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Zusammenfassung

Es besteht zunehmende Evidenz dafiir, dass Flavanole einen positiven Effekt auf das kardiovaskulare
System ausiben und der Konsum mit einer sinkenden Morbiditdt und Mortalitit von
kardiovaskularen Erkrankungen assoziiert ist. Flavanole werden tiber die Nahrung aufgenommen und
kommen u.a. in Kakao, Tee und Wein vor. Die vermuteten Mechanismen, die an der Vermittlung des
protektiven Effektes der Flavanole beteiligt sind, sind noch nicht eindeutig geklart. Bisherige
Erkenntnisse zeigen an, dass eine Erhéhung der NO-Bioverfligbarkeit durch Beeinflussung der
endothelialen NO-Synthase (eNOS) und die Modulation des Redoxstatus der Endothelzellen in die

Mechanismen involviert sind.

Das Flavanol (-)-Epicatechin ist dabei von besonderer Bedeutung, da es in flavanol-haltigen
Lebensmitteln hoch konzentriert vorkommt und nach Aufnahme umfangreich metabolisiert wird. Die
entstehenden (-)-Epicatechin-Metaboliten erreichen dabei héhere Plasmaspiegel als Metaboliten
anderer Flavanole. Ein direkter Zusammenhang zwischen der eNOS-bedingten NO-Produktion in
Endothelzellen und der Wirkung von (-)-Epicatechin und seinen Metaboliten konnte bisher nicht
gezeigt werden. Der redoxsensitive Transkriptionsfaktor nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2
(Nrf-2) ist unter oxidativem Stress an der Modulation von antioxidativen Enzymen und
Redoxproteinen beteiligt. Eine Induktion der transkriptionalen Aktivitdt von Nrf-2 kann durch
oxidative und elektrophile Molekiile induziert werden, moglicherweise auch durch (-)-Epicatechin

und seine Metaboliten.

Das Bestreben der vorliegenden Arbeit ist es die Wirkungsweisen und Effekte von (-)-Epicatechin und
seinen Metaboliten in-vitro mittels Zellkultur an humanen Endothelzellen zu untersuchen. Es konnte
gezeigt werden, dass (-)-Epicatechin und seine Metaboliten sowohl die Expression als auch die
Aktivierung der eNOS erhéhen. Wobei sich im Western Blot die Erhohung der eNOS-Expression und
eNOS-Phosphorylierung unter Stressbedingungen hervorgerufen durch Serumverarmung (Starving)
verstarkt zeigte. Auch konnte durch (-)-Epicatechin eine schiitzende Wirkung gegeniiber oxidativem
Schaden nachgewiesen werden. (-)-Epicatechin und seine Metaboliten bewirkten unter Starving eine
Hochregulation der Expression antioxidativer, teils Nrf-2-regulierter Enzyme (Hamoxygenase-1
(HO-1), Superoxiddismutase (SOD), Catalase (CAT), Glutathionperoxidase (GPx) und Enzyme der
Glutathionsynthese (Glutamate-cysteine ligase, catalytic subunit (GCLC), Glutamate-cysteine ligase,
regulatory subunit (GCLM)). Nach (-)-Epicatechin-Behandlung konnte mittels Konfokalmikroskopie
die Erhohung der Translokation von Nrf-2 in den Zellkern gezeigt werden. Die Durchfiihrung einer

Nrf-2 Bindung an Antioxidant Responsive Elements (AREs) mittels TransAM ermoglichte nach



(-)-Epicatechin-Behandlung den Nachweis einer erhéhten Bindung von Nrf-2 an ARE.
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass (-)-Epicatechin und seine Metaboliten durch
Erhéhung der NO-Bioverfligbarkeit und Beeinflussung von antioxidativen Schutzmechanismen,
insbesondere unter oxidativem Stress, positive Effekte auf das Endothel vermittelt. Die Aufdeckung
der Effektvermittlung von (-)-Epicatechin kann dazu beitragen die protektiven Wirkungen von
(-)-Epicatechin gezielt fir die Aufrechterhaltung protektiver physiologischer Mechanismen anwenden

zu kénnen.



Inhaltsverzeichnis

Zusammenfassung

Inhaltsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

Tabellenverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

1.

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.7.

1.8.

1.9.

1.10.

2.1

2.2.

2.3.

Einleitung

Effekte von Flavanolen auf das kardiovaskuldre System

Bedeutung von NO und oxidativem Stress bei der endothelialen Dysfunktion
Funktionsmechanismen der eNOS

Posttranskriptionale Modifikationen der eNOS

Molekulare Wirkungsweisen von (-)-Epicatechin

Bedeutung der (-)-Epicatechin-Metaboliten

Wirkungsweise des Transkriptionsfaktors Nrf-2

Beeinflussung von Redoxproteinen

Bedeutung von Glutathion bei oxidativem Stress

Ziel der Arbeit

Material und Methoden

2.1.1.

2.1.2.

2.1.3.

2.1.4.

2.1.5.

2.1.6.

2.2.1.

2.2.2.

2.3.1.

Zellkultur und experimentelle Methoden

Medium und Zusatze fiir Zellkulturen

Kultivierung der HUVEC-Zellkultur

Herstellung eines Zellpellets

Bestimmung der Zellviabilitat mittels Neutralrotfarbung
Bestimmung der eNOS-Aktivitat mittels Diaminofluorescein (DAF-FM)
Bestimmung der H,0,-Produktion mittels Peroxid Assay
Biochemische Methoden

GSH-Bestimmung

Proteinbestimmung mit DC Protein Assay

Western Blot

Low-temperature PAGE

Vil

Vil

10

12

13

14

16

19

19

19

19

20

20

20

21

21

21

22

22



2.4.

2.5.

3.1

3.2,

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.

4.1.

4.2.

2.3.2. Behandlung der Metaboliten mit/ohne Starving

2.3.3. (-)-Epicatechin und Metaboliten: eNOS, pNOS, HO-1, SOD, CAT, GPx, GCLM, GCLC
2.3.4. Kernextraktion

2.3.5. Western Blot mit Kernextrakten

Konfokalmikroskopie

2.4.1. Nrf-2 Anfarbung und Bestimmung der Nrf-2-Translokation mittels Konfokalmikroskopie

Molekularbiologische Methoden

2.5.1. Bestimmung der Nrf-2-Bindungsaktivitat

Ergebnisse

Expression der eNOS in verschiedenen Zellpassagen

Stimulation und Inhibition der eNOS

Protektive Effekte von (-)-Epicatechin auf die H,0,-induzierte Zellschadigung
Bestimmung der H,0,-Produktion nach (-)-Epicatechin-Behandlung

(-)-Epicatechin und seine Metaboliten erh6hen die eNOS-Expression

(-)-Epicatechin induziert die Translokation von Nrf-2 in den Zellkern

(-)-Epicatechin beeinflusst die Nrf-2-Expression im Zellkern

(-)-Epicatechin erhoht unter Starving die Expression von HO-1, SOD, CAT und GPx
Einfluss von (-)-Epicatechin-Metaboliten auf die Glutamatcysteinligase (GCL)-Expression
(-)-Epicatechin hat keinen Einfluss auf das GSH/GSSG-Level

Diskussion

Endothelzellen und der Einfluss von NO

4.1.1. HUVEC-Zellen als in vitro-Modell zur Untersuchung von Effekten auf Endothelzellen
4.1.2. Unterschiede in der eNOS-Expression zwischen den Passagen
4.1.3. Einfluss der Passagierung auf das Dimer/Monomer-Verhéltnis

4.1.4. Stimulation und Inhibition der NO-Produktion
Effekte von (-)-Epicatechin
4.2.1. Toxizitat von H, 0, auf (-)-Epicatechin-vorbehandelte Endothelzellen
4.2.2. Unspezifische H,0,-Produktion im Medium nach (-)-Epicatechin-Behandlung
4.2.3. Einfluss von (-)-Epicatechin auf eNOS und pSer-1177-eNOS

4.2.4, Einfluss von (-)-Epicatechin-Metaboliten auf eNOS und pSer-1177-eNOS

23

23

23

24

24

24

25

25

26

26

29

30

31

33

37

39

41

45

49

50

50

50

51

52

53

54

54

55

56

57



4.3.

4.4.

5.

