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Liste der Abkiirzungen:

Abb. Abbildung

ACE Angiotensin konvertierendes Enzym (Angiotensin-Converting-
Enzyme)

ASS Acetylsalicylsaure

cGMP zyklisches Guanosinmonophosphat

CLD Chemilumineszenz-Detektor

DesoxyHb desoxygeniertes Hamoglobin

DesoxyMb  desoxygeniertes Myoglobin

EC (-)-Epicatechin

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

eNOS endotheliale Stickstoff (NO)-Synthase

Fe I/l Zwei-/dreiwertiges Eisen

FMD Flussmediierte Dilatation

GFR glomerulare Filtrationsrate

h Stunden

HCI Chlorwasserstoffsaure (Salzsaure)

HPLC Hochleistungs-Flissigchromatographie

> lod

IE Internationale Einheiten

LDL Lipoprotein niedriger Dichte(Low Density Lipoprotein)
MW Mittelwert

NaCl Natriumchlorid

NADPH Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat

NEM N-ethylmaleinimid

NO Stickstoffmonoxid

NO-Ham Nitrosyl- Hdmkomplexe

NOS Stickstoffmonoxoid (NO)-Synthase

O, Sauerstoff

ROS Reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species)
RNNO N-Nitrosamine

RSNO S-Nitrosothiole

RNO kovalent gebundenes NO an einem Rest; Nitrosospezies
SA Standardabweichung

z.B. zum Beispiel
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1. Einleitung

Kardiovaskulare und zerebrovaskulare Erkrankungen gelten in den
Industrienationen mit steigender Tendenz als die haufigste Todesursache. Aus
diesem Grund besteht ein grof3es klinisches und ékonomisches Interesse an der
Entwicklung von Therapien zur Behandlung oder Pravention dieser
Erkrankungen ™.

Arteriosklerotisch veranderte Gefalle, die sich aus der Dysfunktion des Endothels
entwickeln, werden als Hauptursache fur kardiovaskulare und zerebrovaskulare

Erkrankungen betrachtet * °

. Dabei haben physiologische Vorgange, wie die
Thrombozytenaggregation, die GefalRpermeabilitat und der Gefaltonus, die
Proliferation von GefalRmuskulatur, sowie inflammatorische Prozesse und die
Lipidperoxidation einen Einfluss auf die Endothelfunktion und die Entstehung von

» 79 Diese Prozesse werden unter anderem von

Arteriosklerose
Stickstoffmonoxid (NO) reguliert, einem Radikal welches von NO-Synthasen
produziert wird "'. Studien konnten zeigen, dass erniedrigte NO-Spiegel mit einer
Endotheldysfunktion und einer erhdhten Anfélligkeit fur kardiovaskulare
Erkrankungen einhergeht # > °. Da die endotheliale Dysfunktion therapeutisch
noch behandelbar ist, wird der Pravention bzw. Behandlung der endothelialen
Dysfunktion durch Erhéhung der NO-Bioverfligbarkeit und -Bioaktivitat
besonderes Interesse entgegen gebracht ',

Ein moglicher therapeutischer Ansatz in der Erhéhung der Bioaktivitat und
Bioverflgbarkeit von NO kdénnten Flavanole aus der Klasse der Polyphenole

3% lhnen

sein, wie sie in Kakao, Rotwein, Frichten und Tee vorkommen
konnten ebenfalls positive Wirkungen auf die Endothelfunktion und
kardiovaskuldre Risikofaktoren nachgewiesen werden * ' '®. Dabei konnte ein
Zusammenhang zu den NO-Spiegeln im Endothel hergestellt werden . Die
vorliegende Arbeit thematisiert die metabolische Wirkung von Flavanolen auf die
Bioverfliigbarkeit bzw. Bioaktivitdt von Stickstoffmonoxid und seiner

Stoffwechselprodukte.

1.1 Metabolismus des Stickstoffmonoxids

1.1.1 Synthese des Stickstoffmonoxids

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein Radikal, welches von NO-Synthasen (NOS) unter

Verwendung der Aminosaure L-Arginin, molekularem Sauerstoff (O,) und



diverser Kofaktoren produziert wird '® '°. L-Arginin wird sowohl iiber die Nahrung
aufgenommen, als auch endogen im Harnstoffzyklus produziert ?°. Zu den
Kofaktoren gehoren unter anderem Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
(NADPH), Flavin-Adenosin-Dinukleotid (FAD), Flavin-Mononumkleotid (FMN) und
Tetrahydropterin (BH4) %', Die Isoformen der NOS werden unterschieden in die
neuronale konstitutive (nNOS), die induzierbare (iNOS) und die endotheliale NOS

22, 23 und

(eNOS) ". Eine médgliche Existenz von NOS in Erythrozyten
Mitochondrien ?* ist derzeit Gegenstand der wissenschaftlichen Diskussion. Unter
hypoxischen Bedingungen, wie sie insbesondere distal von arteriellen Stenosen
auftreten kénnen, ist die sauerstoffabhangige Bildung von NO aus Arginin und
Citrullin durch die NOS beeintrachtigt. Dies kann in diesen Bereichen zu einer

endothelialen Dysfunktion fiihren %°.

1.1.2 Abbau und Transport des Stickstoffmonoxids

Das Radikal NO kann unter 1-Elektron-Transfer zum Nitrosylanion (NO )
reduziert oder zum Nitrosoniumion (NO*) oxidiert werden und mit molekularem
Sauerstoff zu héheren Stickoxiden (NO, oder N,O3) weiterreagieren % ?’. Diese
Stickoxide kénnen mit plasmatischen Thiolgruppen zu S-Nitrosothiolen (RSNO)
oder mit Aminen zu N-Nitrosaminen (RNNO), aber auch mit anderen
Proteinbestandteilen reagieren (Abb.1). Des Weiteren kdnnen sie zu Nitrit (NO;")
und Nitrat (NO3) (Abb.1) reagieren ?*°. Die Gesamtheit an kovalenten Protein-
NO-Verbindungen wird in der vorliegenden Arbeit als Nitrosospezies (RNO)
bezeichnet.

Das Hauptoxidationsprodukt des NO- Stoffwechsels ist das Nitrit, welches weiter
zu Nitrat oxidiert (Abb.1) %. Nitrat stellt ein stabiles Abbauprodukt (HWZ 5-8
Stunden) des NO-Stoffwechsels dar, dessen Konzentration nicht primar von der
NOS-Aktivitat abhangt sondern mit der Alimentation, der Oxidation von Nitrit und
der Nierenfunktion im Zusammenhang steht ? *'. Ein Teil des Nitrits wird durch
die Nahrung aufgenommen oder von Bakterien im Speichel Uber die Reduktion
von Nitrat produziert *?. Studien an verschiedenen S&ugetierspezies konnten
jedoch zeigen, dass circa 70% des Plasmanitrits aus der NO-Produktion durch
die NOS entsteht ** 3% Ahnliche Ergebnisse konnte man in Studien an
nichternen Menschen erzielen. Hier wurde ebenfalls der groRte Anteil des
gemessenen Nitrits auf die Produktion von NO durch die NOS zuriickgefiihrt *.

Es kann somit eine starke Korrelation des Nitritspiegels in Plasma und Gewebe



zur Aktivitat der NOS angenommen werden *" % 3% Jansson et al konnten
zeigen, dass Nitrat auch unabhangig von der Reduktion durch Bakterien zu Nitrit
reduziert werden kann *’. Auf diesen Weg kénnte Nitrat zur NOS-unabhéngigen
Nitrit- und NO- Produktion beitragen *®.

RSH Erythrozyt

=Endothe)_ -

glatte Musk‘tﬂatur\_,grﬁ S [ \\\\(\:,7,/

L-Arginin  L-Citrullin

Abb. 1: Schema des NO-Metabolismus. NO, - Nitrit; NOj3 - Nitrat; N,O; —
Distickstofftrioxid; RSNO- S-Nitrosothiole; RNNO — N-Nitrosamine; RXNO -
Nitrosospezies; Hb — Hamoglobin; oxyHb — oxygeniertes Hamoglobin; deoxyHb -
deoxygeniertes Hamoglobin; ONOQO' - Peroxynitrit (Abbildung modifiziert nach Kelm et al.
% Bryan et al. “° und Dejam et al. *")

Eine weitere Moglichkeit zur Metabolisierung von Stickstoffmonoxid besteht in
dessen Reaktion mit Hamoglobin (Abb.1). Es werden drei verschiedene
Reaktionen beschrieben: 1. Nach Autoxidation zu héheren Stickoxiden kann NO
mit der Thiolgruppe des Hamoglobins zu SNOHb reagieren. 2. Mit oxygenierten
Hamoglobin oder Myoglobin kann NO zu Methdmoglobin und Nitrat reagieren ?*
1. 3. Unter hypoxischen Bedingungen ist eine Reaktion von NO mit dem
Eisenion von deoxygeniertem Myoglobin und Hamoglobin zum Nitrosylmyoglobin
und zum Nitrosylhdmoglobin in Abwesenheit von molekularem Sauerstoff
méglich. Diese Verbindungen werden als NO-Hamkomplexe bezeichnet % ',
Ihre genaue Funktion und Regulation ist noch nicht bekannt, jedoch kann man
vermutlich von der Menge der gebildeten NO-Ham quantitative Aussagen treffen

iiber die NO- Produktion unter Hypoxie .



Die Halbwertszeit von NO in vivo ist sehr kurz und liegt im Bereich von
Mikrosekunden “°. Dies macht eine direkte Messung von NO im Blut schwierig,
da es noch wahrend der Blutentnahme zu Nitrit, Nitrat, RNO und NO- Ham
weiterreagiert. Nur durch die Bestimmung dieser stabileren Stoffwechselprodukte
von NO bietet sich eine Mdglichkeit der indirekten Bestimmung der NO-

t 2 314043 30 konnten nach intravendser NO- Applikation

Bioverflgbarkei
erhdhte Spiegel von Nitrit, Nitrat, RSNOs und NO-Ham im menschlichen Plasma
nachgewiesen werden “** % NO kann demnach in Form von
Stoffwechselprodukten entlang des Gefallbettes transportiert werden und durch
Freisetzung von NO aus diesen oder Transnitrosationsreaktionen

hormonahnliche Wirkungen hervorrufen 2 4% 4

. Beispielweise konnte nach
RSNO-Applikation eine Inhibition der Thrombozytenaggregation, eine Aktivierung
der Guanylylzyklase, ein verminderter Ischamie-/Reperfusionsschaden und eine
Relaxation der vendsen glatten Muskulatur bewirkt werden, die auf eine

27, 44, 45

Freisetzung von NO aus RSNO zurtickgeflihrt wurde . Verschiedene

Versuchsansatze weisen darauf hin, dass NO in Form dieser Derivate auch in
entfernten Organen (murinen Gehirn, Lunge, Herz, Nieren und Leber # “* %)
weiter metabolisiert bzw. gespeichert wird und auf diese Weise ebenfalls eine
wichtige Rolle in der vaskuldren Homoostase Ubernimmt ' *2. Durch die
Bestimmung von Nitrit, Nitrat, NO-H&dm und RXNOs im Gewebe und Plasma
kann demnach auf die NO-Bioverfiigbarkeit und —aktivitat geschlossen werden °.
Der Zusammenhang zwischen gewebsstandigem NO-Pool und zirkulierendem
NO-Pool (Gesamtheit der Stoffwechselprodukte von NO) ist derzeit Gegenstand

von Studien *° und wird in der vorliegenden Arbeit thematisiert.

1.1.3 Die Reduktion von Nitrit zu Stickstoffmonoxid

Nitrit ist das Hauptoxidationsprodukt von NO und dient als groter Transporter
und bioaktiver Speicher fiir NO sowohl im Plasma, als auch im Gewebe 3" 32 40 4¢-
8 Es kann auf enzymatischem und nicht-enzymatischem Weg zu NO reduziert

werden 3! 36

. Im azidischen Milieu, wie beispielsweise im Magen oder in
entziindlichem Gewebe zerféllt es auf nicht-enzymatischen Weg zu NO und
anderen Stickoxiden *°. AuRerdem kann Nitrit unter hypoxischen Bedingungen
(z.B. Myokardischamie) Uber Reaktionen mit deoxygeniertem Hamglobin,
deoxygeniertem Myoglobin *'*°, deoxygeniertem Neuroglobin oder Cytoglobin *',

anderen Enzymen mit Hdm- oder Thiolgruppen oder Sauren wie Ascorbinsaure



%. 51 reduziert werden. Aktuelle Studien konnten zeigen, dass auch die

endotheliale NOS unter Hypoxie Nitrit zu NO umwandeln kann *. Des weiteren
kann es durch die Xanthinoxidoreduktase und CYP 450 * im Blut zu NO
umgewandelt werden. 3" 404648,

In diesem Sinne konnten verschiedene Studien unter hypoxischen Bedingungen
eine Reduktion der intravaskularen und gewebsstandigen Nitritspiegel mit einem
gleichzeitigen Anstieg der RSNO- und NO-Ham-Spiegel feststellen und
schlossen auf eine Reduktion von Nitrit zu NO und eine darauffolgende
Nitrosation 3* %% ®2_ Dies ist von besonderen Interesse , wenn die Produktion (iber
den endogenen L-Arginin/NO-Synthaseweg eingeschrankt ist (beispielsweise

unter Hypoxie oder L-Argininmangel) *®.

1.2 Rolle des NO-Pool bei Stoffwechselprozessen und Krankheiten
Stickstoffmonoxid und deren Stoffwechselprodukte spielen eine bedeutende

11, 40, 53

Rolle in der vaskularen Homoostase (systemisch und zerebral) und bei

immunologischen Prozessen °*%°.

