOS-Aktivität auswir-

ken, wurden HUVEC mit Methyl- und Glukuronid-Derivaten des Flavanol-Gemisches 

behandelt. Es stellte sich heraus, dass 4’-O-Methylepicatechin, jedoch nicht Epicate-

chin-7-O- -D-Glukuronid zu einer Abnahme der Arginase mRNA-Expression führen. 

Im Gegensatz dazu sind es die Glukuronide (Epicatechin-7-O- -D-Glukuronid und   

4’-O-Methylepicatechin-7-O- -D-Glukuronid), die eine Aktivitätssteigerung der eNOS 
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bewirken. Somit konnte belegt werden, dass auch die (-)-Epicatechin-Glukuronide 

bioaktiv sind. Inwieweit diese Ergebnisse die in vivo Situation widerspiegeln, ist noch 

unklar. Es scheint jedoch, dass die protektiven Effekte von Kakao-Flavanolen auf ein 

Zusammenwirken der im Plasma zirkulierenden Metabolite zurückzuführen sind. So 

könnten Glukuronide aufgrund ihrer verminderten Aufnahme in die Zelle über 

Rezeptoren wirken, während Methylderivate innerhalb der Zelle agieren könnten. 

1.4 Die Rolle der eNOS und Arginase bei der endothelialen Dysfunktion 

Eine wichtige Rolle zur Aufrechterhaltung der Gefäßhomöostase spielt die NO-

Bildung durch die eNOS. Eine Störung durch Risikofaktoren wie Rauchen, 

Hypercholesterinämie, Hyperglykämie, Bluthochruck und Diabetes mellitus führt zur 

endothelialen Dysfunktion, die durch eine reduzierte NO-Verfügbarkeit gekenn-

zeichnet ist (Fuster et al., 1992b; Fuster et al., 1992a; Celermajer et al., 1993). 

Charakteristisch ist dabei eine verminderte Vasodilatation, eine erhöhte Gefäß-

permeabilität für Plasmaproteine und eine erhöhte Adhäsion von Leukozyten und 

Thrombozyten mit proliferativen, proinflammatorischen und proarteriosklerotischen 

Folgen. Eine verminderte NO-Verfügbarkeit kann durch einen verstärkten Abbau von 

NO und/oder durch eine Abnahme der NO-Bildung bedingt sein (Cai and Harrison, 

2000). Letzteres geht mit einer geringeren eNOS-Aktivität einher, die durch eine 

begrenzte Verfügbarkeit von Kofaktoren wie z.B. Tetrahydrobiopterin (Alp and 

Channon, 2004) oder einer limitierten L-Argininverfügbarkeit hervorgerufen werden 

kann. Die Modulation der Substratverfügbarkeit durch die Arginase gewinnt dabei 

immer mehr an Bedeutung (Li et al., 2001). So ist die endothelialen Dysfunktion in 

einer Vielzahl von pathophysiologischen Prozessen wie alters-bedingte kardiovasku-

läre Erkrankungen (Berkowitz et al., 2003; White et al., 2006), Diabetes mellitus (De 

Vriese et al., 2000; Bivalacqua et al., 2001), Bluthochdruck (Xu et al., 2004; 

Demougeot et al., 2005; Johnson et al., 2005) und Arteriosklerose (Ming et al., 2004; 

Ryoo et al., 2006) auf eine erhöhte Arginase-Expression bzw. Aktivität 

zurückzuführen. In klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass eine wiederholte 

Einnahme von Flavanol-reichem Kakao über Wochen sowohl bei Gesunden als auch 

bei Risikopatienten für kardiovaskuläre Erkrankungen (Rauchern, Probanden mit 

Hypercholesterinämie oder Diabetes mellitus) die Endothelfunktion verbessert, 
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gemessen anhand einer gesteigerten Vasodilatation und erniedrigtem Blutdruck 

(Wang-Polagruto et al., 2006; Heiss et al., 2007; Erdman et al., 2008). 

 

In Rahmen dieser Arbeit konnte die Modulation des L-Argininstoffwechsel in HUVEC 

durch das Kakao-Flavanol (-)-Epicatechin und dessen Metabolite nachgewiesen 

werden. Innerhalb von kurzer Zeit (2 h) ist ein Aktivitätsanstieg der eNOS zu ver-

zeichnen, was mit einer erhöhten NO-Bildung einhergeht. Im Gegensatz dazu wird 

eine verminderte Arginase mRNA-Expression nach 24 h beobachtet, was nach 48 h 

in einer Abnahme der Arginase-Aktivität resultiert. Da die Modulation der eNOS-

Aktivität kurzfristig erfolgt, ist ein lang anhaltender Effekt nach regelmäßiger 

Einnahme von Kakao vermutlich auf die verminderte Arginase-Aktivität, bedingt 

durch eine anhaltende Inhibierung der Arginase mRNA-Expression, zurückzuführen. 