4.2.5. Starving und die Beeinflussung der (-)-Epicatechin- und Metabolitenwirkung
Effekte von (-)-Epicatechin auf die Transkriptionsfaktoren Nrf-1 und Nrf-2
4.3.1. (-)-Epicatechin bewirkt die Nrf-2 Translokation in den Zellkern
4.3.2. (-)-Epicatechin vermittelt eine Verminderung der Nrf-2-/Nrf-1-Expression
4.3.3. Beeinflussung der ARE-Genexpression durch (-)-Epicatechin
Beeinflussung des Redoxstatus durch (-)-Epicatechin und seine Metaboliten
4.4.1. (-)-Epicatechin verdndert die Expression von Redoxproteinen
4.4.2. (-)-Epicatechin-Metaboliten haben Einfluss auf die Glutamatcysteinligase (GCL)-Expression
4.4.3. Effekte zwischen (-)-Epicatechin und Glutathion

Schlussfolgerung und Ausblick

Literaturverzeichnis

Danksagung

Eidesstattliche Versicherung

Vi

58

59

59

59

60

61

61

62

63

65

67

81

82



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Strukturformel FIAVANOIE.........uuviiiii e e e e e e e e e e e e e e ettt raeeeeaaaaaens 1
Abbildung 2: Effekte von (-)-Epicatechin auf das ENdOthel ...........coooooiiiiiiiiiiii e 2

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Mechanismus der eNOS-Aktivierung bzw. des eNOS-Uncoupling....5

Abbildung 4: BildUNZ VON PEIOXYNILITT .. ...ueeiiiiiiiiiie e et e e e e e e e e e e e e e e e e s saaaraeeeeeaeaeessssnnssraneeeeaaaeeeans 6
Abbildung 5: Modell zur Regulation des Keap-1/Nrf-2-SignalWegs ..........coovvueeeeeiireieeiiiirieeeeecreeeeeeeaeeeeeeevreee e 11
Abbildung 6: Synthese von GIUtathion (GSH) .........oiiiiiiiiiiieee e e e e e e e e e e e e e e e eanbaaaaaeaaaaans 13
Abbildung 7: Oxidation und Reduktion von Glutathion (GSH)........ccooiiiiiiiie e 14
Abbildung 8: eNOS-Expression als Marker fiir die Stabilitat von HUVEC-Zellen........ccccccviiiieeiiiiiiiiniiiiieeeeeenn. 27
Abbildung 9: Dimer/Monomer-Verhaltnis unterschiedlicher Passagen.......cc.ueeeeecveeeeiiiiveeeeeecreeeeeeeieeeeeeiveee e 28
Abbildung 10: Bestimmung der NO-Level in HUVEC-Zellen mittels DAF.........covieiiiieiiiiciiiieeee e eecveree e 29
Abbildung 11: Wachstumseffekte von (-)-EPiCateChin ..........eoeeeiiiiii i 30
Abbildung 12: Zellviabilitat von (-)-Epicatechin-behandelten HUVEC-Zellen unter H,0,-Einfluss ...................... 31
Abbildung 13: TBHQ erhohte die unspezifische H;05-Produktion ............c.eeeeeiiiiiiiiiiiiiieeeee e, 32
Abbildung 14: (-)-Epicatechin induziert keine unspezifische H,0,-Produktion im Medium ..............ccccvvvvveeeenn.. 32
Abbildung 15: (-)-Epicatechin erhoht die @NOS-EXPreSSiON ......cccieeeeiiicciiiiiiiiiee e e e e eeeerrre e e e e e e e enearaa e e eeeeas 35
Abbildung 16: (-)-Epicatechin und seine Metaboliten erhéhen die eNOS-EXPression .......cccccceveeevivieeeeencvveeennn. 36
Abbildung 17: (-)-Epicatechin und seine Metaboliten erhéhen die eNOS-Expression (Starving)...........ccceeveeeen... 37
Abbildung 18: (-)-Epicatechin induziert die Translokation von Nrf-2 in den Zellkern.........ccccccoeeeeiiicciiiiiinneneennn. 38
Abbildung 19: (-)-Epicatechin bewirkt eine Runterregulation der Nrf-2 EXpression .........cccceeecvveeeeiiieeeeseciveeeenn. 40
Abbildung 20: (-)-Epicatechin beeinflusst die Nrf-2-Bindung an ARE............ccovuiiiiiieiiiieeniee et 41
Abbildung 21: (-)-Epicatechin fiihrt zu keiner Erhéhung der Expression verschiedener Redoxproteine ............. 42
Abbildung 22: (-)-Epicatechin erhoht die Expression verschiedener Redoxproteine (Starving) ..........ccccvvveeeen... 44
Abbildung 23: (-)-Epicatechin bzw. -Metaboliten bewirken eine Runterregulation der GCLC-Expression........... 45
Abbildung 24: (-)-Epicatechin bzw. -Metaboliten bewirken eine Runterregulation der GCLM-Expression.......... 46

Abbildung 25: (-)-Epicatechin bzw. -Metaboliten bewirken eine Erhéhung der GCLC-Expression (Starving) ...... 47
Abbildung 26: (-)-Epicatechin bzw. -Metaboliten bewirken eine Erhéhung der GCLM-Expression (Starving) ..... 48
Abbildung 27: (-)-Epicatechin hat keinen Einfluss auf das GSH/GSSG-Level in HUVEC-Zellen ...........cccveeeuvenneee. 49

Vil



Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: CheMIKAIIEN ..coiiieie ettt ettt e st e st e bt esbe e e sareeesmbeesaneeesane 16
Tabelle 2: VErweNdete KitS .......coviiiiieiiiie ettt ettt sr e st e e st e sne e e snee e smreeennneenane 17
L] = SR R CT=T o= TP S PSPPSR PPUPPPPPOPP 18
TADEIIE 41 SOFEWAIE et ettt e e e bbbt e e s e abb et e e e aabbe e e e e aabr et e e s aanbeeeesanrneeas 18
Tabelle 5: EINGESETZEE ANTIKOIPEI ... .ciiiii it e e e e e e s e e e e e eeeeeeesssaebttsaeeeeaeeeeeeaesnnnsnnnns 22

Vil



Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung

3G Epicatechin-5-O-8-D-glucuronide H,0, Wasserstoffperoxid

3S Epicatechin-5-sulfate HO-1 Hamoxygenase-1

5S 3°-0-Methylepicatechin-4’-sulfate HSP90 Heat shock protein 90kD

ACE Angiotensin Converting Enzyme HUVECS Human umbilical vein endothelial cells
AKT Proteinkinase B Gen Keap-1 Kelch-like ECH-associated protein

AMPK AMP-activated protein kinase KG Kérpergewicht

ANOVA Analysis of variance L-Arg L-Arginin

ARE Antioxidant responsive element LDL Low Density Lipoprotein

ATP Adenosine-triphosphate L-NAME Nitro-L-Arginine-methyl ester hydrochlorid
BH, Dihydrobiopterin MAF-Protein | Multicopy associated filamentation protein
BH, Tetrahydrobiopterin max. Maximum

bzw. Beziehungsweise min. Minimum

ca® Calcium mRNA Messenger RNA

Cal Calcium-lonophor NADPH Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
CaM Calmodulin NO Nitric oxide

cAMP Cyclic adensine monophosphate NR Neutralrot

CAT Catalase Nrf-2 Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2
CAV1 Caveolin 1 0, Superoxid-Anion

cGMP Cyclic guanosine-monophosphate ONOO Peroxynitrit-Anion

co Kohlenstoffmonoxid p Statistical probability value

d.h. Das heildt PBS Phosphate buffered saline

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium PI3K Phosphoinositid-3-Kinasen

DNA Deoxyribonucleic acid PKA Proteinkinase A

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid PKC Proteinkinase C

EGCG Epigallocatechingallate RNA Ribonucleic acid

eNOoS Endothelial nitric oxide synthase ROS Reactive oxygen species

Epi (-)-Epicatechin Ser- Serin

EpRE Electrophile responsive element SMAF-Protein | Small multicopy associated filamentation protein
FAD Flavin-adenine-dinucleotide SOD Superoxiddismutase

FCS Fetal calb serum SRA Sample reducting agent

FMN Flavin-mononucleotide TBHQ Tert-Butylhydroquinone

GCL Glutamate cysteine ligase TBS Tris buffered solution

GCLC GCL, catalytic subunit Thy- Threonin

GCLM GCL, cysteine ligase, regulatory subunit | Tris Tris(hydroxymethyl) aminomethane

GPx Glutathionperoxidase Tris-HCI Tris-hydrochloride

GSH Glutathion, reduziert T-TBS Tween-tris buffered solution

GSSG Glutathion-Disulfid, oxidiert u.a. Unter anderem

h Stunde VEGF Vascular endothelium growth factor

H20 Wasser z.B. Zum Beispiel




1. Einleitung

1.1. Effekte von Flavanolen auf das kardiovaskuldre System

Flavonoide sind in Pflanzen enthalten und umfassen eine groRe Gruppe polyphenolischer
Verbindungen. Dabei lassen sich die Flavonoide in Flavone (Apigenin, Luteolin u.a.), Flavonole
(Quercetin, Kaempferol, Myricetin, Fisetin u.a.), Flavanone (Hesperetin, Naringenin u.a.), Flavanonole
(Taxifolin u.a.), Isoflavone (Genistein, Daidzein u.a.) und Flavanole (Catechin, Epigallocatechingallat,
(-)-Epicatechin u.a.) unterteilen (Kumar et al. 2013). Flavonoide bestehen chemisch aus einem
15-Kohlenstoff-Gerlist und aus zwei Benzol-Ringen (A, C, Abbildung 1) verbunden durch einen
heterozyklischen Pyranring (B, Abbildung 1). Die Bioverfligbarkeit, der Metabolismus und die
biologische Aktivitdt der Flavonoide sind dabei abhangig von der strukturellen Klasse, dem Grad der
Hydroxylierung, der Substitution und Konjugation von funktionellen Gruppen und dem Grad der
Polymerisation (Heim et al. 2002, Kumar et al. 2013). Die Radikalfanger-Aktivitat wird dabei
beispielsweise grundlegend durch die Anzahl der phenolischen OH-Gruppen bestimmt (Johnson et al.

2000, Williams et al. 2004).

“non

Abbildung 1: Strukturformel Flavanole
Entsprechend des Flavonoid-Grundgeristes sind die Flavanole aus zwei Benzol-Ringen (A,C) verbunden durch einen
Pyranring (B) aufgebaut.