Die Bildung von NO fihrt Gber die Aktivierung der I6slichen Guanylatzyklase zu
einer Relaxation der glatten Muskulatur der GefaRe (Vasodilatation) ® 2" %" %" Auf
diesem Weg wird der periphere Widerstand und damit der arterielle Blutdruck

gesenkt % %8,

Durch die Inhibition der Thrombozytenaggregation " % ®  der
Leukozytenadhasion 2 ®', der Lipidperoxidation und der Proliferation von glatter
Muskulatur ° wird eine antiarteriosklerotische Wirkung erzielt ” ® ' %%% Eg wird
daher angenommen, dass eine Beeintrachtigung der NO-Synthase
arteriosklerotische Verdnderungen begiinstigt °, da Stérungen des NO-
Stoffwechsels mit Hypertonie, Hypercholesterinamie, Thrombosen und
zerebrovaskuldren Erkrankungen in Verbindung gebracht werden konnten. °. Der
NO-Pool wird demnach als Marker fiir die Endothelfunktion diskutiert 3" 34 6566,

Eine erhohte NO- Zufuhr oder eine Aktivierung der NOS wirken unter
hypoxischen  Bedingungen in Geweben wie beispielsweise beim
Ischamie/Reperfusionsschaden beim akuten Myokardinfarkt und darauffolgender
Rekanalisation, protektiv. Dies geschieht unter anderem durch eine Modulation
der Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies wie das Hydroxylradikal und das
Superoxidanion auf mitochondrialer Ebene 2> 3% 877°  Dje Applikation von NO

oder dessen Derivaten konnten schon in sehr niedrigen bzw. physiologischen



Dosierungen den Ischamie/Reperfusionsschaden und die InfarktgréRe in murinen
Herzen, Leber und Gehirnen von Ratten reduzieren 3% 4250 71.72,

Die positiven Effekte von NO auf die Endothelfunktion sind abhangig von dessen
Konzentration, der Expositionsdauer und den Bedingungen im Gewebe.
Exzessive NO-Produktionen oder -Applikationen kénnen unter normoxischen
Bedingungen uber eine Bildung von Peroxynitrit (das Produkt der Reaktion
zwischen Superoxidanionradikalen und NO ) und der Apoptose von kardialen
Myozyten zu Gewebeschadigungen bis hin zum Herzversagen filhren > ", Man
geht davon aus, dass demnach ein Vorteil von Nitrit und Nitrosospezies als NO-
Donatoren gegeniber dem reinen Radikal NO in deren spezifischen Wirkung im
ischamischen Gewebe besteht. Dort kann es zu NO reduziert werden ohne
gesundes Gewebe negativ zu beeinflussen 2.

Aus therapeutischer Sicht ist eine Modulation der NO-Bioaktivitdt und -
Bioverfligbarkeit in der Pravention und Behandlung von Endotheldysfunktionen
als Vorstufe der Arteriosklerose und vaskuldren Erkrankungen von Interesse ® '»
8. Ein méglicher therapeutischer Ansatz kénnte in der didtetischen Aufnahme

von flavanolreicher Nahrung bestehen.

1.3  Struktur, Vorkommen und Nahrungsaufnahme von Flavanolen

Die Erndhrung ist ein wichtiger Faktor in der Primar- und Sekundarpravention von
chronischen Erkrankungen aus dem kardiovaskularen Formenkreis. Besonders
Flavonoiden konnten in diesem Zusammenhang in mehreren epidemiologischen
Studien protektive Effekte nachgewiesen werden '* "°.

Flavonoide gehéren zu der heterogenen Gruppe der Polyphenole " ®. Sie
kénnen abhangig von ihrem Oxidationszustand am heterozyklischen C-Ring in
verschiedene Klassen eingeteilt werden: die Flavonole, die Flavone, die
Isoflavone, die Anthocyanine, die Flavanone und die Flavanole. Bei den
Flavanolen unterscheidet man wiederum Catechin, Epicatechin und dessen
Oligomere, die Procyanidine (Abb. 2) ™.

Vor allem Gemiuse, Frichte, Tee und Rotwein stellen eine Quelle fiir Flavanole
dar (Tabelle 1) '™ 7" ™ Auf Kakao (Theobroma cacao) und Kakaoextrakten
basierende Lebensmittel setzten sich zum gréBten Teil aus Flavan-3-olen
zusammen mit (-)- Epicatechin und (+)- Catechin als Hauptbestandteile. 12-18 %
14, 79-

des Trockengewichts einer Kakaobohne besteht aus Epicatechinoligomeren
8 (Tabelle 1).
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Abb. 2: Strukturformeln der Flavone, Anthocyanidine, Isoflavone, Flavanone, Flavonone
und Flavanole ausgehende vom Flavonoidgrundgerist.

Tabelle 1: Gesamtflavanolgehalt (Flavan-3-ol) verschiedener Lebensmittel 1

Flavanolgehalt (mg/100g)

Schwarzer Teeaufguss | 113,79
Rotwein 11,9
Dunkle Schokolade 53,49
Vollmilchschokolade 13,35

Griner Teeaufguss 133,28

1.4 Metabolismus von Flavanolen
Schon 30 Minuten nach flavanolreicher Nahrungsaufnahme kénnen Epicatechin,

Catechin und Procyanidindimere nachgewiesen werden. Nach ein bis zwei



Stunden kénnen maximale Konzentrationen im menschlichen Plasma gemessen

werden ™ 7°

. Innerhalb von 8 Stunden werden 80% des aufgenommenen
Epicatechins und dessen Metabolite, vergleichsweise schnell zu anderen
Polyphenolen, durch die Nieren und die Leber ausgeschieden .

Die Flavonoide-Monomere und -Dimere werden intestinal absorbiert "> ® und
gemal der Phase | und Il Metabolisierung im Dinndarm und der Leber
methyliert, glukuronidiert und sulfatiert #®'. Die nicht absorbierten Flavanole und
solche, die im Dinndarm sowie der Leber aufgenommen, metabolisiert und
zurtck in das intestinale Lumen transportiert werden, gelangen in das Kolon. Von
dort werden sie entweder direkt ausgeschieden oder von Mikroorganismen durch
enzymatische Degradierung in eine grof’e Bandbreite von neuen Metaboliten
(kleinere Phenolsauren und Valerolaktate) gespalten. Diese kénnen wiederum
aufgenommen und in der Leber metabolisiert werden % % %% Verschiedene
Untersuchungen zeigen, dass Epicatechin und dessen Metabolite die Blut-Hirn-

Schranke tiberwinden kénnen (Abb. 3) %%,

peripheres

Gehirn
Gewebe/
Flavanol Zellen Blut/Hirn-
Oligomere/
schranke

Monomere

Magen

Methylierung
Sulfatisierung
Glukuronidierung

Enterohepatischer

<« Galle €«——

; Kreislauf

—>» Methyle o>
O —> Glukuronide —»
8 —> Sulfate —
= —> Aglykone —>»

Jejunum

mere

lleum

Phenol-

Mikroorganismen s
5 sauren Nieren

Faeces

Abb. 3: Schematische Zeichnung des Metabolismus von Flavanolen (modifiziert nach
Spencer * ® und Heiss et al. °).



Als die wichtigsten bioaktiven Metabolite von Epicatechin, die man in Plasma und
Urin nachweisen konnte, werden vor allem glukuronidiertes Epicatechin, 3-O-
Methyl-Epicatechin, 4-O-Methyl-Epicatechin und O-Methyl glukuronidierte
Formen diskutiert 3 8% °" 92 Darunter scheint das 3-O-Methyl-Epicatechin der
stabilste Metabolit zu sein > %. Die Wirkung der Metabolite scheint sich teilweise
von der Wirkung des Epicatechins zu unterscheiden 8% 894,

Wenige Fakten sind bekannt Uber die Verteilung von Flavonoiden und deren
Metaboliten im Gewebe. In murinen Endothelzellen konnten hdhere
Epicatechinkonzentrationen gemessen werden als im Plasma. Diese
Beobachtung lasst darauf schlieBen, dass sich die extrazellularen
Konzentrationen allgemein von den Intrazellularen unterscheiden und demnach
mdglicherweise auch andere Wirkungen beziehungsweise Wirkmechanismen

haben %.

1.5 Physiologische Funktion von Flavonoiden und deren Rolle bei
kardiovaskularen Krankheiten

In epidemiologischen Studien konnte bei vermehrter Aufnahme von Flavonoiden
ein reduziertes Risiko fir kardiovaskulare Erkrankungen (beispielsweise
Bluthochdruck und koronare Herzkrankheiten) und Schlaganféalle festgestellt

%9 Dijese wurde, ahnlich wie bei NO, unter anderem auf eine

werden
verbesserte Endothelfunktion zuriickgefiihrt " 7" 1% 191193 m; Tiermodell konnte
durch eine regelmafRige Aufnahme von Flavanolen beispielsweise eine aortale

Plaquebildung bis zu 40% inhibiert

und die InfarktgroRe in Rattenherzen durch
einen Ischamie/Reperfusionsschaden um bis zu 30% verringert werden "%,
Mégliche Mechanismen Uber die Flavanole diese Wirkungen erzielen, schliel3en

eine Verminderung der Thrombozytenaggregation '°>'% und LDL-Oxidation "® %

110-112 75,109, 113, 114 Ein

, sowie eine Inhibition von inflammatorischen Prozessen ein
Schutz vor oxidativem Stress durch reaktive Sauerstoffspezies durch einen
hemmenden Einfluss auf prooxidative Prozesse konnten ebenfalls beobachtet
werden (z.B. Inhibition der NADPH- Oxidase '°) 10" 1.

Heiss et al. konnten zeigen, dass unter Aufnahme eines flavanolreichen
Kakaogetranks im chronischen Rahmen (ber zwei bis vier Wochen unter
anderem zirkulierende angiogenetische Zellen (CAC) mobilisiert werden.

Kardiovaskulare Funktionen und Reparationsmechanismen des Gefaltendothels



konnten auf diesem Weg aktiviert werden, was von besonderer klinischer bzw.
therapeutischer Bedeutung ware ",

Es konnte ein Zusammenhang zwischen den positiven Effekten von Flavanolen
und dessen Metaboliten und der NO-Bioverfigbarkeit und -—Bioaktivitat

hergestellt werden %"

1.6  Auswirkungen von Flavanolen auf den NO- Pool
Die Aufnahme von flavanolreichem Kakao fiihrte bei Probanden mit reduzierter
Endothelfunktion zu erhohten RSNO- und Nitrit-Werten im Plasma. Dabei

8 ‘was auf eine erhohte

verdoppelte sich die Fluss-mediierte-Dilatation (FMD)
Bioverfligbarkeit und Bioaktivitdt des NO durch die Flavanole zurtickgeflihrt
wurde "’. Die Wirkung von reinem (-)- Epicatechin entspricht der Wirkung von
flavanolreichem Kakao. Deshalb wird Epicatechin fiir die positiven Effekte auf die
vaskulare Funktion und die NO-férdernden Effekte von Kakaoprodukten
verantwortlich gemacht . Die Erhéhung der NO-Spiegeln durch Epicatechin
konnte teilweise auf eine gesteigerte endotheliale NO-Synthase (eNOS)-Aktivitat

7

zuriickgefiihrt werden ”’. Diese schnelle Wirkung kann jedoch nicht mit einer

verstarkten Expression der endothelialen NO-Synthase erklart werden % % 101 116,
Stattdessen geht man davon aus, dass die Flavanole Uuber mehrere
Mechanismen den NO- Pool beeinflussen, so zum Beispiel durch die
Hochregulation der NOS-Aktivitit ®. In diesem Zusammenhang werden vier
wahrscheinliche  Mechanismen in  der  Literatur  beschrieben: 1.
Epicatechinapplikationen flihrten zu einer Aktivierung der eNOS durch eine
Erhéhung des intrazellularen Kalziumspiegels und eine Phosphorylierung der
eNOS an Ser1177 und Ser633. Auf diesem Weg kdnnte eine erhéhte NO-
Produktion in Gang gesetzt werden # ''°. 2. Schnorr et al. vermuten dariiber
hinaus, dass Epicatechin die erhéhten NO- Spiegel durch eine Modulation der
Arginase-Aktivitat in Erythrozyten verursacht. Daraus wirde ebenfalls eine
erhohte Aktivitat der eNOS resultieren, da mehr L-Arginin als Substrat zur NO-
Produktion vorhanden wére '®. 3. Durch die Inhibition der NADPH Oxidase-
Aktivitdt durch die Epicatechinmetabolite 3-O-Methyl-Epicatechin, 4-O-Methyl-
Epicatechin und Epicatechin-Glukuronide fallen weniger Sauerstoffradikale an,
die NO abfangen konnten. Dadurch steigt die Bioverfugbarkeit von NO.
Interssanterweise ist reines Epicatechin dagegen ein Sauerstoffradikalfanger

ohne direkte Wirkung auf die NADPH Oxidase '°" "% 12122 4 |m saurem Milieu
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konnten Polyphenole Nitrit zu NO reduzieren, welches durch die
Magenschleimhaut diffundierte und zu einer Relaxation der glatten Muskulatur
fuhrte 123,124

AulBerdem spekulieren Sies et al., dass die Moglichkeit einer Inhibition der
Oxidation von NO zu Nitrit durch Epicatechin besteht und die gleichzeitige
Bildung schadlicher Metabolite wie Superoxide und Peroxynitrit durch Flavanole

verhindert wird %°.