Dies bestätigt die aufgestellte Hypothese, dass die Arginase eine wichtige Rolle in 

der Regulation der eNOS-Aktivität durch Kakao-Flavanole spielt und für die 

gesteigerte NO-Bildung mitverantwortlich ist.  
 

2 Einfluss von Kakao-Flavanolen auf den L-Argininstoffwechsel 

unter inflammatorischen Bedingungen 

Neben der kardioprotektiven Wirkung sind Kakao-Flavanole auch in der Lage das 

Immunsystem sowie Entzündungsreaktionen zu modulieren (Sanbongi et al., 1997; 

Mao et al., 2000; Wan et al., 2001; Ramiro et al., 2005; Sies et al., 2005). Während 

einer Entzündung verändert sich in humanen Endothelzellen der L-Argininstoff-

wechsel. Proinflammatorische Zytokine führen zu einer Inhibition der eNOS- sowie 

Arginase-Expression und gleichzeitig zu einer Induktion der induzierbaren Stickstoff-

monoxid-Synthase (iNOS) (Suschek et al., 2004). Um zu gewährleisten, dass der 

L-Argininbedarf der Zelle unter inflammatorischen Bedingungen gedeckt wird, findet 

neben der iNOS eine Koinduktion der Expression des kationischen Aminosäure-

Transporters 2B (CAT-2B) statt, was eine gesteigerte L-Argininaufnahme zur Folge 

hat. Dadurch ist die Zelle in der Lage die physiologische NO-Synthese um das 

Tausendfache zu steigern. Die produzierte NO-Menge im mikromolaren Bereich 

erfolgt kontinuierlich über Stunden bis hin zu Tagen. Diese zytotoxische NO-

Konzentration dient im Rahmen einer Immunantwort unter anderem der Abwehr von 

Bakterien, verursacht aber auch Gewebeschäden. 
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2.1 Regulation der iNOS und CAT-2B mRNA-Expression 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde bereits gezeigt, dass Kakao-Flavanole den L-Argi-

ninstoffwechsel in humanen Endothelzellen unter physiologischen Bedingungen 

beeinflussen. Es stellte sich daher die Frage, ob der L-Argininstoffwechsel auch 

unter inflammatorischen Bedingungen Angriffspunkt der Kakao-Flavanole ist und 

darüber eine immunmodulierende Wirkung vermittelt wird. Um die Effekte von (-)-Epi-

catechin und dem Flavanol-Gemisch in diesem Kontext zu untersuchen, wurden die 

Auswirkungen auf die iNOS und CAT-2B mRNA-Expression ermittelt. Zu diesem 

Zweck wurde in HUVEC durch Inkubation mit einem proinflammatorischen Zytokin-

Mix (TNF- , IF-  und IL-1 ) eine Entzündung simuliert. Sowohl (-)-Epicatechin als 

auch das Flavanol-Gemisch führten zu einer dosisabhängigen Abnahme der 

zytokininduzierten iNOS und CAT-2B mRNA-Expression um bis zu 60%.  

 

Die Expression vieler Gene, die bei der Entzündung eine Rolle spielen, wird durch 

den Transkriptionsfaktor NF- B induziert (Pahl and Baeuerle, 1997). Ohne 

entsprechende Stimuli wird NF- B im Zytoplasma von dem Inhibitorprotein I- B ge-

bunden und liegt somit inaktiv vor (Baeuerle and Baltimore, 1988). Eine Stimulation 

der Zelle durch virale und bakterielle Proteine, energiereiche Strahlung oder proin-

flammatorische Zytokine wie IL-1  und TNF-  führt zu einer Phosphorylierung von 

I- B durch die I- B-Kinase (Beg et al., 1993; Traenckner et al., 1995). Dies hat eine 

Polyubiquitinilierung zur Folge, was zum Abbau des I- B durch das 26S Proteasom 

führt (Henkel et al., 1993; Chen et al., 1995). Das nun freie aktivierte NF- B wandert 

in den Zellkern. Dort bindet es an B-Motive in Promotor- und Enhancer-Regionen 

der DNA und induziert u.a. die Expression von iNOS und CAT-2B. Es stellte sich 

daher die Frage, ob die verminderte iNOS und CAT-2B mRNA-Expression durch 

(-)-Epicatechin und das Flavanol-Gemisch auf eine Beeinflussung der NF- B-

Aktivität zurückzuführen ist. Um diese Vermutung zu untermauern, wurden A549/8-

pNF- B-Luc-Zellen verwendet. Bei diesen Zellen handelt es sich um die stabil 

transfizierte humane Lungenepithelzelllinie A549/8, welche NF- B Bindungsmotive 

vor einem Luziferase-Reportergen enthält. Somit konnte eine Modulation der zytokin-

induzierten NF- B-Aktivität anhand der Luziferase-Reportergen-Aktivität ermittelt 

werden. Eine Inkubation der Zellen mit je 10 M (-)-Epicatechin oder des Flavanol-