Von Menschen und Tieren kdnnen Flavanole nicht synthetisiert werden (Koes et al. 2005) und
miissen daher Gber die Nahrung aufgenommen werden, in der sie insbesondere in Tee, Wein, Kakao,
Apfeln, Pflaumen, Granatapfel und Beeren vorkommen (Neveu et al. 2010, Ottaviani et al. 2012). Es
konnte gezeigt werden, dass der Konsum von Flavanol-haltigen Nahrungsmitteln (Kakao, griiner Tee,
Rotwein) einen positiven Effekt auf das kardiovaskuldre System vermittelt und die Wiederherstellung
der endothelialen Funktion bewirkt (Schroeter et al. 2006, Heiss et al. 2007, Balzer et al. 2008,
Hooper et al. 2008). AulRerdem ist eine sinkende Morbiditdt und Mortalitdt von kardiovaskuldren

Erkrankungen mit dem Konsum von Flavanolen assoziiert (Heiss et al. 2010).



Der Mechanismus, der zur Senkung der Inzidenz von kardiovaskuldren Erkrankungen fiihrt, ist bisher
noch nicht vollstiandig verstanden (Schroeter et al. 2006). Es wird angenommen, dass Flavanole wie
das (-)-Epicatechin eine Wirkung auf das kardiovaskulare System insbesondere (iber das Endothel
vermitteln, indem sie endotheliale Funktionen verbessern und ein Absinken des Blutdrucks sowie
eine verbesserte Stickstoffmonoxid (NO)-Verfligbarkeit bedingen (Schroeter et al. 2006, Ottaviani et
al. 2011). Auch bewirken die Flavanole eine Reduktion der Thrombozytenaggregation (Ostertag et al.
2010) (Abbildung 2). Um die Rolle von Flavanolen in der Effektvermittlung auf Endothelzellen weiter
charakterisieren zu kénnen, wurden in dieser Arbeit in-vitro Experimente an endothelialen HUVEC-
Zellen durchgefiihrt. Zur Validierung des HUVEC-Modells wurden zunadchst geeignete Passagen
anhand der endothelialen NO-Synthase (eNOS-)-Expression, eNOS-Phosphorylierung und des

Dimer/Monomer-Verhéltnisses bestimmt sowie die eNOS-Aktivitat in HUVEC-Zellen verifiziert.

(-)-Epicatechin OH
OH
HO o)
o
OH
Verbjsif‘n'll_n? i Absenken des Verbesserte Tlt‘edukzlon der
endothetialen Blutdrucks NO-Verfligbarkeit rom ozYten-
Funktion aggregation
N\ J

~

Morbiditat / Mortalitat kardiovaskulérer Erkrankung §

Abbildung 2: Effekte von (-)-Epicatechin auf das Endothel

Das Flavanol (-)-Epicatechin, dass leicht absorbiert und im Koérper intensiv metabolisiert werden
kann, scheint fur die positiven Effekte der Flavanole verantwortlich zu sein (Schroeter et al. 2006,
Ottaviani et al. 2011, Ottaviani et al. 2012). Aus diesem Grund wurde (-)-Epicatechin fir die
Experimente an Endothelzellen in dieser Arbeit ausgewahlt. Die molekularen Mechanismen, die
hinter der (-)-Epicatechinwirkung stehen, sind noch nicht vollstandig entschliisselt. Da in der Literatur

dhnliche Wirkungsweisen anhand u.a. der Flavonoide Quercetin (Johnson et al. 2000, Chow et al.



2005, Ramyaa et al. 2013) und Epigallocatechingallat (Johnson et al. 2000, Wang et al. 2015)
umfangreich untersucht wurden, wurde diese als Vergleichssubstanzen zu (-)-Epicatechin
herangezogen. Dennoch ist zu beachten, dass trotz einer geringfligigen Strukturdnderung von
Quercetin und Epigallocatechingallat im Vergleich zu (-)-Epicatechin, groRe Unterschiede in der

molekularen Wirkungsweise und der Bioaktivitdt zwischen den beiden Substanzen bestehen kénnen.

Bei den Wirkmechanismen von (-)-Epicatechin nehmen vermutlich die Erhéhung der NO-
Bioverfligbarkeit und die Modulation des Redoxstatus eine zentrale Rolle ein. Steffen et al. konnten
eine (-)-Epicatechin-vermittelte NO-Erhohung in Endothelzellen durch Inhibition der NADPH-Oxidase
zeigen (Steffen et al. 2007). Eine Erhéhung der NO-Bioverfiigbarkeit durch direkte Aktivierung der
eNOS konnte einen weiteren Mechanismus darstellen und ist Teil der thematischen Ausrichtung
dieser Arbeit. Uber die antioxidativen Effekte von (-)-Epicatechin ist bisher bekannt, dass darin
sowohl| der Schutz von Zellen gegeniiber oxidiertem LDL (Schewe et al. 2008) und 7-beta-OH-
Cholesterol (Steffen et al. 2005, Steffen et al. 2006, Steffen et al. 2007) als auch die Beeinflussung der
Aktivitat der prooxidativen NADPH-Oxidase involviert sind (Steffen et al. 2007, Schewe et al. 2008).
Da die Beeinflussung des Redoxstatus der GefdRzellen durch (-)-Epicatechin wesentlich an der
Wirkung beteiligt zu sein scheint, wurde in der vorliegenden Arbeit auch der Fragestellung nach dem

Einfluss von (-)-Epicatechin auf verschiedene Redoxproteine nachgegangen.

1.2, Bedeutung von NO und oxidativem Stress bei der endothelialen Dysfunktion

Die Endothelzellen spielen eine bedeutende Rolle in der Blutdruckregulation, der Kontrolle der
Hamostase sowie der Kontrolle und Bildung bioaktiver Molekiile. Sie dienen dabei als Target fir
endogene Molekile und sind an Entziindungsreaktionen und Immunantworten beteiligt. Einen
wichtigen Regulator des GefaRtonus und des Blutdrucks stellt Stickstoffmonoxid (NO) dar (lgnarro
2002). Palmer et al. konnten zeigen, dass die NO-Synthase Ill oder auch endotheliale Nitric oxide
Synthase (eNOS) fir die NO-Produktion in Endothelzellen verantwortlich ist (Palmer et al. 1988).
Viele antiatherogene Funktionen, die antiinflammatorische, antithrombotische, antiproliferative und
antioxidative Effekte umfassen, werden durch NO vermittelt (lgnarro 2002). NO, dem eine
bedeutende Rolle in der Bestimmung und Unterstitzung der endothelialen Funktion zukommt
(Rassaf et al. 2006, Sessa 2009), ist vorwiegend in den Caveolae der Plasmamembran lokalisiert
(Hecker et al. 1994). Es konnte gezeigt werden, dass Palmitoylierung fir die Lokalisation von eNOS in
den Caveolae notwendig ist und hiertiber die Frequenz und das Ausmal der NO-Freisetzung reguliert
werden kann (Liu et al. 1996). Bei Patienten mit Diabetes mellitus wurde eine verminderte Anzahl

von endothelialen Caveolae festgestellt (Cassuto et al. 2014).



Neben Diabetikern zeigen auch Patienten mit kardiovaskularen Erkrankungen und Risikofaktoren wie
Hypertension, Hypercholesterindmie und Nikotinkonsum eine endotheliale Dysfunktion d.h. die
Unfahigkeit des Endothels addquate Mengen an bioaktivem NO zu generieren und eine
NO-vermittelte Vasodilatation zu bewirken (Forstermann et al. 2012). Ein Rickgang der
NO-Bioverfiigbarkeit bewirkt eine chronische Dysfunktion des Endothels mit einer gestorten
Homoostase groRerer Gefille, einer Intima-Verdichtung, dem Verlust der Gefal3elastizitdt sowie der
Thrombusbildung. (Sessa 2009). Als Ursachen hierflir kénnen ein Abfall der eNOS-Expression (Wilcox
et al. 1997), ein Mangel an Substraten oder Kofaktoren (Pou et al. 1992), Veranderungen des
zellularen Signalwirkung mit Beeinflussung der eNOS-Aktivitat (Shimokawa et al. 1991) sowie eine
beschleunigte NO-Elimination durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) verantwortlich sein (Harrison

1997).

Eine ansteigende Produktion von ROS mit Anstieg des vaskuldren oxidativen Stresses tragen zu den
Mechanismen der endothelialen Dysfunktion bei (Forstermann 2008) und sind mit kardiovaskuldre
Risikofaktoren und Erkrankungen assoziiert (Cai et al. 2000, Forstermann et al. 2012). Bei oxidativem
Stress ist das Gleichgewicht zwischen endogenen ROS und Antioxidantien zugunsten der ROS
verschoben. Wasserstoffperoxid (H,0,), Hydroperoxid, Superoxid-Anionen (O,’) sowie Hydroxyl- und
Peroxylradikale werden u.a. zu den ROS gezahlt (Forstermann 2008). Verschiedene Enzyme wie die
NADPH-Oxidase (Warnholtz et al. 1999, Li et al. 2001), die Xanthin-Oxidase (Ohara et al. 1993, White
et al. 1996), Enzyme der mitochondrialen Atmungskette (Turrens 2003) und die uncoupled eNOS
(Vasquez-Vivar et al. 1998) sind im Endothel an der Entstehung von ROS beteiligt. Die GbermaRige
Produktion von ROS induziert Prozesse, die biologische Makromolekiile, wie DNA, Protein,
Kohlenhydrate und Lipide oxidieren. Es existiert (ibereinstimmende Evidenz dafiir, dass oxidativer
Stress als Hauptinitiator der endothelialen Zellschadigung fiir die Pathogenese von kardiovaskularen

Erkrankungen und Funktionsstérungen verantwortlich ist (Dernbach et al. 2004, Higashi et al. 2009).