1.7 Zielsetzung

Viele der positiven Wirkungen von Flavanolen im Allgemeinen und Epicatechin
im Speziellen kénnen auf die Erhéhung der NO-Bioverfligbarkeit im Plasma
zuriickgefiihrt werden ? ', Mehrere Studien weisen mittlerweile darauf hin, dass
der plasmatische NO-Pool in engem Zusammenhang mit dem gewebsstandigen
NO-Pool steht. Beispielsweise geht man davon aus, dass gewebsstandiges Nitrit
als extravaskularer NO-Pool wahrend Ischamie dienen kann. Die genauen
Regulationsmechanismen und Funktionen von gewebsstandigen Nitrit, Nitrat und
Nitrosospezies ist noch nicht endgiiltig geklart **°.

In der vorliegenden Arbeit wird im murinen Modell der akute Einfluss von
Epicatechin auf den NO-Pool in verschiedenen Geweben untersucht und mit den
Auswirkungen auf den plasmatischen NO-Pool in Verbindung gebracht.

Zur Quantifizierung des gewebsstandigen NO-Pools musste eine Methode zur
Gewebeperfusion im Mausmodell etabliert werden. Die Untersuchungen der
vorliegenden Arbeit sollten demnach folgende Fragen mit Hilfe eines

Mausmodells klaren:

1. Welche Einflisse missen im Rahmen der Etablierung der
Gewebeperfusion im Mausmodell beachtet werden?

2. Welche Plasmakonzentrationen von Epicatechin und seinen
Hauptmetaboliten kénnen im Verlauf von 90 Minuten gemessen werden;
zu welchem Zeitpunkt nach der diatetischen Gabe erreichen sie ihre
hdchsten Spiegel?

3. Welche Auswirkungen auf den NO-Pool kann man zu welchem Zeitpunkt
im Gewebe und Plasma nach der alimentdren Gabe von reinem (-)-

Epicatechin unabhangig von anderen diatetischen Einflissen messen?

11



2. Material und Methoden

21 Chemikalien, Losungen und Gase

Aceton
Antifoam SE 15

Ethylendiamintetraessigsaure

Epicatechin

Essigsaure

Helium

Heparin

Isopropanol

Jod
Kaliumhexacyanoferrat (ll)
Kaliumiodid
Mercury-ll-chloride
Magnesiumsulfat
Natriumchlorid
Natriumhydroxid
Natriumnitrit
N-Ethylmaleimide

PBS, Phosphat-gepufferte
Salzlésung

Salzsaure 25%

Stickstoff, flissig
Sulfanilamid

Urethan

Wasser

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Carl Roth GmbH & Co Karlsruhe
Linde, Unterschleilheim
Ratiopharm, Ulm

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Braun, Melsungen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Serag-Wiessner, Naila
Merck, Darmstadt
IES-GmbH, Krefeld
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Millipore

2.2  Verbrauchs- und sonstige Materialien

Frischhaltefolie
Futter

Gavagenadel
Glasfritte

Glaspistille
Glas-Reaktionsgefal

Melitta, Minden

Ssniff, Solingen

Fine Science Tools Inc., USA

Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten
Schiitte, Goéttingen

Verhees, Neuss
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Irisschere
Klammerhalter
Klebeband
Nadel grau 27G
Mikrofilter

Mikroklammer

Mikropinzette, gebogen

Mikropinzette
Mikroschere
Pinzette, anatomisch
Schlauche

Seide 5-0
Silikonschlauche
Splitterpinzette
Strabismusschere
Spritze

Spritze, gasdicht

Tissue culture dish

23 Gerite

CLD Analysator
ENO 20
Homogenisator
Kaltlichtquelle
Klvettenphotometer
Mikroskop (MS5)
pH-Meter
Rollerpumpe

Zentrifuge

Fine Science Tools Inc., USA

Fine Science Tools Inc., USA

3 M Durapore

Becton Dickinson, Frankreich
Millipore, Eschborn

Fine Science Tools Inc., USA
Aesculap AG, Tuttlingen

Aesculap AG, Tuttlingen

Fine Science Tools Inc., USA
Aesculap AG, Tuttlingen

Tygon®, Ismatec, Wertheim-Mondfeld
Serag-Wiessner, Naila

Reichelt Chemietechnik, Heidelberg
Aesculap AG, Tuttlingen

Fine Science Tools Inc., USA
Becton Dickinson, USA

Hamilton, Bonaduz, Schweiz
Becton Dickinson, USA

Typ CLD 88 NO, Ecophysics, Schweiz
Eicom, Japan
Schiitt, Géttingen

Leica, Wetzlar

DU 800 Spektrophotometer, Beckman Coulter

Leica, Wetzlar

Roth, Karlsruhe

Isma Tec, Wertheim-Mondfeld
Hettich, Tuttlingen

2.4  Versuchstierkollektiv und Behandlungsprotokoll

Die Untersuchungen wurden an mannlichen C57BI/6 Wildtypmausen (Charles
River, Sulzfeld) im Alter von 12 +/- 2 Wochen durchgefihrt. Ihr Kérpergewicht
variierte von 25 bis 35 g. Das Institut fir Versuchstierkunde (VTK) der RWTH
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Aachen Ubernahm die Unterbringung und Pflege aller Tiere (LANUV-
Aktenzeichen 8.87-50.10.35.08.063/TV-10274G1 TVA RWTH-Aachen). Die Tiere
wurden in Gruppen von maximal 10 in Kafigen (Makrolonschalen) auf
staubfreiem Holzgranulat (JRS Lignocel Hygienic Animal Bedding) bei einer
Raumtemperatur von 19-21T und einer Luftfeuchtigke it von 50-60% gehalten. In
der TVA existiert ein 12-stundiger zirkadianer Lichtrhythmus mit einer jeweils 30-
und Ratte/Maus-

wurden ad libitum zur Verfigung gestellt. Nach einer 7-tagigen

minUtigen Keimarmes Trinkwasser

Zuchtfutter

Dammerungsphase.

Akklimatisationsphase waren die Mause flir Untersuchungen freigestellit.

Die Tiere wurden in 5 Gruppen mit jeweils 5 bis 7 Mausen unterteilt: eine
unbehandelte, basale Gruppe ohne Futterentzug/Fastenperiode (1), eine fir 4
Stunden fastende/ auf Futterentzug gesetzte Gruppe mit Gavage (0,0067ml/g KG
in NaCl und 1,7% EtOH) ohne Epicatechin und Perfusion nach 30, 60 und 90
Minuten als Kontrollgruppe (2), eine flr 4 Stunden auf Futterentzug gesetzte
Gruppe mit Gavage von Epicatechin (35 mg/kg KG in NaCl und 1,7% EtOH
0,00667mllg  KG
Epicatechinkonzentration von 17,24mM) und Perfusion nach 30 Minuten (3),
nach 60 Minuten (4) und nach 90 Minuten (5) (Tabelle 2).

gelost, entsprechen der  Ldsung mit  einer

Tabelle 2: Tabellarische Ubersicht tiber die Einteilung der Gruppen

Gruppe 1 Gruppe 2 | Gruppe 3 Gruppe 4 Gruppe 5
Basale Kontroll-
Gruppe Gruppe EC 30 EC60 EC90
Futterentzug
(vor
Behandlung) |keinen Uber 4h |Uber4h Uber4 h Uber4 h
NacCl- Epicatechin | Epicatechin | Epicatechin
Gavage keine Lésung Lésung Losung Losung
Perfusion
(8 Minuten
nach nach
Urethan- 30,60,90 |nach 30 nach 60 nach 90
injektion) direkt Minuten | Minuten Minuten Minuten
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Um eine optimale Ld&slichkeit des Epicatechins zu erreichen wurde es,
entsprechend vorausgegangenen Loslichkeitsexperimenten, mit 1,7 % Ethanol in
NaCl im Ultraschallbad gelést. Die gewahlte Dosis orientiert sich an
vorangegangenen Studien 7 %% %1% Um die Stabilitat der Epicatechinlésung zu
messen wurde diese am gleichen Tag und am darauffolgenden Tag
photometrisch (Beckman Coulter) gemessen. Es zeigte sich keine Veranderung
der Epicatechinlésung innerhalb 24 Stunden. Mit einer Gavagenadel und einer
1ml Spritze wurde die Flissigkeit der Maus (der Gruppen 2-5) mit einem

Volumen von 0,00667ml/g KG direkt in den Magen appliziert.

25 In vivo Perfusion iiber die Aorta abdominalis
Die Perfusion Uber die Aorta abdominalis bei den Mausen geschah in Anlehnung

an die Veroffentlichung von Bryan et al. *°

2.5.1 Vorbehandlung der Mause

Die Mause wurden gewogen und entsprechend ihrem Gewicht mit Urethan i.p.
(1500mg/kg) betaubt. Zur Antikoagulation wurden 40 Internationale Einheiten
Heparin in einem Volumen von 0,2ml i.p. injiziert. Zur Sicherung der Anasthesie
wurde ein Schmerzreiz gesetzt und gegebenenfalls Urethan nachgespritzt. Acht
Minuten nach Urethaninjektion wurde die Maus an allen vier Extremitaten mit

Klebeband auf eine dafiir vorgesehene Plastikschale fixiert und prapariert.

2.5.2 Préaparation und Perfusion

Die Praparation von dem ersten Schnitt bis zum Start der Rollerpumpe erfolgte
innerhalb von 2-5 Minuten. Die Erdffnung des Bauchraums zwischen Xiphoid und
Symphyse pubis erfolgte mit einer Stabismusschere und anatomischen Pinzette.
Die Eingeweide wurden mit einer feinen Splitterpinzette nach aul3en verlagert, so
dass freie Sicht auf die Vasa abdominalis und die linke Niere war (Abb. 4). Die

weitere Praparation erfolgte mit Hilfe eines Lichtmikroskops.

15



—~ \

Milz
Leber Vene
Fettgewebe Aorta
Darm Niere

Abb. 4: Schemazeichnung Mausabdomen

Der infrarenale Teil der Vasa abdominalis wurde mit zwei feinen, gebogenen
Mikropinzetten vom Peritoneum und umliegenden Gewebe gelést und auf eine
gebogene Pinzette gehoben. Mit dieser wurde Seide 5-0 hinter den Gefalien
durchgezogen und ein lockerer Knoten gebunden zur spateren Fixierung der
Kanile. Die Vena abdominalis (Durchmesser von ca 700pum) wurde nicht von der
Aorta abdominalis (Durchmesser von ca 300-500um) getrennt. Die Unterbindung
der Vasa abdominalis erfolgte unmittelbar unterhalb des Abgangs der Vasa
renalis mit einer Mikroklammer. Die Aorta abdominalis liegt laterodorsal zur Vena
abdominalis und musste mit einer spitzen Mikropinzette nach ventral verschoben
werden. Mit einer Mikroschere wurde ein kleines Loch in die Aorta abdominalis
geschnitten und mit einer spitzen Mikropinzette offengehalten. Fir die Perfusion
wurden Nadeln (27G) manuell abgeschliffen und auf ihre Durchlassigkeit
Uberpruft. Diese stumpfe Kanille wurde in das mit einer Mikropinzette
offengehaltene  Gefall geschoben und mit dem vorgefertigten Faden und

zusatzlich der infrarenal gelegenen Mikroklammer fixiert (Abb.5).
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Mikro-
pinzette

Herz

Lunge
Leber
Fettgewebe
Milz

Darm

Niere

Vene

Aorta

Faden
Mikro-
klammer
Kantle

L.

Abb. 5: Photographie der Praparation. Zur besseren Ubersicht wurde die Milz mit dem
Fettgewebe nach links verschoben. Die Kanile liegt in der Aorta und ist mit einer
Klammer und dem Faden doppelt fixiert. Zur Durchtrennung der Vena cava superior
musste der Thorax erdffnet und mit einer feinen Pinzette die Thoraxwand hochgehalten
werden.

AnschlieRend erfolgte die Eréffnung des Thorax mit der Praparierschere und die
Durchtrennung der Vena cava superior zum Abfluss von Blut und Puffer. Die
Pumpe, die mit der Kanile in der Aorta abdominalis verbunden war, wurde
gleichzeitig aktiviert. Die Organe oberhalb der Kanule wurden retrograd in situ mit
einer speziellen Perfusionslésung bei einer Durchflussrate von 10ml/min fir 2:30
Minuten perfundiert. Diese Lésung bestand aus PBS mit N-ethylmaleimid (NEM) /
EDTA (10mM/ 2mM). Der Zusatz von NEM und EDTA inhibiert
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Transnitrosylierungen durch die Blockade von freien SH-Gruppen, wodurch
artifizielle Nitrosylierungen, als auch Thiol- und Ascorabat- vermittelter Abbau von

endogenen RSNOs verhindert werden.

2.5.3 Organentnahme

Nach zweieinhalbminttiger Perfusion wurden die Organe in der Reihenfolge:
Leber, Nieren, Herz, Lunge, Gehirn entnommen. Der Perfusionserfolg wurde
unter anderem an der makroskopisch sichtbaren Blutleere der Leber gemessen.
Die Praparation des Gehirns erfolgte tUber einen Hautschnitt im Nacken der Maus
und einer Eréffnung und Freilegung der Schadelkalotte vom Os occipitale
beginnend. Mit einer Splitterpinzette wurde das Gehirn vom Schadelknochen
geldést und entnommen. Die Organe wurden zusatzlich in einem Becherglas mit
Perfusionsldsung geschwenkt um sie von jeglichen Blutverunreinigungen zu
befreien und anschlieRend auf Papier trocken getupft. Die Reihenfolge der
Organentnahme diente der Minimierung der Praparationszeit und damit
Gewebehypoxien welche Einfluss auf den NO-Pool hatten. Die entnommenen
Organe wurden in fliissigem Stickstoff schockgefroren und in einem -80T kalten

Gefrierschrank gelagert.