Gemisches führten zu einer Abnahme der Luziferase-Aktivität um 30 % und 40%. Mit 
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dieser Versuchsreihe konnte bestätigt werden, dass (-)-Epicatechin und das 

Flavanol-Gemisch in der Lage sind die NF- B-Aktivität zu vermindern und womöglich 

über diesen Weg die iNOS und CAT-2B mRNA-Expression zu regulieren. Der 

Mechanismus der einer Abnahme der NF- B-Aktivität zugrunde liegt konnte mit 

dieser Versuchreihe nicht geklärt werden. Eine verminderte Phosphorylierung von 

I- B durch Hemmung der I- B-Kinase könnte eine mögliche Erklärung sein. 

 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass (-)-Epicatechin und das 

Flavanol-Gemisch den L-Argininstoffwechsel in humanen Endothelzellen unter 

inflammatorischen Bedingungen beeinflussen und darüber eine immunmodulierende 

Wirkung ausüben. Die beobachtete Abnahme der iNOS und CAT-2B mRNA-

Expression ist vermutlich auf eine verminderte NF- B-Aktivität zurückzuführen und 

mit einer Senkung der zytotoxischen NO-Bildung verbunden. Während einer 

Entzündung stimuliert das von der iNOS gebildete NO u.a die Zyklooxygenase und 

erhöht somit die proinflammatorische Prostaglandin-Synthese (Salvemini et al., 

1995). Eine Abnahme der iNOS und CAT-2B mRNA-Expression könnte daher die 

Bildung dieser Entzündungsmediatoren senken und damit verbundene Folgen wie 

eine gesteigerte Endothelpermeabilität, Fieber und Schmerzen vermindern.  

2.2 Die Rolle der iNOS bei chronischen Entzündungen 

Während die zu geringe Produktion von NO durch eine verminderte eNOS-Aktivität 

ein wichtiger Pathomechanismus kardiovaskulärer Erkrankungen zu sein scheint, ist 

für eine pathologische, anhaltende Überproduktion von NO das Isoenzym iNOS von 

Bedeutung. Unter physiologischen Bedingungen sind iNOS mRNA und Protein nicht 

nachweisbar. Im Zuge der Immunantwort kommt es nach Stimulation mit proin-

flammatorischen Zytokinen zur Expression der iNOS, wobei eine zytotoxische NO-

Menge gebildet wird und der Immunabwehr dient. Bei chronischen Entzündungen 

(wie z.B. Arteriosklerose oder entzündliche Gelenk- und Darmerkrankungen) 

hingegen ist die Produktion von NO durch die iNOS nicht erregerbedingt. Die Folge 

ist eine anhaltend gesteigerte NO-Produktion in zytotoxischen Mengen, die 

chronische Gewebeschädigungen nach sich zieht und nicht mehr primär der 

Immunantwort dient. Eine regelmäßige Einnahme von Flavanol-reichem Kakao 
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könnte die iNOS-abhängige NO-Produktion vermindern und den Begleiter-

scheinungen von chronischen Entzündungen entgegenwirken. 

 

3 Einfluss von Kakao-Flavanolen auf die Arginase-Aktivität in 

humanen Erythrozyten 

Die primäre Aufgabe der Erythrozyten besteht in der Sauerstoffversorgung von 

stoffwechselaktivem Gewebe. Daneben spielen sie aber auch eine wichtige Rolle im 

vaskulären NO-Stoffwechsel. Aufgrund der Reaktion von im Plasma befindlichem NO 

mit Oxyhämoglobin zu dem vasoinaktiven Nitrat und Methämoglobin wurden sie 

hauptsächlich mit dem NO-Abbau in Verbindung gebracht (Lancaster, 1994). 

Kürzlich konnte jedoch gezeigt werden, dass Erythrozyten eine aktive NOS besitzen, 

die NO in physiologischen Konzentrationen produziert (Kleinbongard et al., 2006). 

Die Enzymaktivität der erythrozytären NOS ist vergleichbar mit der eNOS-Aktivität 

von kultivierten HUVEC (0,7 pmol/min/mg Protein). Obwohl das meiste NO 

vermutlich an Hämoglobin bindet, erhöht das freigesetzte NO die lokale 

Konzentration in der Umgebung des Erythrozyten. Neben dem Endothel tragen 

vermutlich auch Erythrozyten zum im Plasma zirkulierenden NO-Pool bei und spielen 

eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der Gefäßhomöostase durch Regulation 

des Gefäßtonus und der Thrombozytenaggregation. Bei der erythrozytären NOS 

handelt es sich um die endotheliale Isoform. Die Regulation des Enzyms erfolgt 

entsprechend über die Substratverfügbarkeit, den intrazellulären Kalziumspiegel und 