Da sowohl die verminderte NO-Produktion als auch die Bildung von ROS in Zusammenhang mit
oxidativem Stress wesentliche fiir die Entstehung einer endothelialen Dysfunktion verantwortlich
sind, besteht besonderes Interesse daran Beeinflussungen dieser zelluldren Systeme bei der
Entschlisselung der kardioprotektiven Wirkung von (-)-Epicatechin zu analysieren. Da oxidativer
Stress die Funktionsfahigkeit der eNOS beeinflusst, ist es wichtig das Vorkommen einer
unspezifischen ROS-Bildung nach Zugabe von Behandlungssubstanzen zu eruieren. Um dies
ergriinden zu konnen, wurde (-)-Epicatechin auf eine mogliche unspezifische H,0,-Produktion

untersucht. AuBerdem wurde bestimmt, ob (-)-Epicatechin eine schiitzende Wirkung gegeniber



ansteigenden H,0,-Konzentrationen vermittelt. Dies ist von entscheidender Bedeutung, um die

beobachteten Effekte nachfolgender Experimente mit (-)-Epicatechin interpretieren zu kénnen.

1.3. Funktionsmechanismen der eNOS

Das Uncoupling der eNOS fihrt zu einem dysfunktionalen Enzym, das entweder durch einen
gestorten Elektronentransfer zwischen Reduktase- und Oxygenasedomane oder die Auftrennung der
eNOS in ihre zwei Monomere verursacht wird, wodurch ebenfalls kein Elektronenfluss zustande
kommt. Die eNOS-Monomere sind katalytisch inaktiv und kénnen weder L-Arginin noch
Tetrahydrobiopterin (BH,) binden (Ghosh et al. 1997). BH, und Ham sind aber bei der NO-Produktion
essentiell an der Dimerisierung beteiligt und werden fiir den Elektronentransfer benétigt (Andrew et

al. 1999, Balligand et al. 2009)(Abbildung 3).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des Mechanismus der eNOS-Aktivierung bzw. des eNOS-Uncoupling

A) Unter normalen Bedingungen, coupled eNOS (aktiv), B) U.a. bei BH,-Mangel, uncoupled eNOS (inaktiv).

A) Die NO-Synthase besteht aus zwei identischen Monomeren und produziert enzymatisch aus L-Arginin NO. In jedem
Monomer bindet die amino-terminale Oxygenasedomain eine prosthetische Ham-Gruppe, Tetrahydrobiopterin (BH,),
Sauerstoff und das Substrat L-Arginin. Eine Peptidesequenz mit einer Calmodulin-Bindungsstelle verbindet die
Oxygenasedomain mit der carboxy-terminalen Reduktasedomain mit Bindungsstellen fiir FAD, FMN und NADPH. Diese
Peptidsequenz kontrolliert den Elektronentransfer von der Reduktase zur entgegengesetzten Oxygenasedomain liber das
Dimer. Es kommt zum schrittweisen Elektronentransfer ausgelost durch NADPH-Bindung an die Reduktasedomain.
Elektronen werden von NADPH zu FAD und dann zu FMN transferiert. Die Elektronen werden auf das Ham der
Oxygenasedomain Ubertragen, sodass das Ham-gebundene Eisen (Fe3+) zu Eisen (Fe2+) reagiert, das Sauerstoff aktiv binden
kann. In der Oxygenasedomain wird L-Arginin zu L-Citrullin und NO oxidiert. Nur als Dimer ist die eNOS aktiv (Andrew et al.
1999, Balligand et al. 2009).

B) U.a. bei Mangel an BH, ist der Elektronentransfer von der Reduktasedoméne zur Oxygenasedomane gestort. Die eNOS
wird von der L-Arginin Oxidation entkoppelt und produziert Superoxide anstelle von NO (Andrew et al. 1999, Balligand et al.
2009). Die Abbildung ist angelehnt an Forstermann et al. (Forstermann et al. 2012).



Es gibt eine Vielzahl von potentiellen Mechanismen, die zu einem Uncoupling der NOS fiihren. Die
groRte Evidenz besteht fiir einen BH,;-Mangel als Mechanismus des Uncoupling (Bendall et al. 2005,
Bevers et al. 2006). Durch BH;-Anlagerung an L-Arginin wédhrend der Dimerisierung mit
Elektronenfluss zur Oxygenasedoméane wird die Produktion von Superoxid-Anionen (O,’) gehemmt
(Forstermann 2010). Das Uncouping der eNOS bewirkt, dass der Elektronentransfer zwischen den
Ham-Gruppen innerhalb der eNOS gestort ist. Es kommt zu einer Bildung O,  anstelle von NO und
somit zu einer verminderten NO-Produktion und Dysregulation der Sauerstoffreduktion (Gharavi et
al. 2006). Unter ansteigendem oxidativen oder nitrosativen Stress kommt es bei gleichzeitiger

Produktion der Oxygenasedomane von NO und O, auch zur Bildung von Peroxynitrit.

0 o~

oy-+NO* ——» N\ /
N—oO

Abbildung 4: Bildung von Peroxynitrit
Superoxid-Anion (O,) reagiert mit Stickstoffmonoxid (NO) zu Peroxynitrit (ONOO').

Peroxynitrit bewirkt einen weiteren dramatischen Anstieg von oxidativem Stress und fordert
weiteres eNOS-Uncoupling (Cai et al. 2000, Werner et al. 2003, Pacher et al. 2007). Es wird vermutet,
dass Peroxynitrit BH, zu dem katalytisch-mangelhaften BH, oxidieren kann und dies zu einem
weiteren Uncoupling der eNOS mit Ungleichgewicht im BH,/BH,-Verhéltnis fuhren kann (Laursen et
al. 2001, Channon 2004). Landmesser et al. konnten zeigen, dass die NADPH-Oxidase eine
Hauptquelle der Peroxynitrit-Entstehung darstellt (Landmesser et al. 2003). Als starkes Oxidanz
schadigt Peroxynitrit die Proteinfunktion, vermittelt zelluldre Dysfunktion und induziert die Apoptose

(Poderoso 2009).

Aber auch von der eNOS produzierte O, bewirken oxidativen Stress und endotheliale Dysfunktion,
die mit kardiovaskuldaren Erkrankungen wie Hypercholesterindmie, Atherosklerose, Hypertension,
Diabetes und Herzversagen assoziiert sind (Cosentino et al. 1998, Cai et al. 2000, Ozaki et al. 2002).
Bei Diabetes mellitus und nach einem Myokardinfarkt wurden Verdnderungen des Dimer/Monomer-
Verhéltnisses der eNOS beobachtet (Cai et al. 2005, Taverne et al. 2012). Da sich (ber das
Dimer/Monomer-Verhéltnis Erkenntnisse Uber den Funktionszustand der eNOS ableiten lassen,
wurde dieses Verhaltnis in der vorliegenden Arbeit bei verschiedenen HUVEC-Passagen mittels
Western Blot ermittelt. Allerdings konnen hiertiber keine Aussagen Uber die Funktionstiichtigkeit des

Enzyms d.h. Uber die bei Elektronenfluss innerhalb der eNOS erfolgte NO-Produktion, getatigt



werden. In weiterfihrenden Versuchen wurde daher die Aktivitdt der eNOS in HUVEC-Zellen durch

Bestimmung der NO-Produktion verifiziert.

1.4. Posttranskriptionale Modifikationen der eNOS

Die endotheliale NOS kann posttranskriptional durch verschiedene Mechanismen wie z.B.
Phosphorylierung, O-glykosidische Glykosylierung, S-Nitrosylierung, Lipid-Modifikation und direkte
Protein-Protein Interaktion in ihrer Aktivitat beeinflusst werden (Balligand et al. 2009). Es ist bekannt,
dass die Regulation der eNOS-Aktivitat u.a. tUber die Expression von Heat Shock Protein 90 (HSP90)
und Caveolin-1 (CAV1) vermittelt werden kann (Fleming et al. 1999). HSP 90 fungiert als
allosterischer Modulator, indem er das Enzym aktiviert (Garcia-Cardena et al. 1998) und die
Dimerisierung der eNOS bewirkt (Pritchard et al. 2001, Song et al. 2002). Auch kann die in den
Caveolae lokalisierte eNOS mit dem in der Plasmamembran der Caveolae vorkommenden CAV1, der
ein Inhibitior der eNOS-Aktivitat darstellt, interagieren (Drab et al. 2001). Auf transkriptionaler Ebene
kann die eNOS ebenfalls reguliert werden, wobei allerdings die wichtigste Modifikation

posttranskriptional durch Phosphorylierung erfolgt (Forstermann et al. 1998).

Durch posttranskriptionale Phosphorylierung der eNOS an Ser-1177 (Menschen)/-1179 (Rind)
(Dimmeler et al. 1999, McCabe et al. 2000), Ser-635, Ser-617 (Michell et al. 2002) und Thr-83 (Fulton
et al. 2005) ist eine Aktivitatserhéhung des Enzyms in der Literatur beschrieben. Eine Inhibition der
eNOS-Aktivitat wird durch eine Phosphorylierung an Ser-116, Thr-495 (Chen et al. 1999, Li et al.
2007) und Tyr 657 (Fisslthaler et al. 2008) verursacht.