2.6 Herstellung von Gewebehomogenaten

Die Organe wurden einzeln entnommen, gewogen, klein geschnitten und im
Verhéltnis 1:5 mit eiskaltem Homogenisierungspuffer verdunnt. Der Puffer
besteht ahnlich zu der Perfusionslosung aus NaCl und EDTA/NEM
(10mM/2,5mM) mit einem eingestellten pH-Wert von 7,4. Dieser Vorgang von der
Entnahme aus dem Stickstoffbehalter bis zur Homogenisierung durfte nicht
langer als 2 Minuten dauern. Das Homogenisieren erfolgte mit Glaspistill und
Homogenisator. Das Homogenat wurde lichtgeschitzt auf Eis gelagert um einen
photolytischen Abbau der Nitrosospezien zu verhindern **'. Die Probe wurde in 5
Aliquots geteilt: 50yl flr die Nitratbestimmung an der HPLC, 100pul fir die
Nitritbestimmung, 300ul fir RSNO-Bestimmung, 300ul fir RXNO-Bestimmung
und 300ul fir die NO-Hambestimmung jeweils an der CLD. Lag ein zu geringes
Probenvolumen vor, wie zum Beispiel bei dem Herz, wurden fir die NO-

Hambestimmung nur 100ul Probe verwendet.
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2.7 Blutabnahme und Probenaufbereitung

Fur die Blutabnahme wurden die Mause, wie unter Punkt 2.5.1 beschrieben,
betdubt. Nach Eréffnung des Thorax wurden ca 750ul Blut direkt aus dem
Herzen entnommen. Das Blut fir die NO- Poolbestimmung wurde in vorgekuhlte
Eppis mit 20ul NEM (10mM) und 3pl EDTA (0,5M) gegeben. Fir die
Epicatechinmetabolit- Bestimmung wurde das Blut dreier Mause einer Gruppe
auf zwei EDTA (0,5M) enthaltende Eppendorf- GefalRe verteilt und Ascorbat
(1mg/ml) hinzugefiigt. Die Blutproben wurden 10min bei 800 G, 4°C zentrifugiert
und das gewonnene Plasma in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur

weiteren Bearbeitung bei -80°C gelagert.

2.8 Quantifizierung von Epicatechinmetaboliten im Plasma mittels HPLC
Die Messung der Plasmaproben auf Epicatechin und —-metabolite wurde
freundlicherweise von Herrn Dr. H. Schroeter (University of California, Davis,
USA) mit der nachfolgend beschriebenen Methode analysiert.

Die sensitive qualitative und quantitative Bestimmung der Epicatechinmetabolite
im Plasma wurde mittels einer Hochleistungs- Flissigkeitschromatographie unter
Anwendung eines FLD Detektionssystems durchgefiihrt. Als authentische
Standards dienten 3°-O-methyl-epicatechin, 4’-O-methyl-epicatechin, Epicatechin
und Catechin (alle Standards von Mars Incorporated, USA) welche mittels
Massenspektroskopie und NMR Spektroskopie verifiziert wurden.

Zur HPLC Analyse wurde das Plasma (siehe Punkt 2.7) auf Eis aufgetaut und mit
R-Glukuronidase und Sulfatase behandelt. Dies diente der Hydrolisierung von
Phase Il Metaboliten von Epicatechin in seine 3" und 4°-O-methylierten Formen.
Danach wurden sie mit dem doppelten ihres Volumens an Methanol gemischt
(100%vol; -20°C) und bei 17000 G fir 15min, 4°C  zentrifugiert. Der Uberstand
wurde gesammelt und das Pellet ein zweites Mal, wie oben beschrieben, in
Methanol resuspendiert. Nach Zentrifugation und Sammeln des Uberstands
erfolgte ein dritter Waschschritt mit Methanol (50%vol). Die Ubersténde der drei
Waschschritte wurden gemischt und zentrifugiert (wie oben beschrieben). Mittels
Rotationsverdampfer wurden die Lésemittel bei 4T e ntfernt. Die Resuspension
des Ruckstands erfolgte mit 200ul Methanol (25%vol) womit die Metabolite in
einer funffach konzentrierteren Form vorlagen als im Plasma.

In das HPLC System wurden 50-100pl Proben aufgegeben und auf einer
Umkehrphasentrennsaule (Phenomenex Luna C18 (2), 150x4 4.6, 3um) mit
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Vorsaule (Phenomenex C18 4 x 3.0mm) getrennt. Die Separation der Metabolite
erfolgte mit Hilfe eines Acetonitrii Gradienten in 50mM Methanolnatriumacetat
(4%vol; pH 4.4) bei einer Flussgeschwindigkeit von 0,8 ml/min. Die Konzentration
des Acetonitrill wurde linear erhéht (zwischen 5 und 20 Minuten von 0% bis 10%;
20-28 Minuten von 10-12%; 28-34 Minuten von 12-20%; 34-41 Minuten von 20-
30%; 41-45 Minuten von 30-71%) und bei 71% fur 10 Minuten gehalten. Die
Auswertung erfolgte Uber einen Vergleich der Retentionszeiten der Flache unter
der Kurve mit denen der Standards. Mit Hilfe der Flache unter der Kurve der
Standards konnte eine Kalibrierungskurve erstellt werden, deren Steigung zur

Bestimmung der Konzentrationen der Proben dient *’.

2.9 Analytische Quantifizierungen von Nitrit und Nitrosospezies in
Gewebe und Plasma mittels reduktiver Gas-Phasen
Chemilumineszenzdetektion

Die Ozon-abhangige Gas-Phasen Chemilumineszenzdetektion (CLD) (Abb. 6) ist
die Methode mit der héchsten Sensitivitat (1nM) ™ '** und Spezifitat fiir die
Bestimmung von Stickstoffmonoxid (NO) in gasférmigen oder flissigen Proben.
Durch geeignete Reaktionsbedingungen und Reaktionslésungen wird NO aus
Nitrit und Nitrosospezies stdchiometrisch freigesetzt. Der Chemilumineszenz-
Detektor registriert die Lichtquanten, die durch die Reaktion von NO mit Ozon
entstehen. Ihm ist ein Glasreaktionsgefal vorgeschaltet, welches mit 40ml einer
auf Ethansaure basierende Reaktionslésung bestehend aus Kaliumjodid
(45mM) und Jod (10mM) "' befiilit und von 60C warmen Wasser umspiilt
wird. Diese Reaktionslosung ermdglicht die Reduktion von Nitrit und
Nitrosospezies (S-Nitrosothiole, N-Nitrosamine) zu NO analog zu folgender

Gleichung:

NO, +2H" — NO* + H,0O
NO* + I — ONI
2 ONI — 2 NO+ I,

Mit einer gasdichten Glasspritze wird die flissige Probe durch eine

Kunststoffmembran in das Glasreaktionsgefal injiziert. Das freigesetzte NO geht

von der flissigen in die gasformige Phase Uber. Das Reaktionsgefal® wird von
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einem inerten Tragergas (Helium) durchstromt. Dieses dient zum Transport des
freien NO zum Analysator.

Das Gas durchstromt eine durch ein  Wasserbad (4TC) geklhlte 1M
Natriumhydroxidlésung (NaOH) als Schutz der Anlage vor Verunreinigungen und
als Saurefalle bevor es die Reaktionskammer des NO-Analysators der Firma

Ecophysics (Typ CLD 88 NO, Ecophysics, Schweiz) erreicht.

Dampf-Falle

NO-Analysator

NOv

Reaktions-
kammer

ReaktionsgefaR

Photoverstarker

Kiihlaggregat

Rotlichtfilter

Ay

Vakuum ¢——= 0:

I

Heizaggregat / J et 0; —>= Generator
Ventil E Y,
NO+03 —»NO2*+02 i“
NO2* —»NOz+hv —_ PC

Abb. 6: Schematischer Aufbau der redukiven Gas-Phasen Chemilumineszenzdetektion
Injektion einer Probe in das Reaktionsgefall flihrt zu Reduktion von Nitrit und
Nitrosospezies zu NO. Dieses wird durch das Inertgas Helium durch die NaOH-Falle zum
NO-Analyzer transportiert und das Signal an einen PC ibermittelt.

Das Signal einer unbehandelten Probe setzt sich aus Nitrit und der
Denitrosierung von RNO (Freisetzung von NO aus einer Bindung zwischen NO

und Aminosaureseitenketten) zusammen.

l2+ |- =2>ls-

[3-+2 RNO - 3 1-+ R + 2 NO+

2NO +21->NO + I2

Zur genaueren Bestimmung der Nitrosospezies (S-Nitrosothiole, N-Nitrosamine,

Nitrosyleisenkomplexe) mussen die Proben vorbehandelt werden.
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Zur Bestimmung von RNO werden 30uL 5%ige Sulfanilamidlésung in 300ul der
Probe gegeben und 15 Minuten auf Eis inkubiert. Das Sulfanilamid reagiert mit
Nitrit zu einem stabilen Diazoniumsalz, welches nicht mehr reduziert werden
kann. Die unbeeintrachtigten RNOs kénnen unabhangig vom Nitritgehalt der
Probe bestimmt werden.

Zur Bestimmung von Nitrosaminen (RNNO) wird 30ul Quecksilberchlorid in 300yl
Probe gegeben und fir 15 Minuten inkubiert. AnschlieRend wird auch hier mit
30pl 5%ige Sulfanilamidlésung fur 15 Minuten inkubiert. S-Nitrosothiole sind
Quecksilber-instabil. Nitrit wird durch das Sulfanilamid, wie oben beschrieben,
gebunden und ebenso nicht erfasst.

Fir die Bestimmung der Nitrosyleisenkomplexe, wie sie im Nitrosylmyoglobin und
Nitrosylhamoglobin (NO-Ham) vorkommen, wird das Reaktionsgefalt auf 37° C
runtergekihlt um eine Denaturierung der Proteine zu verhindern. Als
ReaktionsflUssigkeit dient 40ml Ferricyanidlésung (0,05M; 1,646 g Ferricyanid auf
100ml PBS bei pH 7,5). Unmittelbar vor Injektion der Probe wird 100ul Antifoam-
Lésung in das Reaktionsgefall gegeben, welche Schaumbildung unterbindet.
Freies bioaktives NO kann eine kovalente Bindung mit dem zentralen Eisenatom
des Porphyrin-Ringes des Hamproteins eingehen. Im Ferricyanid-Assay wird das
am zentralen Eisenatom gebundene NO durch Oxidation freigesetzt und
quantitativ mittels CLD bestimmt. Es entsteht reduziertes Ferrocyanid und ein

oxidiertes Hamprotein (z.B. Metmyoglobin oder Methamoglobin):
[Fe"(CN)g]*+HbFe"NO > [Fe"(CN)g]* + HbFe" + NO-

Die Datenaufnahme und Integration erfolgte Uber einen handelstblichen
Computer mit der Software Chromstar (SCPA, Weyhe-Leeste, Deutschland). Zur
Berechnung des Signals wurde die Flache unter der Kurve verwendet. Zur
Eichung der Anlage wurden Nitritstandards mit aufsteigenden Konzentrationen 0,
50, 100, 150, 200 nM aufgegeben 2+ 131133134,
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2.10 Analytische Quantifizierung von Nitrat in Gewebe und Plasma mittels
Hochleistungs-Flissigchromatographie

Die Hochleistungs-Flussigchromatographie mit dem ENO-20 (Abb.7) ist hoch
sensitiv fur Nitrit und Nitrat und in erster Linie zur eindeutigen Trennung von
anderen Verbindungen geeignet. Sie beruht auf der Absorptionsanderung von
Nitrit nach der Reaktion mit Griessreagenz '*. Die Anlage besteht aus einer
Tragerpumpe, einer Vorsaule, einer Separationssaule, einer Reduktionssaule,

einer Reaktionspumpe und dem Detektor.

|_| ||
Lauf- S E

Griess Probe o
1]

mittel

'

N

Datenverarbeitung

O

Entgaser HPLC-Pumpe Autoinjektor  Siulenofen mit Trenn- UV/Vis-
und Reduktionssdule Detektor

pooo
pooo
RN

Abb. 7: Schematischer Aufbau des ENO 20

Zur Messung von Nitrat wurden 50ul Probe (Homogenat oder Plasma) mit 50pl
Methanol (eisgekuihlt) versetzt und 10 Minuten bei 3T mit 10000 G zentrifugiert.
Zur Analyse wurde 20ul deproteinierter Uberstand aufgegeben. Die Vorsaule
dient zur Reinigung der Probe und zur Verlangerung der Haltbarkeit der
Trennsaule. Nach 10 Gewebe- bzw. 100 Plasmaproben musste sie gewechselt
werden. Das Packen der Vorsaule erfolgte mit NO packing gel (Eicom) welches
in wenigen Millilitern Aceton aufgeldst und trépfchenweise aufgegeben wurde.
Zur weiteren Sauberung wurde die gepackte Vorsaule mit 4ml Methanol und 2ml
destilliertem Wasser gesplilt. Zur Herstellung von Carrier und Reactor dienten
Carrier- und Reaktor A/B- Pulver (Eicom). Das Carrierpulver wurde mit 1000ml
Lésung | (10% Methanol) und der Reaktor B-Pulver mit 500ml Lésung | gemischt.
Das Reaktor A-Pulver wurde in 500ml Lésung Il (2,5% v/iw HCI in Lésung 1)
gelost. Die Trennsaule teilt die einzelnen Komponenten abhangig von ihren
verschiedenen Retentionszeiten auf, wodurch die Nitrit- und

Nitratkonzentrationen separat voneinander bestimmt werden kénnen. In der

23



Reduktionssaule wird Nitrat durch eine Verbindung aus Cadmium  und
reduziertem Kupfer zu Nitrit reduziert. Das Nitrit reagierte mit Sulfanilamid zu
einem Diazoniumsalz welches mit N-1-Naphtylethylendiamid eine purpurne Azo-
Verbindung bildete. Die durchflussspektromphotometrische Messung der
Absorption erfolgte bei einer Wellenlange von 540nm. Das Signal wird in Volt
umgerechnet (Eicom 500) und als Peak wiedergegeben. Zur Datenverarbeitung
diente die Software Powerchrom. Die Konzentrationen konnten anhand der
Flache unter der Kurve errechnet werden. Vor jeder Messung wurde dreimal ein

geprifter Standard von 10uM Nitrat und 10uM Nitrit aufgegeben .