die Phosphorylierung an Serin 1177. Analog zur beschriebenen Situation im 

Endothel kann L-Arginin in Erythrozyten ebenfalls von der Arginase umgesetzt 

werden. Vor diesem Hintergrund wurden im Rahmen dieser Arbeit untersucht, ob 

neben dem L-Argininstoffwechsel humaner Endothelzellen in vitro auch der 

erythrozytäre L-Argininstoffwechsel in vivo durch Kakao-Flavanole moduliert werden 

kann. Da es experimentell sehr schwierig war, die NOS-Aktivität zu bestimmen, 

wurde nur der Einfluss der Kakao-Flavanole auf die Arginase-Aktivität untersucht. Zu 

diesem Zweck wurde eine humane Interventionsstudie im Cross-Over Design mit 

insgesamt 20 gesunden Erwachsenen durchgeführt. Diese nahmen sowohl einen 

Flavanol-reichen als auch einen Flavanol-armen Kakao mit einem Gesamtflavanol-

gehalt von 985 mg bzw. 80 mg ein. Anschließend wurde die Konzentration an 
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Gesamtepicatechin im Plasma und die Arginase-Aktivität in den Erythrozyten 

gemessen. 

3.1 Bestimmung von Gesamtepicatechin im Serum 

Das Flavanolmuster des hier verwendeten Flavanol-reichen Kakaos setzt sich aus 

244 mg monomeren Flavanole (183 mg (-)-Epicatechin und 61 mg (+)-Catechin) und 

741 mg Procyanidinen (Dimere bis Oktamere) zusammen. Literaturdaten weisen 

darauf hin, dass eine Resorption der Procyanidine nur in geringem Umfang 

stattfindet. Holt et al. konnten zwei Stunden nach Konsum von Kakaoextrakten im 

Blut allenfalls Dimere in geringen Mengen (in ca. 100-fach geringerer Konzentration 

als (-)-Epicatechin) nachweisen (Holt et al., 2002a). Bei einer äquimolaren Einnahme 

von (+)-Catechin und (-)-Epicatechin betrug die (+)-Catechin-Konzentration nach 

zwei Stunden nur 3% der (-)-Epicatechin-Konzentration. Von den im Kakao 

enthaltenen Flavanolen ((-)-Epicatechin, (+)-Catechin und Procyanidine) wird 

demnach (-)-Epicatechin am besten resorbiert. Daher wurde in dieser Humanstudie 

die Änderung der Konzentration an Gesamtepicatechin (unmetabolisiertes sowie 

glukuronidiertes und sulfatiertes (-)-Epicatechin) nach Kakao-Einnahme bestimmt, 

ohne Berücksichtigung der Procyanidine oder des (+)-Catechins. Die maximale 

Plasmakonzentration an Gesamtepicatechin ist zwei bis drei Stunden nach 

Einnahme Flavanol-reicher Nahrungsmittel erreicht. Innerhalb von 24 h werden die 

Metabolite über die Galle und Urin ausgeschieden. Diese Beobachtungen konnten 

durch die beschriebene Interventionsstudie bestätigt werden. Zwei Stunden nach 

Einnahme des Flavanol-reichen Kakaos konnte ein maximaler Anstieg der Gesamt-

epicatechin-Konzentration auf das 14-fache, von 38 nM auf 535 nM, verzeichnet 

werden. Nach 24 h war wieder die Ausgangskonzentration erreicht. Dies entspricht 

den Beobachtungen von Rein et al., der zwei Stunden nach Einnahme von 80 g 

dunkler Schokolade (Epicatechingehalt 140 mg) eine 12-fache Zunahme an Gesamt-

epicatechin von 22 nM auf 260 nM nachweisen konnte (Rein et al., 2000a). Ähnlich 

hohe Konzentrationen an Gesamtepicatechin wurden von Richelle et al. (700 nM) 

und Wang et al. (400 nM) beschrieben, zwei Stunden nach Gabe von dunkler 

Schokolade mit einem dem Flavanol-reichen Kakao vergleichbaren (-)-Epicatechin-

gehalt (Richelle et al., 1999; Wang et al., 2000). Im Gegensatz dazu bestimmten 

Schroeter et al. zwei Stunden nach Einnahme des in dieser Studie verwendeten 
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Flavanol-reichen Kakaos eine Konzentration an Gesamtepicatechin von 2,6 M 

(Schroeter et al., 2006). Baba et al. ermittelten eine Konzentration von 5 M 

Gesamtepicatechin, zwei Stunden nach Schokoladegenuss mit entsprechendem       

(-)-Epicatechingehalt (Baba et al., 2000). Die große Schwankungsbreite kann durch 

unterschiedliche Resorptionsraten und Verstoffwechselung von (-)-Epicatechin der 

einzelnen Probanden bedingt sein. Mit Flavanol-armem Kakao (80 mg Gesamt-

flavanole, davon 20 mg (-)-Epicatechin) konnte keine Änderung der Konzentration an 

Gesamtepicatechin verzeichnet werden. Eine Einnahme von 20 mg (-)-Epicatechin 

ist somit nicht ausreichend, um die Flavanol-vermittelten Effekte hervorzurufen. 