Die Akt-(Proteinkinase B) abhdngige aktivierende Phosphorylierung an Ser-1177 verursacht durch
Scherstress, Ostrogene, VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), Insulin oder Bradykinin aktiviert
die eNOS und bewirkt eine 2-3-fache Erhohung der NO-Produktion (Dimmeler et al. 1999, Fleming et
al. 2003). Eine Ca**/Calmodulin-Bindung und Ser-1177 Phosphorylierung bewirken eine Aufhebung
der Repression der NO-Synthese durch Verdrdangung des carboxy-terminalen Endes mit Entsperrung
der FMN-Bindungsdomain (Garcin et al. 2004). Dies fordert den Elektronentransfer zur
Reduktasedomane, bewirkt eine hohere Empfindlichkeit des Enzyms gegeniber niedrigen Calicium-
Konzentrationen und stellt einen zusatzlichen Mechanismus der eNOS-Aktivierung dar (McCabe et al.
2000, Fleming et al. 2003) (Abbildung 3, A). Lin et al. konnten zeigen, dass die Phosphorylierung der
eNOS an Thr-495 als Mechanismus des eNOS-Uncoupling fungiert (Lin et al. 2003). Die
Phosphorylierung an Thr-495 durch Proteinkinase C (PKC) und AMP-aktivierte Proteinkinasen (AMPK)
verringert dabei die Bindung von Calmodulin an eNOS und erniedrigt auf diese Weise die Aktivitat

des Enzyms (Fleming et al. 2001) (Abbildung 3, A).



Da durch posttranskriptionale Phosphorylierung die Aktivitdat der eNOS modifiziert werden kann und
dies einen entscheidenden Regulationsmechanismus darstellt, wurde in dieser Arbeit der
Phosphorylierungsstatus der eNOS an Ser-1177 analysiert. HUVECS-Zellen sowohl von
unterschiedlicher Passagen als auch nach Behandlung mit (-)-Epicatechin bzw. (-)-Epicatechin-
Metaboliten wurden auf die Expression dieser aktivierenden Phosphorylierung an Ser-1177
untersucht. Das Ziel ist es Erkenntnisse Uber den Aktivitdtszustandes des eNOS in den
unterschiedlichen Passagen sowie die Beeinflussung durch (-)-Epicatechin und seiner Metaboliten zu

generieren.

1.5. Molekulare Wirkungsweisen von (-)-Epicatechin

Die genauen Mechanismen wie Epicatechin die erhohte NO-Bioverfligbarkeit bewirkt, die vermutlich
mit der Vermittlung des positiven Effektes auf das kardiovaskuldre System verbunden ist, sind noch
nicht vollstandig geklart. Durch Behandlung mit (-)-Epicatechin ist eine Anhebung des Steady-State
Level von NO in vaskuldren Endothelzellen beschrieben (Steffen et al. 2007). In der Literatur wird
eine Unterteilung der (-)-Epicatechin-Wirkung in Kurz- und Langzeiteffekte vorgenommen (Schewe et
al. 2008). Es wird davon ausgegangen, dass als kurzfristige Wirkung die Anhebung der NO-Level durch
verminderte NO-Elimination in den Endothelzellen herbeigefiihrt wird. Ein Mechanismus kénnte
dabei sein, dass HUVEC-Zellen fahig sind (-)-Epicatechin zu seinem Metaboliten
3°-0O-Methylepicatechin zu methylieren (Steffen et al. 2008), der als Inhibitor der prooxidativen
NADPH-Oxidase wirkt (Steffen et al. 2007). Im GefdaRsystem ist die NADPH-Oxidase Hauptquelle fir
die Generierung von O,’, welche NO abfangen und zu Peroxynitrit reagieren kann (Herranz et al.
2012) (Abbildung 4). Durch Hemmung der NADPH-Oxidase kommt es somit zu einer ansteigenden
NO-Bioverfiigharkeit ohne das die Rate der NO-Synthese beeinflusst wird (Schewe et al. 2008). Als
Langzeiteffekt bei andauernder (-)-Epicatechin-Exposition wird vermutlich eine erhohten
eNOS-Aktivitat mit ansteigender NO-Produktion durch Verdanderungen der Genexpression und
Proteinexpression hervorgerufen (Schewe et al. 2008). Anter et al. konnten diesbezlglich eine

Aktivierung der eNOS durch Polyphenole im schwarzen Tee zeigen (Anter et al. 2004).

Um weiterflihrende Erkenntnisse (ber die Beeinflussung der eNOS als mogliches Target von
(-)-Epicatechin und seiner Metaboliten zu erlangen, wurden deren Effekte auf die eNOS-Expression
auf Proteinniveau mittels Western Blot analysiert. Dabei besteht die zentrale Fragestellung darin, ob
die mit dem kardioprotektiven Effekt assoziierte erhéhte NO-Bioverfiigbarkeit durch (-)-Epicatechin
und seine Metaboliten Uber die Erhéhung der eNOS-Expression vermittelt wird. AuRerdem soll
geklart werden, ob diese Effekte (-)-Epicatechin und/oder seinen Metaboliten zu zuschreiben sind

und welche Konzentrationen die groRten Effekte zeigen.



1.6. Bedeutung der (-)-Epicatechin-Metaboliten

Um die protektive Wirkung von Flavanolen verstehen zu koénnen, ist es von entscheidender
Bedeutung Erkenntnisse Uber das Vorkommen und die Wirkung der Metaboliten zu erlangen (Roura
et al. 2005). Es wird vermutet, dass insbesondere die gebildeten Metaboliten das Blutsystem und die
Zielorgane erreichen und sich ihre Wirkung von den in der Nahrung enthaltenden (-)-Epicatechin
unterscheidet (Roura et al. 2005, Actis-Goretta et al. 2012). Die Identifizierung und Quantifizierung
von zirkulierenden Metaboliten ist n6tig, um ihre Rolle in der Vermittlung der biologischen Effekten,
die mit dem Konsum von (-)-Epicatechin verbunden sind, differenzieren zu kénnen (Actis-Goretta et

al. 2012).

Durch intensive Metabolisierung von (-)-Epicatechin initial wahrend des Transfers durch den
Diinndarm und schlieBlich durch die Leber entstehen eine Vielfalt von Metaboliten und Konjugaten.
Prozesse nach Absorption im Diinndarm sind dabei z.B. Deglykosylierung, Glucuronidierung sowie
O-Methylierung (Day et al. 1998, Spencer et al. 1999, Kuhnle et al. 2000). Kim et al. berichteten, dass
durch die intestinalen anaeroben Bakterien enzymatisch Glykoside zu ihren Aglykosiden
metabolisiert werden kénnen (Kim et al. 1996). Neben Verdnderungen im Dinndarm kann auch die
Metabolisierung im Darm zu umfassenden Modifikationen wie Hydrolyse, Oxidation und
Ringspaltung zur Bildung von sekundaren phenolischen Metaboliten fiihren (Rechner et al. 2004). Da
(-)-Epicatechin leicht absorbiert wird und (-)-Epicatechin-Metaboliten schnell nach Verzehr von Kakao
gebildet werden (Ottaviani et al. 2012), liegt (-)-Epicatechin fast ausschlieflich in seiner
metabolisierten Form im Blut vor (Schnorr et al. 2008). Wahrend (-)-Epicatechin-Metaboliten nach
Konsum von Flavanol-reichen Nahrungsmitteln in hohem nanomolaren bis niedrigeren mikromolaren
Bereich im Plasma gefunden werden (Ottaviani et al. 2011), liegt die Konzentration von
(-)-Epicatechin im niedrigen nanomolaren bis nicht-nachweisbarem Bereich (Roura et al. 2005,

Ottaviani et al. 2012, Rodriguez-Mateos et al. 2012).

(-)-Epicatechin-Metaboliten sind in-vivo bioaktive Molekiile, wobei eine Korrelation zwischen den
Metaboliten im Plasma und der endothel-abhdngigen Vasodilatation bereits beobachtet werden
konnte (Schroeter et al. 2006). Dabei ist bekannt, dass ein GroRteil der zirkulierenden Bestandteil die
im Blut gefunden werden, monomerische (-)-Epicatechin-Bestandteile sind, die methyliert,
glukoronidiert oder sulfatiert sind (Schroeter et al. 2006, Ottaviani et al. 2011). In zahlreichen
experimentellen Studien wurde die Entstehung von Metaboliten nach Konsum von Flavanol-haltigen
Lebensmitteln untersucht. Nach Verzehr von (-)-Epicatechin bzw. (-)-Epicatechin-haltigen
Nahrungsmitteln waren sowohl O-methylierte als auch glucuronidierte und sulfatierte Konjugate im

Urin nachweisbar (Lee et al. 1995, Okushio et al. 1999, Roura et al. 2005). Im Plasma konnten nach



Aufnahme von (-)-Epicatechin-haltiger Losung als Metaboliten insbesondere Glucuronide detektiert
werden (Harada et al. 1999, Roura et al. 2005). Ansteigende 3-O-Methylcatechin-sulfate und
glucuronidierte Metaboliten wurden nach Konsum von Catechin-reichem Rotwein im Plasma
beobachtet (Donovan et al. 1999). Die relevantesten Metaboliten im Plasma stellen dabei vermutlich
(-)-Epicatechin-3-RB-D-glucuronid, (-)-Epicatechin 3 -sulfat und O-methyl-Epicatechin-sulfat dar (Actis-
Goretta et al. 2012, Ottaviani et al. 2012). Unterschiede in der Aktivitat sind unter den Metaboliten
auch bereits bekannt (Roura et al. 2005). Nanjo et al. berichteten, dass Modifikationen von
(-)-Epicatechin einen Einfluss auf die Fahigkeit als Radikalfanger haben (Nanjo et al. 1996). Harada et
al. wiesen bei (-)-Epicatechin-5-0-B-glukuronid und (+)-Catechin-5-0-B-glukuronid die Fahigkeit nach
Radikale abzufangen, wohingegen die O-methylierten Metaboliten ein sehr geringes antioxidatives
Potential besallen (Harada et al. 1999). Spencer et al. konnten in kortikalen Nervenzellen und
dermalen Fibroblasten zeigen, dass 3°-O-methyliertes (-)-Epicatechin im Gegensatz zu
glucuronidiertem (-)-Epicatechin, die durch H,0, hervorgerufene Aktivierung von Caspase-3,
verhindert (Spencer et al. 2001). In der Literatur ist beschrieben, dass die Glykosylierung die
apoptotische Aktivitdt von Flavonoiden dampft (Chen et al. 2003). Bei Beurteilung der Aktivitat sind
jedoch auch andere Nahrungsbestandteile wie z.B. Maltit oder Saccharose von Bedeutung, da diese
eine Beeinflussung der Absorption von Flavanolen und der Menge an (-)-Epicatechin-Metaboliten

bewirken kénnen (Rodriguez-Mateos et al. 2012).