2.11 Mathematisch-statistische Methoden

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software Origin 7GSR2 (OriginLab
Corporation, Northampton, USA).

Die erhaltenen Messdaten wurden als Mittelwert (MW) + Standardfehler (SE)
angegeben. Uberpriifung der GauR 'schen Normalverteilung wurde der ,Student’s
t-Test® fur unabhangige Stichproben zum Vergleich der Mittelwerte der funf
verschiedenen Versuchsgruppen verwendet (Excel, Microsoft Office 2007). Ein

P- Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
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3. Ergebnisse

3.1 Etablierung der in vivo Perfusion iiber die Aorta abdominalis

3.1.1 Einfluss verschiedener Faktoren auf die Gewebepraparation und —
perfusion

Um die akuten Auswirkungen von Epicatechin auf den NO-Pool im Gewebe und
im Plasma zu charakterisieren, wurden C57 BL/6 Mause Epicatechin in einer
definierten Dosis per Gavage direkt in den Magen appliziert. Zum Schutz vor
Nitrit- und Nitratkontaminationen, bzw. durch freies Hamoglobin wurden die
Organe vor ihrer Entnahme retrograd Uber die Aorta abdominalis perfundiert.
Wahrend der Experimente wurden die Proben lichtgeschitzt gelagert um den
photolytischen Einfluss von UV-Strahlung auf den NO-Pool zu vermindern #.

Zur Vermeidung von Blutgerinnseln in den Organen wurden die Mause 8 Minuten
vor dem Hautschnitt mit Heparin antikoaguliert. Ausgehend von 20 |.E. Heparin
wurde im Verlauf die Dosis auf 40 |L.E. erhdht, aufgrund einer gelegentlich
makroskopisch erkennbaren Marmorierung der Organe, blutiger Riickstande und
Koagelbildungen.

Auf eine Trennung der Vena und Aorta abdominalis wurde verzichtet um Blut-
und Zeitverluste zu vermeiden, da die resultierende Ischdmie und
Zeitverzdgerung einen zu grofRen Einfluss auf den NO-Pool gehabt hatten %°. Aus
dem gleichen Grund wurde zuerst der Faden um die GefalRe gezogen zur
spateren Fixierung der Kantle in der Aorta, bevor der Kreislauf unterbrochen
wurde. Um gréRere Blutverluste bei Beginn der Praparation und Erdffnung der
Aorta abdominalis zu verhindern wurde eine Mikroklammer unterhalb des
Abgangs der Arteriae renalis um die Vena und Aorta abdominalis gelegt. Anfangs
wurde eine weitere Mikroklammer kurz vor dem Abgang der Arteriae iliacae
verwendet um Blutverluste aus den unteren Extremitaten (insbesondere der
Vene durch die Praparation) zu verhindern. Im Verlauf wurde darauf verzichtet,
da sie sich stérend auf die Praparation der Aorta abdominalis sowie auf das
EinflUhren der Kanlle auswirkte und Zeitverzdgerungen nach sich zog. Eine
vorsichtige und schnelle Praparation verhinderte Blutverluste und Ischamien.

Die Mikroklammer unterhalb der Arteriae renalis wurde nach Einlage der Kanlile
in die Aorta abdominalis zur zusatzlichen Fixierung (liber dem Seidenfaden) der
Kanule verwendet zur Verhinderung eines druckbedingten Losens der Kandle.

Die Fixierung nur mit Seidenfaden oder Mikroklammer flihrte in 19% der Falle zu
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einer verfrihten Lésung der Kanlle und einer minderwertigen Perfusion der
Organe.

Eine weitere Schwierigkeit lag in der Platzierung und Fixierung der
abgestumpften Kandle in der Aorta abdominalis, welche wahrend der Praparation
leicht einriss. Es musste vor allem auf die Vena abdominalis mit ihrer feinen
GefalRwand geachtet werden, sowie auf die umliegenden kleinen Gefal3e, die bei
Beschadigung hohe Blutverluste nach sich zogen.

Eine falsche Lage der Kanlle in der Bauchschlagader war durch eine zystische
Ausstllpung der Adventitia nach Start der Perfusion zu erkennen.

Die Perfusion konnte erst nach Eréffnung des Thorax und der Durchtrennung der
Vena cava superior gestartet werden, da der Druck zur Zerstérung der einzelnen
Organe und Gefale flhrte.

Erythrozyten werden als einer der Hauptspeicher fiir Nitrit im Blut betrachtet ',
weshalb besonders auf eine vollstandige Perfusion geachtet werden musste.
Dies wurde unter anderem am Farbumschlag der Leber gemessen, welcher als
Hinweis auf Blutleere gilt.

Zur Objektivierung des Perfusionserfolges wurde eine Perfusion mit Evans Blue
durchgefuhrt. Die Organe farbten sich blau an bei einer Flussgeschwindigkeit von
10ml/min Uber 2:30 Minuten. Nur die Lunge zeigte einen im Vergleich
schwacheren Farbumschlag. Eine Erhdhung des Druckes flhrte zur Zerstérung
der Lunge und einzelner Organe.

Der Versuch der Perfusion Uber die linke Herzkammer zeigte eine makroskopisch
minderwertige Perfusion der Organe, vor allem von Nieren und Leber.

Die einzelnen Organe wurden nach der Entnahme direkt in nitritarmen Wasser
gespult um anhaftende Haare und Blutspritzer zu beseitigen, die falsch hohe

Nitritwerte hervorrufen konnten.

3.1.2 Einfluss der Geschwindigkeit der Praparation auf den
gewebsstindigen NO-Pool

Versuche zur Etablierung der Perfusion lGber die Aorta abdominalis zeigten einen
deutlichen Einfluss der Praparationsgeschwindigkeit auf den gewebsstandigen
Spiegel an Nitrit.

Die Bestimmung des Nitrits und der Nitrosospezies, sowie NO-Ham erfolgte

mittels reduktiver Gasphasen-Chemilumineszenzdetektion.
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Die Praparationszeit wurde vom Hautschnitt bis zum Start der Rollerpumpe
gemessen. In der Gruppe 3-4 Minuten zeigten sich die hochsten Nitritwerte im
Vergleich zu den anderen Gruppen. Ein signifikanter Unterschied zeigte sich
schon zwischen den Gruppen 3-4 Minuten und 5-7 Minuten (Abb.8 und Tabelle
3). In den Gruppen der langeren Praparationszeit zeigten sich grofiere Varianzen
der Werte. Daraus lasst sich schliel3en: je langer die Praparationszeit desto mehr
exogene Faktoren flihren zu einer Metabolisierung des Nitrits. Daher ist der
tatsachliche Nitritwert der Organe nach langerer Praparation nicht mehr exakt
messbar. Eine weitere Verklrzung der Praparationszeit unterhalb 2 Minuten war
nicht moéglich. Es gingen nur Mause in die Wertung ein deren Praparation
unterhalb 4 Minuten lag und makroskopisch frei von Blutriickstanden war (z.B.

weille Lunge, helle Leber).

1 Herz
3000 ~ I Nieren
* B Gehirn

2500+

2000 1

1500 -+

Nitrit [nM]

1000 +

500

3-4 min 5-8 min

Abb. 8: Nitritgehalt  der  verschiedenen  Organe abhangig von der
Praparationsgeschwindigkeit exemplarisch an Herz, Nieren und Gehirn. Mit der
Geschwindigkeit steigt auch der Nitritgehalt in den Organen (n=6-10).
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Tabelle 3: Nitritgehalt in Abhangigkeit von der Praparationszeit. Der Nitritgehalt in den
verschiedenen Organen steigt mit der Geschwindigkeit der Praparation. In allen Organen
aufder der Lunge kann ein signifikanter Unterschied der Nitritwerte zwischen der Gruppe
3-4 und 5-7 Minuten aufgezeigt werden (n=6-10; SE=Standardfehler, MW=Mittelwert).

3-4 min 5-8 min 9-14 min | 20-40 min | Signifikanzen

MW + SE MW + SE MW £ SE | MW + SE (P<0,05)

(nM) (nM) (nM) (nM) 3-4 / 5-8 min
Herz |2602+295 |613+70 482 + 155 |630 + 283 0,0001
Leber |958 £+138 |540+78 412 +105 |259 + 168 0,0303
Nieren | 1984 + 163 | 572 +57 733+93 |514+183 0,00018
Lunge | 288965 |746+29 556 £ 216 |916 t 467 1,7878
Gehirn | 1685 + 148 | 1088+ 170 |500+169 |501 + 199 0,0384

3.2 Diatetischer Einfluss auf den NO- Pool (durch Nahrungsentzug)

Um exogene Einflisse auf die Nitritwerte durch beispielsweise
Nahrungsaufnahme zu minimieren wurden fiir die weiteren Experimente jeweils
vier Stunden Nahrungskarenz vor Gavage eingehalten.

Ein Vergleich der Nitritwerte im Gewebe und Plasma der basalen (ohne
Futterentzug) mit der NaCl- (Gavage mit NaCl nach Futterentzug fir vier
Stunden) Gruppe zeigt sowohl im Plasma als auch im Gewebe (mit Ausnahme
der Leber) eine signifikante Reduktion der Nitritwerte abhangig vom
Fltterungszustand (Abb. 9A und 8B)
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Abb. 9A und 8B: Nitritgehalt im Plasma (A) und Gewebe (B) abhangig vom
Erndhrungsszustand (ohne Futterentzug; mit vierstiindigen Futterenzug; Trinkwasser ad
libitum). Unter Futterentzug zeigt sich eine signifikante Reduktion des Nitritgehaltes im
Plasma (A) und in den Organen (B) auf3er in der Leber (p< 0,05; n= 5-9).
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3.3 Metabolismus des Epicatechins

Epicatechin und dessen Hauptmetabolite (3'und 4°-O-Methyl-Epicatechin)
wurden mittels HPLC im murinen Plasma bestimmt.

In der basalen (ohne Behandlung) und in der NaCl-Gruppe nach vierstiindigem
Futterentzug wurden konstant nur minimale Spuren von ca. 65 nM Epicatechin im
Plasma detektiert. 30 Minuten nach Epicatechingavage waren die hdchsten
Werte fur Epicatechin und Metabolite zu verzeichnen. Epicatechin und 3-O-
Methyl-Epicatechin waren in hdheren Konzentrationen zu messen als 4-O-
Methyl-Epicatechin. Uber die Zeit wurden die Konzentrationen kontinuierlich
geringer. Nach 90 Minuten konnte noch bis zu 5838 nM im Plasma gemessen
werden, wobei der groRte Teil aus dem Hauptmetabolit von Epicatechin, dem 3-
O-Methy-Epicatechin bestand (Abb. 10). In keiner der flinf Gruppen wurde
Catechin detektiert.

B EC
14000 ~ [ 130MeEC
I B 4OMeEC

12000 A

10000 A

8000

[(nM]

6000
4000 +

2000

T T T
EC30° EC60° EC90’

Abb. 10: Quantifizierung von Epicatechin und -metabolite im Plasma Uber einen
zeitlichen Verlauf nach NaCl- und Epicatechingavage (nach 30, 60 und 90 Minuten)
(3OMeEC= 3°0O- Methyl- Epicatechin; 40MeEC= 4°'0O-Methyl- Epicatechin; EC=
Epicatechin; n= 3- 5; Fehlerbalken= SE).
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34 Einfluss von Epicatechin auf Nitrit und Nitrosospezies in Gewebe
und Plasma

Um den Einfluss von Epicatechin auf den gewebsstandigen NO-Pool zu
untersuchen wurde C57 BL/6 Mausen entweder NaCl oder Epicatechin (35mg/kg
KG in NaCl) per Gavage appliziert. Nach 30, 60 oder 90 Minuten erfolgte die
Perfusion, die Entnahme und Messung der Organe. In der NaCl Gruppe hatte die
Gavage keinen signifikanten Einfluss auf den Nitritgehalt der Organe, weder nach

30 Minuten noch nach 60 Minuten oder 90 Minuten (Daten nicht getrennt

gezeigt).
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Abb. 11 A-E: Darstellung des Nitritgehalts im Gewebe abhangig von dem Zeitpunkt der
Epicatechingabe (35mg/kg KG). Messung des Nitrits 30 Minuten nach Gavage (EC 30),
nach 60 Minuten (EC 60) und nach 90 Minuten (EC 90). 30 Minuten nach Gavage zeigt
sich eine signifikante Reduktion des Nitritspiegels (A-D), im Gehirn (E) nach 60 Minuten.
Im Verlauf steigt der Nitritspiegel auf Normwerte (Vergleich NaCIl-Gruppe) (*= p < 0,05;
n=4-7).