3.2 Regulation der Arginase-Aktivität in humanen Erythrozyten 

Um die Wirkung von Kakao-Flavanolen auf die erythrozytäre Arginase-Aktivität zu 

untersuchen, wurden die Erythrozyten vor Einnahme des Kakaos sowie 2 h und 24 h 

danach isoliert und die Arginase-Aktivität bestimmt. Zuvor konnte die basale 

Arginase-Aktivität von 40 gesunden Erwachsenen auf durchschnittlich 3,2 mol 

Harnstoff x mg Protein-1 x h-1 bestimmt werden. In der Literatur sind bislang keine 

Daten über die Arginase-Aktivität in humanen Erythrozyten vorhanden. Die 

Ergebnisse belegen eine Verminderung der Enzymaktivität 24 h nach Einnahme des 

Flavanol-reichen Kakaos, während der Flavanol-arme Kakao keinen Effekt auf die 

erythrozytäre Arginase-Aktivität aufwies. Dabei konnte jedoch keine Korrelation 

zwischen der Konzentration an Gesamtepicatechin und der prozentualen Abnahme 

der Arginase-Aktivität verzeichnet werden. Unter den 20 Probanden wurden zwei 

non-responder identifiziert, die gar nicht auf den Flavanol-reichen Kakao ansprachen. 

Da deren Konzentration an Gesamtepicatechin zu den gemessenen Zeitpunkten 

aber der Konzentration der restlichen Probanden entsprach, konnte eine erniedrigte 

Resorptionsrate als Grund der ausbleibenden Modulation der Arginase-Aktivität 

ausgeschlossen werden. Da nicht bekannt ist, welche (-)-Epicatechin-Metabolite für 

die verminderte Arginase-Aktivität in Erythrozyten verantwortlich sind, könnten 

interindividuelle Unterschiede im Flavanol-Metabolismus eine mögliche Erklärung 

dafür sein. So variiert die Aktivität der Catechol-O-Methyltransferase (COMT) 

aufgrund eines Polymorphismus im COMT-Gen um das 3-4-fache (Tiihonen et al., 

1999; Dawling et al., 2001). Die Glukuronidierung wird durch Umwelteinflüsse, 
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Nahrung und genetische Polymorphismen verändert, was zu einem interindividuellen 

Glukuronidierungsmuster von Flavanolen führt (Yang et al., 1998).  

Auch in vitro führte eine Behandlung der Endothelzellen mit (-)-Epicatechin und dem 

Flavanol-Gemisch zu einer Abnahme der Arginase-Aktivität. Diese Beobachtung war 

primär jedoch auf eine verminderte mRNA-Expression zurückzuführen. Da es sich 

bei Erythrozyten aber um organellenlose Zellen handelt, muss die erniedrigte 

Arginase-Aktivität nach Konsum des Flavanol-reichen Kakaos in diesem Fall auf 

einem anderen Mechanismus beruhen. Mögliche Erklärungen liegen in einer 

verminderten Proteinstabilität. Eine Regulation der Enzymaktivität durch die 

erythrozytäre NOS ist fraglich, da bis jetzt nur das umgekehrte Phänomen, eine 

Regulation der eNOS-Aktivität durch die Arginase, beschrieben wurde. 

 

In dieser Arbeit konnte somit zum ersten Mal gezeigt werden, dass Kakao-Flavanole 

den L-Argininstoffwechsel in humanen Erythrozyten durch Modulation der Arginase 

beeinflussen. Eine Abnahme der Arginase-Aktivität könnte in vivo eine erhöhte         

L-Argininverfügbarkeit für die erythrozytäre NOS bedeuten, was in einer gesteigerten 

NO-Bildung resultiert. Dies wiederum führt zu einer verbesserten Vasodilatation und 

zu einer verminderten Thrombozytenaggregation. Die Modulation der Arginase in 

humanen Erythrozyten könnte demnach eine Schlüsselrolle im Rahmen der 

kardioprotektiven Effekte von Kakao-Flavanolen einnehmen.  