Die Effekte von (-)-Epicatechin bzw. den (-)-Epicatechin-Metaboliten Epicatechin-5-O-8-D-
glucuronide (3G), Epicatechin-5-sulfate (3S) und 3°-O-Methylepicatechin-4'-sulfate (5S) auf die
Expression der eNOS sowie auf die Redoxproteinen HO-1, SOD, CAT, GPx und Enzymen der
Glutathionsynthese (Glutamate cysteine ligase (GCLC, GCLM)) sind bislang nicht bekannt. In der
vorliegenden Arbeit wurden diese Effekte analysiert, um zu klaren, ob (-)-Epicatechin und/oder
seinen Metaboliten eine Beeinflussung der eNOS bzw. des Redoxstatus zu zuschreiben ist und welche
Konzentrationen die groflten Effekte vermitteln. Ziel dabei ist es Hinweise Uber Signalwege der
kardioprotektiven Wirkungmechanismen dieser Substanzen zu erlangen und diese mit den Effekten

unter oxidativem Stress (Starving) zu vergleichen.

1.7. Wirkungsweise des Transkriptionsfaktors Nrf-2

Der nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 (Nrf-2) ist ein Basic leucine zipper Transkriptionsfaktor,
der ein unverzichtbarer Regulator der konstitutiven Antioxidant Responsive Element (ARE)-abhangige
Genexpression verschiedener antioxidativer und Phase-1I-Enzyme darstellt (Itoh et al. 1997, Nguyen
et al. 2003). Hierdurch wird eine Aktivierung protektiver Proteine bewirkt, die fahig sind oxidativen

Stress und oxidative Schadigung zu verhindern, zu deaktivieren und zu reparieren (Kaspar et al.
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2009). Die transkriptionale Aktivitdt des redoxsensitiven Transkriptionsfaktors Nrf-2 kann durch
oxidative und elektrophile Molekile, wie reaktiver Sauerstoff, Stickstoffspezies, Aldehyde und
Metalle induziert werden (Buckley et al. 2008, Zhu et al. 2008, Baird et al. 2011) (Abbildung 5). Es ist
denkbar, dass auch Flavanole wie das (-)-Epicatechin Einfluss auf die Aktivitdt von Nrf-2 ausliben,
indem sie beispielsweise die Interaktion zwischen Keap-1 und Nrf-2 modifizieren (Myhrstad et al.
2002). Der engverwandte Transkriptionsfaktor Nrf-1, der in verschiedenen Isoformen (p120, p95,
p65) vorliegen kann, wirkt insbesondere in seiner kurzen Isoform (p65) als Inhibitor des Nrf-2/ARE-
Signalwegs (Chepelev et al. 2013). Die Isoform p65 ist hierbei fahig mit Nrf-2 um die Interaktion mit
kleinen MAF-Proteinen und Bindung an ARE zu konkurrieren und liegt reich im Zellkern vor (Wang et
al. 2007) (Abbildung 5, B). Die 120 kDa Form existiert unter normalen Bedingungen in der Membran
des endoplasmatischen Retikulums, wobei durch Inhibition des Proteasoms Nrf-1 in den Zellkern
transloziert (Steffen et al. 2010). Eine verbesserte Empfindlichkeit zu Oxidantien mit reduziertem
Glutathion-Level konnten Kwong et al. bei Nrf-1-Mangel beobachten (Kwong et al. 1999). Letztlich
kann die Nrf-2-vermittelte Aktivierung von ARE-abhéngigen Reportergenen durch Nrf-1 unterdriickt
werden und scheint die Modulation und Feinabstimmung der oxidativen Stressantwort auf

verschiedene physiologische Bedingungen darzustellen (Wang et al. 2007).

A) B)

- Nukleus Nukleus sMAF Eii=

Transkrlptlon
antioxidativer Proteine (u.a. HO-1)

Abbildung 5: Modell zur Regulation des Keap-1/Nrf-2-Signalwegs

A) Unter normalen/unstimulierenden Bedingungen interagiert Nrf-2 mit dem zytosolischen Repressorprotein Keap-1 (Kelch
ECH associating protein) und limitiert die Nrf-2 vermittelte Gen-Expresssion (ltoh et al. 1999). B) In Zellen, die oxidativem
oder xenobiotischem Stress ausgesetzt sind, werden Cysteinreste von Keap-1 oxidiert oder kovalent modifiziert, sodass sich
Nrf-2 aus der Bindung lésen kann und frei wird (Heiss et al. 2009). Nrf-2 kann in den Zellkern translozieren, wo Nrf-2 mit
einem kleinen MAF-Protein (SMAF) heterodimerisiert und an die ARE-Region auf der DNA binden kann (Motohashi et al.
2004). Durch ARE-abhdngige Transkription kommt es zur Aktivierung von Phase I|l- und antioxidative Enzyme, wie z.B.
NAD(P)Hquinon Oxidoreduktase, Glutathion-S-Transferase, Glutathionperoxidase und Hamoxygenase | (Itoh et al. 1999,
Ishii et al. 2000, Nguyen et al. 2003, Ishii et al. 2004, Kensler et al. 2007). Die Abbildung ist angelehnt an Bryan et al. (Bryan
etal. 2013).
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In der Literatur konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von Nrf-2 zu einer Reduktion von
reaktiven Sauerstoffspezies, zu einer ansteigenden NO-Bioverfiigbarkeit und zu einer
voribergehenden Verringerung des eNOS-Protein Levels in HUVEC-Zellen fiihrt (Heiss et al. 2009).
Der NO-Anstieg nach Nrf-2-Aktivierung ist dabei vermutlich durch die Reduktion von ROS begriindet
(Heiss et al. 2009). Es ist beschrieben, dass NO und Peroxynitrit eine Erhéhung der nukledren
Akkumulation von Nrf-2 bewirken kénnen (Itoh et al. 1999, Ishii et al. 2000, Nguyen et al. 2003, Ishii
et al. 2004). Eine Aktivierung von Nrf-2 scheint zudem durch herabgesetzte BH,-Level hervorgerufen
zu werden, wodurch das Risiko des eNOS Uncoupling reduziert und die vaskulare Homoostase in
redox-gestressten Zellen reguliert wird (Heiss et al. 2009). In kultivierten Nervenzellen konnte durch
(-)-Epicatechin bereits eine Aktivierung des redoxsensitiven Transkriptionsfaktor Nrf-2 gezeigt
werden (Shah et al. 2010). Die Wirkung von (-)-Epicatechin auf Nrf-2 in Endothelzellen ist bisher
kaum untersucht. Die Effekte von (-)-Epicatechin auf die Nrf-2- und Nrf-1-Proteinexpression sowie die
Nrf-2 Translokation wurden in dieser Arbeit untersucht, um Erkenntnisse darliber zu generieren, ob
die Erhohung der Proteinexpression sowie die Induktion der Nrf-2-Translokation zelluldre
Mechanismen darstellen kdnnten, mit denen (-)-Epicatechin Einfluss auf Transkriptionsfaktoren
nimmt. Die Nrf-2-Bindung an ARE wurde ermittelt, um der Fragestellung nachzugehen, ob
(-)-Epicatechin diese Bindung induzieren und damit Effekte auf Ebene der Genexpression

antioxidativer Enzyme austben kann.

1.8. Beeinflussung von Redoxproteinen

In den Zellen existieren eine Reihe von antioxidativen Schutzmechanismen, die vor oxidativer
Schadigung schitzen und zu denen die Enzyme Hamoxygenase-1 (HO-1), Superoxiddismutase (SOD),

Catalase (CAT) und Glutathionperoxidase (GPx) gezahlt werden (Forstermann 2008).