Die Epicatechingabe flhrte in allen Organen (aufler dem Gehirn) zu einer
signifikanten Senkung der Nitritwerte (p < 0,05; bzw p< 0,001) nach 30 Minuten,
im Gehirn erst nach 60 Minuten. Nach 90 Minuten stieg der Nitritgehalt der
Organe wieder auf die Ausgangswerte an (ahnlich der NaCl- Gruppe). Die

Ausgangswerte der basalen Gruppe werden nicht wieder erreicht (Abb. 11A-E).
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Abb. 12: Nitritmessung im Plasma. Die auf Nahrungsentzug und mit NaCl- Gavage
behandelte Gruppe zeigt einen signifikanten Unterschied zu den mit Epicatechin
behandelten Mausen. Zwischen EC30 bis EC90 zeigt sich eine steigende Tendenz des
Nitritspiegels (n=4-7; Fehlerbalken=SE).
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Nitrit im Plasma unterschied sich signifikant zwischen der mit Epicatechin
behandelten Mausen und der Kontrollgruppe. Es konnten bei sinkenden
Nitritwerten im Gewebe gleichzeitig steigende Nitritwerte im Plasma bestimmt
werden. Die Nitritwerte im Plasma der behandelten Mause zeigten Uber die Zeit
eine steigende Tendenz ohne signifikante Unterschiede (Abb. 12).

Die Messung der RNOs zeigte aufler in der Leber keinen signifikanten, akuten
Einfluss von Epicatechin auf die Nitrosospezies (Abb. 13). Eine Tendenz war
nicht ersichtlich. Die hdchsten Werte wurden jeweils in der Leber gemessen. Nur
hier konnte ein Einfluss von Epicatechin auf RNO detektiert werden. Die Gruppen
EC30 und EC90 unterscheiden sich signifikant von der Kontrollgruppe. Eine
Unterteilung in RSNO und RNNO erbrachte keine ersichtlichen Tendenzen oder

Signifikanzen.

110 - [_1NaCl
100 - B EC30
I EC60
90 1 I EC90
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Herz Leber Nieren Lunge Gehirn
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Abb. 13: Messung von RNO im Gewebe der verschiedenen Gruppen (NaCl-Gruppe, 30
Minuten nach Epicatechingabe (EC30), 60 Minuten danach (EC60) und 90 Minuten
danach (EC90)). Es konnten lediglich in der Leber signifikatne Unterschiede der EC 30
und EC90-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe detektiert werden (n= 4-7;
Fehlerbalken=SE).

Die gemessenen Werte fir NO-Ham tendierten in allen Gruppen in allen

Organen, auRer dem Gehirn, gegen 0 nmol/l. Nur im Gehirn konnten Werte von
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11 £ 5 nmol/l in der basalen Gruppe, 7 £ 4 nmol/l in der NaCl-Gruppe, 3 £ 5 in
der EC 30-Gruppe, 9 £ 4 nmol/l in der EC 60-Gruppe und 12 + 2 nmol/l in der EC
90-Gruppe gemessen werden. Zwischen 30 Minuten und 90 Minuten
unterschieden sich die Werte signifikant.

Aufgrund der geringen Probenmenge des Plasmas (geringes Blutvolumen der
Mause) konnten die NO-Ham, RXNO- und RNNO-Werte im Plasma nicht

bestimmt werden.

3.5 Analytische Quantifizierung von Nitrat in Gewebe und Plasma

Sowohl der gewebsstandige als auch der plasmatische Nitratgehalt zeigte keine
signifikanten Anderungen. Dies weist darauf hin, dass Epicatechin keinen
direkten Einfluss auf Nitrat nimmt. Die Nitratwerte zeigten deutlich héhere
Konzentrationen als die Nitritwerte und gréRere Schwankungen. Dies ist unter
anderem auf die vergleichsweise (zur CLD) weniger sensitive Messmethode
zurickzufuhren. Wie oben aufgefuhrt haben die Nitratwerte einen geringen
Einfluss auf die Nitritwerte und hangen unter anderem starker mit der
Alimentation zusammen. Im Vergleich zum Gewebe (Werte zwischen 2000nM bis
10000nM) konnten im Plasma Nitratwerte im Bereich zwischen 20000 nM und

40000nM gemessen werden (Tabelle 4).

Tabelle 4: Nitratwerte in Gewebe und Plasma (Bestimmung mit HPLC) nach NaCl- Gabe
(1,7% Ethanol), 30 Minuten nach Epicatechingabe (EC30), 60 Minuten danach (EC60)
und 90 Minuten danach (EC90). Es sind keine eindeutigen Tendenzen und keine
Signifikanzen ersichtlich (n=3-7).

NaCl EC30 EC60 EC90

MW * SE MW + SE MW * SE MW + SE

(nM) (nM) (nM) (nM)
Herz 5930 + 677 5918 + 911 2403 + 1699 5317 + 515
Leber 2561 + 452 7196 + 866 3986 + 1218 4038 + 761
Nieren 2211 £ 496 3901 + 147 6659 + 999 5446 + 621
Lunge 7138 + 512 4866 + 67 3810 + 710 6492 + 630
Gehirn 5204 + 924 8035 + 441 4807 + 1303 2987 + 439
Plasma 22244 +3799 |33049 + 5306 23629 + 2773 38489 + 20088
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4. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Wirkung von Epicatechin auf den NO-Pool im
Gewebe und Plasma zu untersuchen.

Hierzu wurde die Gewebeperfusion Uber die Aorta abdominalis und die
Organentnahme am Mausmodell etabliert (Orientierung an Bryan et al. 2004) “°.
Es wurde Epicatechin und dessen Metabolite im Plasma Uber die Zeit mit Hilfe
der HPLC bestimmt. Die Nitratbestimmung wurde ebenfalls anhand der HPLC
durchgeftihrt. Die Detektion von Nitrit, RNO und RNNO erfolgte via
Chemilumineszens, ebenso die Bestimmung von Nitrosyleisenkomplexe mit dem
Ferricyanid-Assay.

Im Folgenden wird zunachst die Relevanz des NO- Pools im Gewebe im Rahmen
der aktuellen Studienlage erlautert (4.1). Im Anschluss wird auf die Dosierung
und Metabolisierung von Epicatechin eingegangen (4.2). Abschliefend werden
die Ergebnisse der Messungen von Epicatechin auf den NO-Pool diskutiert (4.3)
und Uberlegungen angestellt beziiglich der potentiellen Wirkmechanismen von
Epicatechin und dessen Metabolite auf den NO- Pool (4.4). Der Abschnitt 4.5
fasst die Bedeutung der vorliegenden Ergebnisse zusammen und gibt einen
Ausblick auf weiterfiihrende Experimente zur Klarung noch offener Fragen

beziglich der Wirkmechanismen auf zellularer Ebene.

4.1 Quantifizierung des gewebsstiandigen NO-Pools

Die NO-Bioverfugbarkeit und -Bioaktivitat ist von verschiedenen Faktoren,
insbesondere der Aktivitat der NOS, Interaktionen mit 16slicher Guanylcyclase
und den Abbau zu Nitrit und Nitrat, sowie des azidischen Status abhangig.
Wenige Studien haben sich mit dem gewebsstiandigen NO-Pool und dessen
Konzentrationen beschaftigt. Das Wissen hierliber jedoch ist von grundlegender
Bedeutung fir die Beurteilung des Zusammenhangs zwischen gewebsstandigen
und plasmatischen NO-Pool und vaskuldrer Homeostase '*°. Rodriguez et al.
vermuteten schon 2003 aufgrund ihrer Ergebnisse in vaskuldarem Gewebe in
vitro, dass die gemessenen NO-Produkte im Gewebe unter basalen Konditionen
physiologische Funktionen erfiillen '

Durch eine definierte Methode der Gewebeperfusion ist es moglich, den
gewebsstandigen NO-Pool frei von Einflissen des plasmatischen NO-Pools,
Hamoglobin oder von Ischdamie zu messen. Aufgrund der kurzen Halbwertszeit
von NO % kénnen nur dessen Metabolite Nitrit, Nitrat, NO-H&m und RNO
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bestimmt werden und dadurch auf die NO-Bioverfugbarkeit und NO-Bioaktivitat
geschlossen werden '*’. Ein Anstieg von diesen Metaboliten wiirde demnach auf
freigesetztes NO hinweisen. UV-Licht kann NO freisetzen, weshalb die Versuche

méglichst lichtgeschiitzt durchgefiihrt wurden .

Die Perfusion Uber die Aorta abdominalis zeigte in der Evans Blue-Farbung eine
vollstandigere Perfusion als Uber die linke Herzkammer. Diese Methode wurde in
Anlehnung an Experimente zur Messung des gewebsstandigen NO-Pools von

Bryan et al. *°

an Ratten etabliert. Eine Bestimmung der NO-Spezies im Modell
der Maus war bislang nicht etabliert. Die Messungen von Bryan et al. zeigten
eine hohe Dynamik von NO- Produkten mit kurzen Halbwertszeiten in
Verbindung mit der Gewebeoxygenation und dem Redoxstatus. Es konnte
demonstriert werden, dass gewebsstandiges Nitrit wahrend kurzen hypoxischen
Phasen als ein wichtiger extravaskularer Pool fir NO dient. Die Nitritanteile im
Gewebe koénnen als Indikator fiir oxidativen und nitrosativen Stress dienen *°.

In der vorliegenden Studie Ubersteigen die gewebsstandigen Nitritspiegel die
plasmatischen Nitritspiegel um das zwei- bis vierfache und scheinen daher als
wichtiger NO-Speicher zu fungieren.

Da die Halbwertszeit von Nitrit in Gegenwart von Erythrozyten im

Sekundenbereich liegt *°

, mussten die Gewebe gut perfundiert werden und frei
von Blutriickstéanden sein. Die Praparation, Perfusion und Probenaufbereitung
erfolgte innerhalb weniger Minuten wodurch langere Liegezeiten der Proben
verhindert wurden. Diese hatte zur Verfalschung der Ergebnisse gefuhrt.

Ein Vergleich der Nitritwerte der Gewebeproben der verschiedenen
Praparationszeiten, zeigten signifikante Unterschiede. Ein Vergleich der Gruppe
mit einer Praparationszeit von 2-4 Minuten mit denen von 5-7 Minuten zeigten
schon signifikant hdhere Nitritwerte. Ein Unterschied von 2-4 Minuten zu 20-40
Minuten bewirkte mindestens eine Verdreifachung der Nitritspiegel mit
verhaltnismalig geringeren Schwankungen. Diese Beobachtungen stehen im

40 Ursachen hierfiir sind

Einklang mit den Ergebnissen von Bryan et al.
verschiedene exogene Faktoren, die auf den NO-Pool Einfluss nehmen, wie
beispielsweise Ischamie durch Blutverluste aufgrund langerer Praparation, die
Instabilitdt der NO-Produkte auflerhalb des Organismus und Freisetzung von
Nitrit durch UV-Licht.

Verschiedene Autoren suggerieren, dass ein Grofteil des gewebsstandigen

Nitritspiegels von der Nahrungsaufnahme abhangt und nicht von der endogenen
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NO- Produktion durch die eNOS *. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie
bestatigen, dass Nitritspiegel sowohl im Gewebe als auch im Plasma unter
alimentarem Einfluss stehen. Eine vierstindige Nahrungskarenz fihrte zu einer
signifikanten Reduktion der gewebsstandigen Nitritspiegel. Die RSNO und RNO-
Werte zeigten hingegen keine signifikanten Unterschiede im Gewebe bis auf die
Leber. Die Diskrepanz zwischen den Ergebnissen dieser Studie und anderen
Autoren bezlglich der ebenfalls erniedrigten Nitritspiegel im Plasma ist unter
anderem auf einen unterschiedlichen Metabolismus zwischen Maus und Mensch

zurtckzufiihren oder auf die verhaltnismaRig lange Fastenperiode.

Die Gewebeproben flir die RNO und RNNO-Bestimmung wurden mit NEM und
EDTA behandelt um Reaktionen von NO mit freien Sulfhydrylgruppen zu
verhindern. Um eine zusatzliche Verfalschung durch Nitrit zu verhindern wurden
die Proben mit Sulfanilamid versetzt, wodurch ein stabiles Diazoniumsalz mit
Nitrit gebildet wird, welches nicht reduziert wird durch die verwendete
Reaktionslésung 2" 13" 133,

Die Konzentrationen von Nitrosospezies unterscheiden sich in verschiedenen
Studien, weshalb vorgeschlagen wurde das Hauptaugenmerk auf
Konzentrationsanderungen unter bestimmten Bedingungen zu legen und daraus
Schliisse zu ziehen und weniger auf die Konzentrationen selbst %’

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen mit Ausnahme der RNO-Werte in der Leber
keine signifikanten Unterschiede in den NO-Hdm-, RNNO- und RSNO-
Konzentrationen im Gewebe unter basalen Bedingungen, nach vierstindigem
Fasten oder nach Epicatechingabe. Dies ist moéglicherweise auf den kurzen
Zeitrahmen der Studie zurlckzufihren oder als Zeichen ihrer Stabilitat zu werten.
Kumar et al. konnten im Hind-Limb- Modell beispielsweise erst nach sieben
Tagen einen Anstieg der RSNO- und RNNO- Werte durch Nitritgabe messen,
obwohl NO schon vorher gebildet worden war 2.