 

4 Bedeutung der Regulation des L-Argininstoffwechsels in vivo 

Seit mehr als 20 Jahren ist der L-Argininstoffwechsel von großem Interesse, 

hauptsächlich wegen der Rolle des L-Arginin als Stickstoffdonor für die Synthese von 

NO. Andere wichtige Aspekte wie der L-Arginintransport oder Katabolismus durch 

Arginase sind jedoch weniger gut untersucht. Forschungsergebnisse der letzten 

Jahre weisen darauf hin, dass neben der eNOS bzw. iNOS auch die Arginase bei 

verschiedenen Erkrankungen von Bedeutung ist. Eine Verminderung der eNOS und 

somit auch NO-Verfügbarkeit ist aufgrund einer Überexpression der endothelialen 

Arginase in einer Vielzahl von pathophysiologischen Prozessen wie alters-bedingte 

kardiovaskuläre Erkrankungen (Berkowitz et al., 2003; White et al., 2006), Diabetes 

mellitus (De Vriese et al., 2000; Bivalacqua et al., 2001), Bluthochdruck (Xu et al., 

2004; Demougeot et al., 2005; Johnson et al., 2005) und Arteriosklerose (Ming et al., 
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2004; Ryoo et al., 2006) nachgewiesen, was eine endotheliale Dysfunktion zur Folge 

hat. Weiterhin ist eine erhöhte Arginase-Aktivität in Erythrozyten bei Patienten mit 

Sichelzellanämie und Diabete mellitus beschrieben, was mit einem verminderten NO-

Plasmaspiegel einhergeht und sowohl die Erythrozyten- als auch die Endothel-

funktion beeinträchtigt (Jiang et al., 2003; Iyamu et al., 2005; Morris et al., 2005). Die 

Entwicklung spezifischer Substanzen, welche auf die Arginase-Aktivität und/oder 

Expression abzielen ist daher ein viel versprechendes Forschungsgebiet, welches zu 

neuen therapeutischen Ansätzen in der Behandlung vaskulärer Erkrankungen führen 

kann. Im Gegensatz zur endothelialen Dysfunktion, die mit einer verminderten NO-

Verfügbarkeit aufgrund einer erhöhten Arginase- und erniedrigten eNOS-Aktivität 

einhergeht, ist bei chronischen Entzündungen die anhaltende Produktion einer 

zytotoxischen NO-Konzentration durch die iNOS problematisch. Daher ist auch die 

Entwicklung von Substanzen, die gezielt die übermäßige, erregerunabhängige NO-

Produktion hemmen, Gegenstand der pharmakologischen Forschung.  

 

In der vorliegenden Arbeit konnte belegt werden, dass (-)-Epicatechin und dessen 

Metabolite in humanen Endothelzellen zu einer verminderten Arginase mRNA-

Expression sowie einer gesteigerten eNOS-Aktivität führen. Unter inflammatorischen 

Bedingungen hemmen (-)-Epicatechin und dessen Metaboliten die iNOS und CAT-

2B. In humanen Erythrozyten wurde nach Einnahme eines Flavanol-reichen Kakaos 

eine Abnahme der Arginase-Aktivität beobachtet. Kakao könnte somit nicht nur 

präventivmedizinisch, sondern auch im Rahmen einer Therapie gegen 

Arteriosklerose, Diabetes mellitus und Bluthochdruck, aber auch bei chronischen 

Entzündungen eingesetzt werden. Es bedarf jedoch weitere Studien, die die Effekte 

von Kakao-Flavanolen über einen längeren Zeitraum untersuchen.  
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V Zusammenfassung 

Epidemiologische Studien weisen darauf hin, dass der regelmäßige Verzehr von 

Kakaoprodukten mit einem verminderten Risiko für kardiovaskuläre Erkrankungen 

korreliert. Mit den protektiven Wirkungen werden insbesondere polyphenolische 

Inhaltsstoffe aus der Gruppe der Flavanole, wie z.B. (-)-Epicatechin, in Zusammen-

hang gebracht. Flavanole sind weit verbreitete Sekundärmetabolite in Pflanzen und 

Bestandteile unserer Nahrung. Unzureichend verstanden sind bisher die molekularen 

Mechanismen, die den Wirkungen beim Menschen unterliegen. Vermutet werden 

antioxidative Eigenschaften der Verbindungen und Einflüsse auf zelluläre 

Signalwege wie die Bereitstellung von Stickstoffmonoxid (NO).  

In der vorliegenden Arbeit konnte in Zellkulturexperimenten mit humanen venösen 

Endothelzellen der Nabelschnur (HUVEC) und Interventionsstudien am Menschen 

gezeigt werden, dass neben der NO-Synthese selbst, Enzyme des L-Argininstoff-

wechsels Zielstrukturen von Kakao-Flavanolen sind. L-Arginin ist Substrat der NO-

Synthase und somit eine Schlüsselverbindung des NO-Stoffwechsels, gleichzeitig 

aber auch Substrat der Arginase und somit wichtig für die Bereitstellung von 

L-Ornithin und Folgeprodukten (wie Polyamine und L-Prolin). (-)-Epicatechin und 

seine Primärmetabolite vermindern in HUVEC die mRNA-Expression der Arginase 

und somit zeitversetzt die Arginase-Aktivität auf Proteinebene. Eine Inkubation mit 

Kakao-Flavanolen führt zu einer Aktivitätssteigerung der endothelialen NO-Synthase 

(eNOS), wobei die mRNA-Expression des Enzyms jedoch unverändert ist. Die NO-

Bildung wurde neben der indirekten Nitrit-Methode auch mit Hilfe eines neuen 

Fluoreszenzfarbstoffs (4-Methoxy-2-(1H-naphtho[2,3-d]imidazol-2-yl)phenol, MNIP) 

nachgewiesen, der spezifisch intrazellulär gebildetes NO erfasst. Somit wurde die 

erhöhte, eNOS-abhängige NO-Bildung in HUVEC nach Inkubation mit (-)-Epicatechin 

erstmals direkt in Zellen gezeigt. 