HO-1 katalysiert den ersten Schritt im Ham-Abbau, reduziert indirekt oxidativen Stress und schitzt
vor vakularem Remodeling sowie der Entstehung von Atherosklerose (Stocker et al. 2006). Der
angenommene Mechanismus der Schutzwirkung von HO-1 beinhaltet den Abbau des prooxidativen
Ham Gber Biliverdin zu dem potent antioxidativ-wirksamen Bilirubin (Wagener et al. 2003, Mancuso
2004, Angermayr et al. 2006). Die Wirkung von Biliverdin kann auch ber eine direkte Inhibition der
NADPH-Oxidase bewirkt werden (Jiang et al. 2006). Das zusatzlich bei der Him-Spaltung entstehende
Kohlenstoffmonoxid (CO) hat wie NO zudem antiproliferative, antiinflammatorische,
antikoagulatorische und vasodilatatorische Eigenschaften (Morita 2005, Mann et al. 2007). Die
Reaktion von Superoxid zu Sauerstoff und Hydrogenperoxid wird durch SOD vermittelt. Im
kardiovaskuldren System wird damit die Superoxid-Konzentration verringert und die vaskularen

NO-Level erhalten (Jung et al. 2007). CAT vermittelt den Abbau von H,0, zu Wasser und Sauerstoff
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und bewirkt somit die Reduktion von oxidativem Stress. Dabei ist bekannt, dass eine Uberexpression
der CAT protektive kardiovaskuldre Effekte auslibt, die sich klinisch in einer Hemmung der
Angiotensin-ll-induzierten Aortenwand-Hypertrophie (Zhang et al. 2005) und einer verzogerten
Atherosklerose-Entstehung manifestieren (Yang et al. 2004). Die biochemische Funktion der GPx
besteht in der Reduktion von Lipidhydroperoxid und von freiem Hydrogenperoxid. Bei Patienten mit
koronaren Herzerkrankungen ist dabei die Aktivitdt der GPx in Erythrozyten umgekehrt mit dem

Risiko von kardialen Ereignissen assoziiert (Blankenberg et al. 2003).

Da sich die (-)-Epicatechineffekte vermutlich auch auf eine Beeinflussung des Redoxstatus
zurickfihren lassen, wurden in der Arbeit der Fragestellung einer Modulation der antioxidativen
Enzyme HO-1, SOD, CAT und GPx durch (-)-Epicatechin und/oder seiner Metaboliten nachgegangen.
Ziel dabei ist es weiterfiihrende Erkenntnisse zum Wirkmechanismus zu generieren und diese mit

den Ergebnissen unter oxidativem Stress verursacht durch Starving zu vergleichen.

1.9. Bedeutung von Glutathion bei oxidativem Stress

Das Tripeptid Glutathion (GSH) ist eines der wichtigsten zelluldren Antioxidantien und wird bei
ansteigenden oxidativen Belastungen zu seiner Disulfid-Form (GSSG) oxidiert (Janssen-Heininger et
al. 2013). Uber die Oxidation von GSH, die das Abfangen von freien Radikalen und ROS erméglicht,
wird die antioxidative Aktivitdt von GSH vermittelt (Sies 1999). An der Synthese und dem
Metabolismus von GSH sind mehrere Enzyme beteiligt, die den GSH-vermittelten antioxidativen
Schutzmechanismus in Endothelzellen ermdglichen. Die Glutamatcysteinligase (GCL) und
GSH-Synthetase vermitteln die De-novo-Synthese von GSH (Sies 1993, Sies 1999), wobei der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Synthese durch die GCL katalysiert wird, die aus einer

katalytischer (GCLC) und regulatorischer Untereinheit (GCLM) besteht (Franklin et al. 2009).

Glycerin
ATP  ADP+P; ATP  ADP+P,
Cystein + L-Glutamat \ /‘ — y-Glutamylcystein - » Glutathion
Glutamatcysteinligase Glutathionsynthase

Abbildung 6: Synthese von Glutathion (GSH)

Cystein und L-Glutamat werden von der Glutamatcysteinligase (GCL) unter ATP-Verbrauch zu y-Glutamylcystein
metabolisiert. Y-Glutamylcystein und Glycerin werden unter ATP-Verbrauch durch die Glutathionsynthase zu Glutathion
synthetisiert.

Die Glutathionperoxidase (GPx), die Glutathionreduktase und die Glutathion-S-Transferase kénnen
Glutathion (GSH) unter Verwendung von H,0, und NADPH metabolisieren (Sies 1993, Sies 1999). Das

Glutathion kann dabei mittels GPx zu seiner Disulfid-Form (GSSG) oxidiert werden, wobei die
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Glutathionreduktase das oxidierte GSSG unter Verbrauch von NADPH wieder zu GSH reduzieren kann

(Abbildung 7).

Glutathionperoxidase

GSSG 2 x GSH

Glutathionreduktase

NADPH NADP*

Abbildung 7: Oxidation und Reduktion von Glutathion (GSH)

Die Glutathionperoxidase reduziert Wasserstoffperoxid (H,0,) zu Wasser (H,0), wobei Glutathion (GSH) zu seiner Disulfid-
Form (GSSG) oxidiert wird. Die Glutathionreduktase kann das oxidierte GSSG unter Verbrauch von NADPH wieder zu GSH
reduzieren.

Der Umfang der Oxidation von GSH wird oft als ein MaR fiir oxidativen Stress verwendet und kann
deutlich variieren (Janssen-Heininger et al. 2013). Wahrend das Verhiltnis von oxidiertem zu
reduziertem Glutathion im Zytosol 100:1 betragt, liegt das Verhaltnis GSH/GSSG im oxidativ
gepragten endoplasmatischen Retikulum bei 3:1 (Bulleid et al. 2011). Wang et al. konnte zeigen, dass
das GSH-System protektiv gegen die LDL-vermittelte Beschadigung von Makrophagen wirkt (Wang et
al. 2006). Dem redoxsensitivem Transkriptionsfaktor Nrf-2 kommt eine entscheidende Bedeutung in
der Regulation des GSH-Systems zu (Zhu et al. 2008). Bisher ist eine Beeinflussung von Glutathion
durch (-)-Epicatechin und/oder seiner Metaboliten nicht beschrieben. In der vorliegenden Arbeit
wurde der Fragestellung nachgegangen, ob (-)-Epicatechin und/oder seine Metaboliten durch
Modulation der geschwindigkeitsbestimmenden Glutamatcycteinligase (GCLC, GCLM) Effekte
vermitteln und, ob oxidativer Stress hervorgerufen durch Starving die Wirkung verandert. Hiermit soll
weiter ergriindet werden, ob die antioxidative Effekte von (-)-Epicatechin und/oder seiner

Metaboliten auch auf der Beeinflussung von Glutathion beruhen.

1.10. Ziel der Arbeit

Die Mechanismen, die zu einer Senkung der Inzidenz von kardiovaskuldren Erkrankungen durch den

Konsum Flavanol-haltiger Lebensmittel (Kakao, griiner Tee, Rotwein u.a) fihren, sind nicht
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vollstandig entschlisselt. Es wird vermutete, dass mogliche Mechanismen zum einen eine Erhéhung
der NO-Bioverfiigbarkeit durch Beeinflussung der eNOS und zum anderen die Modulation des
Redoxstatus der Endothelzellen beinhalten kénnen. Das im Kakao reichlich vorhandene Flavanol
(-)-Epicatechin scheint bei der Effektvermittlung eine entscheidende Bedeutung einzunehmen. Die
Signalwege Uber die (-)-Epicatechin die eNOS-Aktivierung in Endothelzellen bewirken kann, sind nicht
in vollem Umfang aufgeklart. Es ist jedoch bekannt, dass das von der eNOS produzierte NO ein
wichtiger Regulator des Gefalltonus und des Blutdrucks darstellt, der zudem viele antiatherogene
Funktionen vermittelt. Eine mogliche Beeinflussung des Redoxstatus durch (-)-Epicatechin ist
ebenfalls nicht umfassend erforscht. Hierbei wéare denkbar, dass (-)-Epicatechin oder seine
entstehenden Metaboliten Einfluss auf den Transkriptionsfaktor Nrf-2 ausiiben. Als Regulator des
zellularen Redoxstatus bewirkt Nrf-2 die Modulation und Kontrolle der Expression antioxidativer
Enzyme. Die Veranderung des oxidativen Status durch Beeinflussung von Redoxproteinen stellt einen

weiteren Aspekt der Untersuchungen dar.

Die Effekte von (-)-Epicatechin und seiner Metaboliten auf endotheliale HUVEC-Zellen werden in der
vorliegenden Arbeit thematisiert. Dabei bezieht sich eine zentrale Fragestellung darauf, ob durch
diese Substanzen in-vitro Effekte auf die eNOS ausgeilibt werden. Es sollen Erkenntnisse dartber
gewonnen werden, ob und wie (-)-Epicatechin und seine Metaboliten Einfluss auf den
Transkriptionsfaktor Nrf-2 nehmen. Zudem sollen die Effekte auf antioxidative Enzyme und auf das
Glutathion-System durch (-)-Epicatechin und seine Metaboliten analysiert werden. Die Experimente
sollen dabei auch ergriinden, ob eine Serumverarmung (Starving) die (-)-Epicatechin- bzw.
Metaboliten-Wirkung verandert. Um diese Zusammenhange zu verstehen, wurden Western Blots
nach (-)-Epicatechin- bzw. Metaboliten-Behandlung hinsichtlich der eNOS-und pSer-1177-eNOS-
Expression analysiert. AuBerdem wurde die Expression des Transkriptionsfaktors Nrf-2 bei
(-)-Epicatechin-behandelten Proben im Western Blot untersucht. Mittels Konfokalmikroskopie wurde
die Translokation von Nrf-2 nach (-)-Epicatechin-Behandlung sichtbar gemacht, um Erkenntnisse liber
eine mogliche Beeinflussung durch (-)-Epicatechin zu generieren. Weiterfiihrend wurden die Bindung
des Transkriptionsfaktors Nrf-2 an ARE analysiert, um Aussagen Uber eine mogliche Modulation
durch (-)-Epicatechin zu gewinnen. Da auch Effekte von (-)-Epicatechin bzw. seiner Metaboliten auf
den Redoxstatus angenommen werden, wurden Western Blots auf die Expression verschiedener
Redoxproteine (HO-1, SOD, CAT, GPx) untersucht. Auch die Beeinflussung von Glutathion als
wichtiges Antioxidanz wurde hinsichtlich der Effekte von (-)-Epicatechin auf die Glutathionsynthese
sowie das Glutathionlevel ergriindet. Die Experimente wurden dabei auch mit den (-)-Epicatechin-

und Metaboliten-Effekten unter Starving verglichen.
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2. Material und Methoden