Hingegen konnten Elrod et al. im Ischamie/Reperfusionsschaden der Leber einen

2 In der

direkten Anstieg von hepatischen RNO-Spiegel nachweisen
vorliegenden Studie konnte 30 Minuten nach Epicatechingavage eine Reduktion
der RNO-Werte in der Leber gemessen werden. In diesem Versuchsaufbau lag
jedoch keine Ischamie vor, weshalb die RNO-Spiegel méglicherweise auch nicht
anstiegen.

NO-Ham entsteht durch die Reaktion von oxygenierten Hamoglobin oder

Myoglobin mit NO. Hohe NO-Ham Werte werden unter anderen als Marker fur
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nitrosativen Stress diskutiert 2 ™ '*® In den meisten Organen lagen die Werte fiir
NO-Ham unterhalb der Detektionsgrenze. Nur im Gehirn konnten Werte im
nanomolaren Bereich gemessen werden, die ahnlich wie Nitrit im Gewebe
tendenziell durch Epicatechingabe nach 30 Minuten erst sanken und Uber die
nachsten 60 Minuten wieder anstiegen. Diese Ergebnisse stimmen mit denen
von Bryan et al. Uberein, die verhaltnismaRig hohe Spiegel fir NO-Ham im
Gehirn von Ratten messen konnten “°. Die Tatsache, dass NO-Ham-Produkte in
den restlichen Geweben nicht gemessen werden konnten, lasst sich womaoglich

t *° zurlickfihren. Es

auf deren niedrige Konzentrationen und deren Instabilitd
konnte als ein Zeichen fir wenig Gewebeischamie wahrend der Praparation
gedeutet werden und flr geringen nitrosativen Stress. Da mit dem
Ferrycyanidassay auch andere Nitrosyl-Eisenkomplexe gemessen werden ist die
Bildung von anderen Nitrosyl-Eisenkomplexen/Transnitrosationen anders als

Nitrosylhamoglobin bzw. Nitrosylmyoglobin im Gehirn denkbar.

4.2 Epicatechindosis und Metabolisierung

Als Orientierung zur Festlegung der Epicatechindosis wurden Daten aus
vorangehenden Veréffentlichungen verwendet. In verschiedenen Studien
erfolgten die Darreichungsformen entweder intragastral, in der Nahrung ad
libitum oder aufgelést im Trinkwasser ad libitum und die Dosierungen
schwankten zwischen 100mg/kg/d '®°, 500mg/kg *, 20 und 500mg/kg "%, 2,5-
30mg/kg/d ¥ und 1- 10mg/kg/d ™" "?#"%° In der vorliegenden Studie wurde
deshalb eine mittlere Dosis von 35 mg/kg verwendet.

Karim et al. konnten eine dosisabhangige, endothelabhangige Relaxation (EDR)
in Aortenringen von Kaninchen in vitro durch Procyanidine nachweisen '*°.
Andere Autoren konnten ebenfalls dosisabhangige Wirkungen von Flavanolen

1 Neuere

nachweisen (verstarkte FMD bei hoheren Dosierungen)
Veroffentlichungen zeigten einen unterschiedlichen proangiogenetischen Effekt
von niedrigeren (0,2mg/kg/d) und einen antiangiogenetischen Effekt von héheren
(20mg/kg/d) Dosen von Polyphenolen (jedoch nicht EC) auf postischamische
Neovaskularisation in vivo "°. Van Praag konnte zeigen, dass niedrige Dosen
(15mg/kg/d) an Epicatechin die Gedachtnisfunktion und Angiogenese in
Gehirnen von Mausen positiv beeinflussten, ganz im Gegensatz zu hoéheren

Dosen (30mg/kg/d). Sie zogen den Schluss dass héhere Epicatechindosen nicht
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unbedingt besser fiir die Hirnfunktion sind "’. Aufgrund dieser Ergebnisse wire

die Untersuchung des NO-Pools mit niedrigeren Dosierungen von Interesse.

Im humanen Plasma konnte schon ein bis zwei Stunden nach Kakaoaufnahme

1% n der

Epicatechin und seine Hauptmetabolite nachgewiesen werden
vorliegenden Studie konnte man schon nach 30 Minuten eine maximale
Konzentration von Epicatechin und —metaboliten im Plasma messen. Dieses ist
unter anderem auf einem vom Menschen unterschiedlichen murinen

Metabolismus zuriickzufiihren.

Fir unsere Versuche verwendeten wir ausschlieRlich Mause und keine Ratten.
Interessanterweise zeigen in vitro Studien, dass sich die Stoffwechsellagen von
Mausen und Menschen bezliglich Tee Polyphenolen mehr &hneln als die von
Ratten und Menschen .

Der Vorteil von Mausen besteht des weiteren in der Mdglichkeit des Einsetzens
von Knock-Out-Mausen in weiterfihrenden Studien.

Die verschiedenen Gewebe verschiedener untersuchter Spezies haben eine
unterschiedliche Sensitivitat zu Hypoxie. Deshalb kann man nicht alle Ergebnisse
von Tierstudien auf den Menschen Ubertragen *?, weshalb Langzeitstudien am

Menschen folgen mussten.

4.3 Einfluss von Epicatechin auf den gewebsstandigen und
plasmatischen NO-Pool

Flavanolen konnten in verschiedenen Studien positive Effekte auf die
Endothelfunktion, die Insulinsensitivitat, den Blutdruck, die
Thrombozytenaggregation ">, die LDL-Oxidation " % "2 und der
Leukozytenfunktion " nachgewiesen werden. Eine Zusammenfassung mehrerer
Kohortenstudien konnte eine Reduktion des Mortalitatsrisikos bis zu 65%

143

nachweisen Als mdgliche Mechanismen werden eine vermehrte NO

Bioaktivitat, eine Modulation des Immunsystems und vermehrte endotheliale
Gefalreparaturmechanismen diskutiert .

Yamazaki et al. konnten im Ischamie/Reperfusionsversuch in vivo zeigen, dass
Epicatechin schon in niedriger Dosierung (1mg/kg/Tag) tber zehn Tage zu einer
Reduktion der InfarktgroBRe um 50% fihrte und drei Wochen nach

Ischamie/Reperfusion eine Reduktion um 32% gemessen werden konnte, als
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Hinweis flr den positiven Langzeiteffekt auf das Remodelling. Diese Ergebnisse
waren unabhangig von Anderungen der Hamodynamik durch Epicatechin. Es
konnte eine deutliche Reduktion des oxidativen Stresses gemessen werden '*.
Dies lasst vermuten, dass Epicatechin nicht nur einen Akuteffekt hat, sondern
auch Langzeiteffekte, die sich von der akuten Wirkung unterscheiden.

Man geht davon aus, dass Flavanole einen Teil ihrer Wirkung tber den Einfluss
auf die NO-Bioverfligbarkeit und NO-Bioaktivitat erreichen. Beispielswiese konnte
eine erhohte NO Plasmakonzentration und arterielle Dilatation nach Verzehr
eines flavanolhaltigen Kakaogetrankes in Verbindung mit erhéhten zirkulierenden

Flavanolmetaboliten im Menschen gemessen werden """,

Als ein Marker fir die Wirkung von Flavanolen auf verschiedene Gewebe wurde
der NO-Pool perfundierter Mauseorgane gemessen.

In der vorliegenden Studie zeigten Messungen des Plasmas von Mausen, die
flavanolarmes Futter erhielten, basale Werte um die 65nM. Auch nach
vierstundigem Futterentzug wurden noch konstante Epicatechinkonzentrationen
um 65nM und keine Epicatechinmetabolite gemessen. Die maximale
Epicatechin- und Metabolitkonzentration konnte 30 Minuten nach
Epicatechingavage gemessen werden. Die Hauptmetabolite waren 3-O-Methyl-
Epicatechin (etwa die gleiche Konzentration wie Epicatechin) und in etwas
geringeren Konzentrationen 4-O-Methylepicatechin. Nach 90 Minuten waren die
Konzentrationen deutlich gesunken, wobei die Konzentration von 3-O-Methyl-
Epicatechin die der anderen Metabolite Uberstieg.

In dem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass ein hoher Spiegel an
Epicatechin und —metaboliten im Plasma nach 30 Minuten zu einer reduzierten
Nitritkonzentration in den verschiedenen Geweben flhrte. Uber die Zeit und mit
dem sinkenden Anteil an Epicatechin und -metaboliten stieg auch die
Nitritkonzentration im Gewebe und glich sich den Ausgangswerten der NaCl-
Gruppe wieder an, erreichte jedoch nicht die Konzentrationen der ohne
Futterentzug gemessenen Mause.

Im Gehirn zeigt sich dieser Effekt erst 30 Minuten spater im Vergleich zu den
anderen Geweben. Dies konnte darauf zurlickzuflihren sein, dass Epicatechin
erst die Blut-Hirn-Schranke Uberwinden muss. Aus dieser Studie kann auch der
Schluss gezogen werden, dass Epicatechin oder dessen Metabolite die Blut-Hirn-
Schranke Uberwinden, da sich ein signifikanter Unterschied der Nitritwerte nach

60 Minuten im Vergleich zur NaCl-Gruppe zeigt, genau wie in den anderen
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Geweben. Dies geht einher mit den Ergebnissen von Chu et al. Deren
Arbeitsgruppe etablierte ein neue Methode zur Messung von Flavanolen in
Gewebe, mit der sie Epicatechin in Gehirnen von Ratten messen konnten .
Auch andere Autoren konnten Epicatechin und dessen Metabolite in
perfundierten Gehirnen bestimmen % 127 146,

Des Weiteren wurden Nitrit und Nitrat nach Epicatechingabe im Plasma
bestimmt. Um exogene Einfliisse zu minimieren wurde das Blut nach Entnahme
direkt abzentrifugiert, weiter verarbeitet und innerhalb weniger Minuten
gemessen um eine Metabolisierung von Nitrit und Nitrat und Bildung von
artifiziellen Nitrosospezies durch den Einfrierprozess zu verhindern '*’.

Im Plasma konnte eine signifikante Reduktion der Nitritwerte der unbehandelten
Mause im Vergleich zu den auf Futterenzug gesetzten Mausen gemessen
werden. 30 Minuten nach Epicatechingabe zeigte sich ein signifikanter Anstieg
der Nitritspiegel, die sich der Konzentration der unbehandelten Mause anglichen.
Dies lasst vermuten, dass durch Epicatechin eine Freisetung des
gewebsstandigen Nitrits ausgeldst wurde und die Homdostase der zirkulierenden
Nitritspiegel nach der Fastenperiode auf diese Weise wiederhergestellt wurde.
Die Nitritspiegel der mit Epicatechin behandelten Mause im Plasma stiegen
danach Uber die Zeit tendenziell weiter an.

Die RNNO- und RNO-Konzentrationen zeigten wie oben beschrieben in der
Leber die héchsten Werte und signifikante Unterschiede Uber die Zeit. In den
anderen Geweben zeigten sich keine Tendenzen als Reaktion auf die
Epicatechingabe. Im Herzen konnten auffallig wenig RXNOs und keine RNNOs
gemessen werden.

Fir NO-Ham konnten nur im Gehirn Werte gemessen werden. Die Werte zeigten
die gleiche Tendenz wie die Nitritspiegel im Gewebe. Bei EC 30 wurden die
niedrigsten Werte gemessen. Uber die nachsten 60 Minuten stiegen die Werte
signifikant an und erreichten ahnliche Konzentrationen wie die Werte der
unbehandelten Mause fur NO-Ham.

Die gemessenen Nitratwerte im Gewebe zeigten keine signifikanten
Unterschiede oder Tendenzen. Dies ist unter anderem auch auf die
vergleichsweise hohen Konzentrationen von Nitrat (mM) zu Nitrit (nM)
zurUckzufuhren. Nitrat diente nicht als Marker fir den NO-Pool und scheint nicht
durch Epicatechingabe und der Nitritkonzentration beeinflusst zu werden sondern

unterliegt in erster Linie der Alimentation.
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4.4 Potentielle Wirkmechanismen von Epicatechin auf den NO-Pool

Mehrere Studien weisen darauf hin, dass Nitrit als Speicher fiir NO dient 3 148150,
Nitrit wird Uber die Nahrung aufgenommen, kann durch die Oxidation von
endogenem NO entstehen oder durch die Reduktion von alimentarem Nitrat

durch Bakterien .

Nitrit kann durch deoxygeniertes Hamoglobin oder
Myoglobin, Xanthinoxidoreduktase, Enzyme mit Ham- oder Thiolgruppen, Kupfer
oder durch Sauren (z.B. Ascorbinsaure °') zu NO reduziert werden *. Lundberg
et al ™ konnten an Messungen der Ausatemluft von Probanden zeigen, dass
abhangig vom Sauregrad des Magens die Exhalation von NO sinkt oder steigt.
Ein in vitro Versuch mittels CLD (Daten nicht aufgeflihrt) zeigte, dass Epicatechin
im Sauren (pH-Wert 1) und frei von anderen Einflissen reduzierend auf Nitrit
wirkt. Die aufgegebenen Nitritldsungen konnten in einer Epicatechin/HCL-Lésung
(pH-Wert 1) anders als in der reinen HCL-Lésung (pH-Wert 1) zu fast 100%
wiedergefunden werden. Neuere Studien konnten zeigen, dass Nitrit in
Gegenwart von Polyphenolen im sauren Magen zu NO reduziert wird, durch die
Magenschleimhaut diffundiert und zu einer Relaxation der glatten Muskulatur
fuhrt 2> 2 Auf diesem Weg kdénnte Epicatechin zusatzlich zum sauren pH-Wert
im Magen reduzierend auf Nitrit wirken und NO produzieren. Dieser
Mechanismus koénnte vor allem auch unter hypoxischen Bedingungen im sauren
Gewebe von Nutzen sein.