Die Ergebnisse der Arbeit lassen vermuten, dass unter Behandlung mit Kakao-

Flavanolen nach Hemmung des Konkurrenzenzyms mehr L-Arginin für die NO-

Synthese verfügbar ist, was zudem mit einer gesteigerten eNOS-Aktivität einhergeht. 

Die so erhöhte Verfügbarkeit des vasoaktiven Mediators NO beeinflusst die 

Endothelfunktion und könnte einer endothelialen Dysfunktion entgegenwirken.  
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Erythrozyten synthetisieren ebenfalls NO und spielen eine wichtige Rolle bei der 

lokalen Regulation des Gefäßtonus. Sie enthalten auch die L-argininmetaboli-

sierenden Enzyme, Arginase und NOS. In einer Interventionsstudie mit 20 

Probanden wurde der Effekt eines Flavanol-reichen und eines Flavanol-armen 

Kakaogetränkes auf die erythrozytäre Arginase-Aktivität untersucht. Nach Verzehr 

des Flavanol-reichen Kakaos war die Arginase-Aktivität in humanen Erythrozyten 

signifikant vermindert; kein Effekt wurde hingegen mit Flavanol-armem Kakao erzielt. 

In vitro und in vivo Ergebnisse lassen schlussfolgern, dass die Arginase eine 

Zielstruktur von Kakao-Flavanolen ist, die über eine Modulation des L-Arginin-

stoffwechsels die NO-Verfügbarkeit und somit die Endothelfunktion beeinflussen. 

Entzündungreaktionen und endotheliale Dysfunktion werden zunehmend in der 

Pathogenese kardiovaskulärer Erkrankungen im Zusammenhang gesehen. Unter 

inflammatorischen Bedingungen ändert sich der L-Argininstoffwechsel und anstelle 

von eNOS und Arginase werden die induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS) 

sowie der kationische Aminosäuretransporter 2B (CAT-2B) exprimiert. NO wird in 

hoher Konzentration gebildet, was bei fehlender Gegenregulation zu Gewebe-

schäden führen kann. In der vorliegenden Arbeit beschriebene Zellkulturversuche 

zeigten, dass (-)-Epicatechin und seine Metabolite unter inflammatorischen 

Bedingungen die mRNA-Expression von iNOS und CAT-2B vermindern, was eine 

Abnahme der überhöhten NO-Konzentration zur Folge hat. Der Transkriptionsfaktor 

NF- B ist ein zentraler Schalter bei Immunantworten und im Entzündungs-

geschehen. Experimente in Zellkultur belegten, dass (-)-Epicatechin und 

Epicatechinmetabolite die Aktivität des Transkriptionsfaktors NF- B senken. Eine 

verminderte iNOS und CAT-2B mRNA-Expression in HUVEC ist somit auf die 

Abnahme der NF- B-Aktivität zurückzuführen. 
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VI Summary 

Epidemiological studies have shown that a regular consumption of cocoa products is 

correlated with diminished risk for cardiovascular diseases. Cardioprotective effects 

have been attributed to flavanols such (-)-epicatechin. These polyphenolic 

compounds are ubiquitous secondary metabolites of plants and thus part of our 

nutrition. The molecular mechanism underlying flavanol-mediated effects are not 

completely understood yet. It is assumed that antioxidant properties and modulation 

of cellular signal pathways e.g. the supply of nitic oxide (NO) are involved. 

Cell culture experiments with human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) and 

human intervention studies demonstrate that cocoa flavanols influence enzymes of 

the L-arginine metabolism. L-Arginine is the substrate of the endothelial NO-synthase 

(eNOS) and plays a pivotal role in NO-metabolism. However, it is also the substrate 

of arginase and serves as a precursor of L-ornithine and thereof derived products 

(e.g. polyamine and L-proline). (-)-Epicatechin and its metabolites decrease arginase 

mRNA-expression in HUVEC, consequently leading to decreased enzyme activity at 

the protein level. On the contrary, eNOS activity is increased, whereas its mRNA-

expression is unchanged. The NO-synthesis was detected using an indirect method 

(determining nitrite) and in parallel with a new fluorescent dye (4-Methoxy-2-(1H-

naphtho[2,3-d]imidazol-2-yl)phenol, MNIP), specific for intracellular synthesized NO. 

For the first time, an increased eNOS-dependent NO-production in HUVEC exposed 

to (-)-epicatechin was directly shown.  

The data suggest that repeated intake of cocoa flavanols down-regulates arginase 

gene expression, thus improves the availability of the substrate arginine for eNOS, 

and increases eNOS activity. The elevated NO-availability modulates endothelial 

function and counteracts endothelial dysfunction. 

Erythrocytes also produce NO and play an important role in the regulation of 

vasculare tone. They contain both L-arginine metabolising enzymes, arginase and 

NOS. The effect of the consumption of a high-flavanol versus a low-flavanol cocoa 

beverage on erythrocyte arginase activity was investigated in a group of 20 healthy 

volunteers in a study with cross-over design. Intake of the high-flavanol cocoa was 

associated with a decrease in erythrocyte arginase activity. In contrast, the ingestion 

of the low-flavanol cocoa berverage did not change arginase activity. 
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The results of these in vitro and in vivo studies suggest that arginase is a target 

molecule of cocoa flavanols and that modulation of the L-arginine metabolism 

influences NO-availability and consequently endothelial function. 

Inflammation and endothelial dysfunction are associated with the pathogenesis of 

cardiovascular diseases. Under inflammatory conditions the L-arginine metabolism is 

modified. Instead of eNOS and arginase the inducible NO-synthase (iNOS) and the 

cationic amino acid transporter 2B (CAT-2B) are expressed. NO is produced in high 

amounts leading to tissue damage. Cell culture experiments show that (-)-epicatechin 

and its metabolites lower mRNA-expression of iNOS and CAT-2B under 

inflammatory conditions, lowering NO-levels. The transcription factor NF- B plays a 

pivotal role in immune response and inflammation. Cell culture experiments 

demonstrate that (-)-epicatechin and its metabolites diminish NF- B activity. A 

reduced iNOS and CAT-2B mRNA-expression can be attributed to the decreased 

NF- B activity. 
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VIII Anhang 

1 Abkürzungsverzeichnis 

A Absorption 

ACN Acetonitril 

bp Basenpaare 

BSA Bovines Serumalbumin 

hCAT humaner kationischer Aminosäuretransporter 

cGMP cyclic guanosine monophosphat 

DAPI 4,6-diamidino-2-phenylindol 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DNA Desoxyribonukleinsäure 

dNTP Desoxynukleotidtriphosphat 

ECGS/H Endothelial Cell Growth Supplement/Heparin 

EDTA Ethylendiamintetraacetat 

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay 

eNOS endotheliale NO-Synthase 

FCS fötales Kälberserum (fetal calf serum) 

for forward 

x g relativen Zentrifugalkraft (g = Erdbeschleunigung) 

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase 

h Stunde 

hbFGF human basic Fibroblast Growth Factor 

HCl Salzsäure 

hEGF human Epidermal Growth Factor 

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)1-piperazinyl)ethansulfonsäure 

HPLC high performance liquid chromatography 

H2O Wasser 

H3PO4 Phophorsäure 

H2SO4 Schwefelsäure 

HUVEC human umbilical vein endothelial cells 

IFN-  Interferon-gamma 

IL Interleukin 

iNOS induzierbare NO-Synthase 

ISPF -Isonitrosopropiophenon 
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KH2PO4 Kaliumdihydrogenphosphat 

kJ Kilojoule 

M Molar; mol/l 

min Minute 

MnCl2 Manganchlorid 

MNIP 4-Methoxy-2-(1H-naphtho[2,3-d]imidazol-2-yl)phenol 

n Anzahl der Versuchsreihen 

NaCl Natriumchlorid 

NaF Natriumfluorid 

NaHCO3 Natriumbicarbonat 

Na2HPO4 Di-Natriumhydrogenphosphat 

NaOH Natriumhydroxid 

NF- B nuclear factor B 

NO Stickstoffmonoxid 

NOS NO-Synthase 

p.a. pro analysi 

PBS Phosphat gepufferte Salzsäure (phosphate-buffered saline) 

PCR Polymerase chain reaction 

pH pondus Hydrogenii oder potentia Hydrogenii 

PMSF Phenylmethansulfonoylfluorid 

rev reverse 

RNA Ribonukleinsäure 

RPMI Roswell Park Memorial Institute 

RT Raumtemperatur 

SD Standardabweichung (standard deviation) 

sec Sekunde 

SEM Standardfehler (standard error of the mean) 

SRB Sulforhodamin B 

TAE Tris Acetat EDTA-Lösung 

TNF-  Tumornekrosefaktor-alpha 

TRIS Tris(hydroxymethyl)aminomethan 

U Einheit der Enzymaktivität (Unit) 

V Volt 

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor 

v/v Volumenprozent  

w/o Ohne (without) 

w/v Gewichtsprozent 
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