Im Zusammenhang mit den oben erwahnten Ergebnissen lasst sich vermuten,
dass Epicatechin Nitrit im Gewebe reduziert. Andere Autoren suggerieren die
Méglichkeit einer Inhibition der Oxidation von NO zu Nitrit durch Epicatechin %.
Eine weitere Ursache kdnnte auch eine vermehrte Produktion von NO durch
Epicatechin sein, welches dann zu Nitrit oxidiert wird.

Von dem signifikanten Unterschied der Nitritwerte im Plasma der NaCl- Gruppe
und der Epicatechin- Gruppe kann man die Vermutung anstellen, dass die
steigenden Nitritspiegel der Epicatechin-Gruppe im Plasma mdglicherweise im
Zusammenhang stehen mit mobilisiertem Nitrit aus dem Gewebe oder zu NO
reduziertem Nitrit aus dem Gewebe. Die erhéhten NO-Spiegel wiirden zu einer
Erhéhung der Nitritwerte im Rahmen des Abbauprozesses flihren. Durch diesen
Mechanismus koénnte eine erhdhte Bioverfligbarkeit des NO-Pools durch
Epicatechin erreicht werden.

Eine weitere Mdoglichkeit ware eine Aktivierung der NOS. 70% der Plasma
Nitritspiegel konnten auf die Produktion von NO Uber die NOS zurtckgefuhrt

33

werden “°. Fisher et al. konnten zeigen, dass durch die Gabe eines NOS-
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Inhibitors (L-NAME) die periphere Vasodilatation durch flavanolreichen Kakao
aufgehoben werden konnte, was darauf schliefen lasst, dass NO fir die Kakao-
induzierte Vasodilatation verantwortlich ist '**. Diese Schlussfolgerung stimmt mit
den Ergebnissen anderer Autoren Uberein, die eine vermehrte eNOS Expression
und darauffolgende erhéhte NO-Spiegel im akuten und chronischen Rahmen
nach Aufnahme flavanolreichen Kakaos bzw. Epicatechins, sowie in vitro als
auch in vivo messen konnten " 3 In vitro-Versuche mit Aortenringen konnten

3 Eine

zeigen, dass Procyanidine die endotheliale NOS aktivieren kénnen
Exposition mit Polyphenolen aus rotem Wein in vitro fihrte ebenfalls zu einer
erhdohten eNOS-Expression bzw. —Transkription sowie zu erhéhten NO-Spiegeln
™ Vermutlich haben Flavanole neben direkten Wirkungen auf die eNOS auch
inhibitorische Effekte auf Mechanismen, die die NOS-Aktivitat negativ

S und

beeinflussen kdnnten, so zum Beispiel die NADPH-Oxidase
mdoglicherweise auch auf ihre mRNA-Stabilitdt (dhnlich der Wirkung von
Fenofibrat auf die eNOS °). In der vorliegenden Studie kann aufgrund der kurzen
Behandlung nicht von einer vermehrten Genexpression der NOS ausgegangen
werden. Jedoch konnten andere Studien eine vermehrte Phosphorylierung der
eNOS durch Epicatechin '®® nachweisen, eine vergroRerte intrazellulare
Kalziumkonzentration und eine Aktivierung von Ostrogenrezeptoren in
Endothelzellen durch Polyphenole, was zu einer Aktivierung der eNOS innerhalb
von Minuten fiihrt, die (iber mehrere Stunden anhéalt '*°. Dies lasst vermuten,
dass sich die akuten Effekte von Flavanolen von den Langzeiteffekten
unterscheiden. Die genauen Mechanismen, Uber die Epicatechin wirkt, sind nicht
bekannt. Eine Kombination mehrerer Effekte im akuten Rahmen ist durchaus
denkbar. Durch diese Mechanismen kdnnte eine erhdhte Bioverfligbarkeit des
NO-Pools (schon innerhalb kurzer Zeit) im Plasma durch Epicatechin erreicht

werden.

Shahani et al. konnten zeigen, dass physiologische Spiegel an RSNOs im Gehirn
zur Regulation von Zellfunktionen dienen. Andererseits flihrten hohe Spiegel zu
nitrosativem Stress und zum Zelltod . Dies kénnte durchaus auch auf andere
Gewebe Ubertragbar sein. Dann kénnte im Zusammenhang mit den Ergebnissen
dieser Studie die Stabilitdt der gemessenen RNO-Werte als positiv gewertet
werden und gegen die Entstehung von nitrosativen Stress durch mdéglicherweise

freigesetztes NO durch Epicatechin sprechen.
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Eine andere mdgliche Erklarung koénnte in Verbindung mit Studien stehen, die
unter hypoxischen Bedingungen erhdhte RNO und NO-Ham-Spiegel messen
konnten *°. Méglicherweise kann man deshalb von dem niedrigen RNO und
RNNO-Spiegel der vorliegenden Studie darauf schlieen, dass im Gewebe keine
Hypoxie vorlag oder es als Zeichen ihrer besonderen Stabilitdt unter
physiologischen Bedingungen werten, bzw. dass sie nicht unter dem Einfluss von
Epicatechin stehen. Epicatechin kdnnte, wie andere im Gewebe vorkommende
Antioxidantien wie zum Beispiel Askorbat oder Glutathion, sogar zu einer

Beseitigung (scavenging) von nitrosierenden Agentien fiihren 3% “°.

Flavanolen konnte sowohl in vitro, als auch in vivo dosisabhangige antioxidative
Eigenschaften nachgewiesen werden, so zum Beipsiel die Inhibition der LDL-
Oxidation, Inflammationsprozessen und der Thrombozytenaggregation, sowie
generell vermehrte antioxidative Kapazitaten als Radikalfanger. Es wird
angenommen, dass Flavanole Uber ihre antioxidativen Eigenschaften und ihren
Einfluss auf den NO-Stoffwechsel, die Bildung von Peroxynitrit und
Wasserstoffperoxid unterbinden "'. Die reine Gabe von Nitrit filhrte in mehreren

35, 156

Studien ebenfalls zu einer Vasodilatation und einem reduzierten

52,71,72,157

Ischamie/Reperfusionsschaden , jedoch vermag es nicht im Gegensatz

7 1% zu verhindern. Hohen

zu Flavanolen die Bildung von Superoxidanionen
Konzentrationen von Nitrit konnten toxische Wirkungen nachgewiesen werden,
zum Beispiel Uber die Bildung von Wasserstoffperoxid oder eine

Methamoglobindmie  *%

In der Verhinderung der Bildung dieser
Stoffwechselprodukte kénnte aus therapeutischer Sicht ein  Vorteil von

Epicatechin liegen.

Aufgrund der teilweisen Diskrepanz zwischen in vitro und in vivo Ergebnissen
schlieken verschiedene Autoren darauf, dass die Epicatechinmetabolite fir

122 30 diskutieren

bestimmte biologische Effekte verantwortlich sind "> "
Schewe et al., dass Flavanolglukuronide als l6sliche Transportformen von
Flavanolen im Blut dienen und als Aglykone gespeichert werden kénnen *°.

Die genauen Mechanismen und Angriffsziele von Epicatechin, dessen

Metaboliten und anderen Flavanolen sind noch nicht vollstandig geklart ”.
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4.5 Klinische Relevanz und Ausblick

Eine erniedrigte NO-Bioaktivitdt steht in Verbindung mit endothelialer
Dysfunktion, eingeschrankter vaskuldrer Homeostase und Arteriosklerose °.
Flavanole erhéhen die NO-Bioverflugbarkeit und schitzen zusatzlich als
Antioxidantien vor Radikalen und verhindern dadurch beispielsweise eine
Oxidation von NO mit radikalen Sauerstoffspezies zum schadlichen Peroxynitrit
13.75.9% Des Weiteren spielen sie unter anderem eine Rolle in der Modulation des
Immunsystems, der Thrombozytenaggregation und -adhesion, vaskularen

Gefalreparaturmechanismen "

, der Leukozytenadhesion, der LDL-Oxidation
und Hypercholesterinamie **.

Langzeitstudien mit einer wiederholten Gabe von flavanolreicher Schokolade
Uber mehrere Wochen konnten eine signifikante Senkung des Blutdrucks von
hypertensiven Patienten nachweisen ahnlich der Wirkung von gebrauchlichen

antihypertensiven Medikamenten ' %8 159

und vermehrt S-Nitrosogluthation
messen welches als NO- Speicher im Plasma gilt '®°. Es konnte eine verbesserte
Insulinresistenz und FMD sowohl bei hypertensiven Patienten als auch bei
Gesunden gemessen werden '°'. Die positiven Wirkungen von Epicatechin und
anderen Flavanolen konnten auch in anderen Bereichen gezeigt werden. So wird
griner Tee (reich an Epicatechin) in Japan beispielsweise als Getrank zur
Krebspravention betrachtet '°%64.

Es gibt viele Studien Uber die Wirkungen von flavanolreichem Kakao, jedoch
wenig Uber die Wirkung von Epicatechin im Menschen. Da ein Grofdteil der
Wirkung von flavanolreichen Kakao auf das Flavanol Epicatechin zurlickgefuhrt

" wurde in dieser Studie die spezifische Wirkung von

werden konnte
Epicatechin auf den gewebsstandigen und plasmatischen NO-Pool im akuten
Rahmen am Mausmodell untersucht. Die Untersuchung von Veranderungen des
NO-Pools im Gewebe und Plasma auf langere Sicht nach chronischer
Epicatechingabe waren in diesem Zusammenhang von Interesse. Der genaue
Mechanismus, (ber den Epicatechin und andere Flavanole die NO-
Bioverfligbarkeit erhdhen, ist Gegenstand weiterfiihrender Studien. Da sich die
Wirkung von Epicatechin in Kurzzeit- und Langzeitstudien zu unterscheiden

scheint

ware beispielsweise eine Untersuchung des dosisabhangigen Effekts
von Epicatechin auf den NO-Pool im Gewebe und Plasma von eNOS knock-out
Mausen im akuten und Langzeitversuch moglich. Auflerdem mussten

prooxidative schadliche Effekte von Epicatechin ausgeschlossen werden ™.
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Eine Behandlung mit Epicatechin oder anderen Flavanolen als Antioxidantien
und Modulatoren der NO- Bioverfugbarkeit und —Aktivitat im Zusammenhang mit
dem Schutz bzw Aufhalten von endothelialer Dysfunktion und Arteriosklerose ist
von wachsendem Interesse.

Die ersten Nahrungserganzungsmittel in Form von Kakaopolyphenolen sind
schon auf dem Markt erschienen (z.B. Kakao-Polyphenole von Nutrilife,
Frankreich). So scheint auch der Einsatz von Epicatechin als
Nahrungserganzungsmittel zur Pravention der Hypertonie, Hypercholesterinamie,
Diabetes mellitus, Thrombose, Krebserkankungen, Herzinfarkte oder
Schlaganfalle eine Rolle spielen. Epicatechin als Medikament konnte
maoglicherweise die Wirkung anderer Medikamente wie ACE-Hemmer, Statine
oder ASS unterstitzen. Der Vorteil gegentber der Einnahme von flavanolreichen
Kakaogetranken oder flavanolreicher Schokolade ware ein niedrigerer
Kaloriengehalt.

Die genauen Wirkmechanismen, Uber die Epicatechin seine positiven Effekte
erreicht, mogliche Nebenwirkungen und der Metabolismus im Menschen ist noch
Gegenstand von Untersuchungen. Es missen, nach einer Validierung am
Tiermodell und in vitro Studien, grofRe, randomisierte, Plazebo-kontrollierte
Langzeitstudien mit harten Endpunkten wie Morbiditdt und Mortalitdt am

Menschen durchgefiihrt werden .
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5. Zusammenfassung

In epidemiologischen Studien konnte gezeigt werden, dass die Einnahme von
Polyphenolen, welche besonders in Rotwein, Tee, Frichten und Kakao
vorkommen, mit einer Reduktion die Mortalitat und Morbiditat einhergehen. Eines
ihrer wichtigsten Vertreter ist das Epicatechin, welches als das Hauptflavanol in
flavanolreichem Kakao identifiziert werden konnte.

Die positiven Effekte der Epicatechine auf das kardiovaskulare System werden
unter anderem im Zusammenhang mit einer erhéhten Stickstoffmonoxid (NO)-
Bioverfligbarkeit und NO-Bioaktivitdt gesehen und deren protektiven Wirkung auf
die endotheliale Dysfunktion.

Sowohl plasmatisches als auch gewebsstiandiges Nitrit und Nitrat,
Oxidationsprodukte von NO, als auch das im Plasma gebundene NO,
Nitrosospezies (RNO), gelten als endokrine Speicher von NO.

In der vorliegenden experimentellen Studie wurde die Wirkung von oral
aufgenommenen reinen Epicatechin auf den NO-Pool in einem murinen Modell
sowohl im Plasma als auch im Gewebe charakterisiert.

Die Ergebnisse dieser Studie lassen sich wie folgt zusammenfassen:

1. Es wurde eine neue Methode zur Gewebeperfusion im Mausmodell
etabliert, welche eine Charakterisierung von Nitrit, Nitrat und
Nitrosospezies in vivo erlaubt.

2. 30 Minuten nach oraler Gabe von Epicatechin konnten bereits die
héchsten Plasmakonzentrationen von Epicatechin und dessen Metabolite
bestimmt werden.

3. Die orale Epicatechingabe flihrte zu einer signifikanten Reduktion des
Nitritspiegels im Gewebe und einem gleichzeitigen Anstieg im Plasma.

4. Die Nitrosospezies waren von der Epicatechin-Gabe unbeeinflusst.
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