Tabelle 1: Chemikalien

Produktname Hersteller Hauptsitz

Aqua ad iniectabilia DeltaSelect Muinchen, Deutschland
Aqua dest. Millipore Darmstadt, Deutschland
Bicine Sigma St. Louis, USA

Bis-Tris Sigma St. Louis, USA

Bovine serum albumin (BSA) Sigma St. Louis, USA

DAF-FM DA (4-Amino-5-methylamino-2",7 -difluorofluorescein,

authentic standard, HPLC-grade) Sigma St. Louis, USA

Dako Fluorescent Mounting Medium Dako Glostrup, Danemark

Desoxycholic sodium salt

Sigma (Fluka)

St. Louis, USA

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma St. Louis, USA

DMEM low Glukose Lonza Basel, Schweiz

DMEM stable Glutamine PromocCell Heidelberg, Deutschland
EDTA (Ethylendiaminetetraessigsaure) Roth Karlruhe, Deutschland
Endothelial Cell Basal Medium, phenol red-free PromocCell Heidelberg, Deutschland
Endothelial Cell Growth Medium PromocCell Heidelberg, Deutschland
(-)-Epicatechin Sigma St. Louis, USA

Ethanol Merck New, York, USA

FBS (Fetal bovine serum) Lonza Basel, Schweiz
Fibronektin Biochrom Berlin, Deutschland

GSH (L-Glutathion, reduziert) Sigma St. Louis, USA

Hepes (4-(2-Hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid) PAA Pasching, Osterreich
Hoechst Sigma St. Louis, USA

HUVEC Zellen PromocCell Heidelberg, Deutschland
Isopropanol (2-Propanol) Merck New York, USA

L-Alanyl-glutamine 100x (GlutaMax)

Gibco Laboratories

Eggenstein, Deutschland

L-NAME (N-(G)-nitro-L-arginine methyl ester) Sigma St. Louis, USA
MagicMarkTM XP Western Protein Standard Invitrogen Carlsbad, USA
Mercaptoethanol Sigma St. Louis, USA
Methanol Merck New York, USA
Milchpulver, Blotting grade Roth Karlsruhe, Deutschland
Natriumchlorid (NaCl) Roth Karlsruhe, Deutschland
Neutralrot Sigma St. Louis, USA

Non Essential Amino Acids PAA Pasching, Osterreich

Nonidet P40 Substitute

Sigma (Fluka)

St. Louis, USA

NuPage® Antioxidant Invitrogen Carlsbad, USA
NuPage® LDS Sample Buffer Invitrogen Carlsbad, USA
NuPage® MES Running Buffer Invitrogen Carlsbad, USA
NuPage® Novex 10% Bis-Tris Mini Gel Invitrogen Carlsbad, USA
NuPAGE® Novex 3-8% Tris-Acetate Mini Gel Invitrogen Carlsbad, USA
NuPAGE® Novex 7% Tris-Acetate Mini Gel Invitrogen Carlsbad, USA
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Produktname Hersteller Hauptsitz

NuPage® Reducing Agent Invitrogen Carlsbad, USA
NuPage® Transfer Buffer Invitrogen Carlsbad, USA
NuPage® Tris-Acetate SDS Running Buffer Invitrogen Carlsbad, USA
NuPage®MOPS SDS Running Buffer Invitrogen Carlsbad, USA

PBS (phosphate buffered saline) PAA Pasching, Osterreich
Penicillin-Streptomycin PAA Pasching, Osterreich
Ponceau S solution Roth Karlsruhe, Deutschland

Protease-Phosphatase Inhibitor Cocktail

Thermo Scientific

Waltham, USA

Salzsaure (HCI)

Fisher Scientific

Waltham, USA

SDS (Dodecylsulfat*NacCl) Roth Karlsruhe, Deutschland
Sodium Pyruvat Solution PAA Pasching, Osterreich
Sulfosalicylic acid hydrate (SSA) Sigma St. Louis, USA
Supplement Mix/Endothelial Cell Growth Medium PromoCell Heidelberg, Deutschland
Supplement Pack/Endothelial Cell Growth Medium (prf) PromoCell Heidelberg, Deutschland
Tert-Butylhydrochinone (TBHQ) Sigma St. Louis, USA
Tricloressigsaure Merck Darmstadt, Deutschland
Trishydrochlorid Roth Karlsruhe, Deutschland
Trishydroxymethylenaminomethan (Tris Base) Merck New York, USA
TritonX100 Sigma St. Louis, USA

Trypsin PAA Pasching, Osterreich
Tween 20 Sigma St. Louis, USA
Wasserstoffperoxid-Losung 30% in H,0 Sigma St. Louis, USA

Tabelle 2: Verwendete Kits

Produktname Hersteller Hauptsitz

DC Protein Assay Kits Bio-Rad Minchen, Deutschland
DetectX Fluorescent Detection Kit ArborAssays Michigan, USA
Nuclear Extract Kit Active Motif Carlsbad, USA
Peroxid Assay Thermo Scientific Waltham, USA
PeroXOquant Qualitative Peroxide Assay Kit Thermo Scientific Waltham, USA

Super Signal® West Phemto Chemiluminescent Substrate Piece Bonn, Deutschland
Super Signal® West Pico Chemiluminescent Substrate Piece Bonn, Deutschland
TransAM Nrf-2 Active Motif Carlsbad, USA
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Tabelle 3: Gerdte

Produktname Hersteller Hauptsitz

Centrifuge Mikro 200 R Hettich Tuttlingen, Deutschland
Centrifuge Rotina 38R Hettich Tuttlingen, Deutschland
Deckglaschen, @ 22mm Roth Karlsruhe, Deutschland

FLUAstar Omega BMG Labtech Ortenberg, Deutschland
LSM 510 Confocal Laserscanning Mikroscope Zeiss Oberkochen, Deutschland
Mikroskop DM IL Leica Wetzlar, Deutschland
MS1 Minishaker IKA Staufen, Deutschland
NuPage® Elektrophorese System Invitrogen Carlsbad, USA

Petrischalen, sterile Materialien

Greiner Labortechnik

Frickenhausen, Deutschland

Polymax 1040

Heidolph Instruments

Schwabach, Deutschland

CP-225D-0OCE Sartorius Elk Grove, USA

Sonorex Brandelin Berlin-Lichterfelde, Deutschland
Thermo mixer 5436 Eppendorf Hamburg, Deutschland

Vortex VWR International Radnor, USA

Xcell IITM Blot Module Kit Invitrogen Carlsbad, USA

XCell SureLock Tm Invitrogen Carlsbad, USA

Tabelle 4: Software

Produktname Hersteller Hauptsitz

Graph Pad Prism 5

AD Instruments

Dunedin, Neuseeland

ImageJ

Open source

n.a.

Microsoft Office

Microsoft

Albuquerque, USA

OMEGA controll

BMG Labtech

Ortenberg, Deutschland

OMEGA DataAnalysis (Software Platereader)

BMG Labtech

Ortenberg, Deutschland

Ripa-Puffer

Eine 10% SDS-Stammldsung wurde aus SDS ultra pure und 0,9% NaCl-Lésung hergestellt. In 50 ml
PBS-Losung wurden 1 ml 10% SDS-Stammldsung, 1 ml Nonidet P40 Substitute und 0,5 g

S Deoxycholate hinzugefiligt und mittels PBS-Losung auf insgesamt 100 ml aufgefiillt.
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2.1. Zellkultur und experimentelle Methoden

2.1.1. Medium und Zusitze fiir Zellkulturen

Das Endothelial Cell Growth Medium (spater genannt: Endothelial Cell Growth Medium complete)
wurde durch Zugabe von Supplement Mix Endothelial Cell Growth Medium sowie 5 ml
Penicillin/Streptomycin hergestellt. Das Endothelial Cell Basal Medium, phenol red-free (spater
genannt: phenolrot-freies Medium mit inaktiviertem Serum) enthalt den Supplement Mix Endothelial
Cell Growth Medium sowie das bei 60°C fiir 30 Minuten inaktivierte FCS. Das DMEM low Glukose
Medium wurde zum Starving (Serumverarmung) von HUVEC-Zellen verwendet. Das DMEM stable
Glutamine Medium (spater genannt: 10% FCS DMEM) wurde ausschlieBlich fir Waschschritte

verwendet und durch Zugabe von 50 ml FCS sowie 5 ml Penicillin/Streptomycin hergestellt.

2.1.2. Kultivierung der HUVEC-Zellkultur

Fir die Experimente wurden HUVEC-Zellkulturen bis Passage 5 verwendet. Die Petrischalen wurden
vor Kultivierung mit Fibronektin (Endkonzentration: 15 pg/ml, 150 ug Fibronektin in 10 ml PBS)
beschichtet. Die Zellen wurden durch eine Behandlung mit Trypsin (0,05% Trypsin/0,02% EDTA in
isotonischer 0,9% NaCl) mit 2 ml Trypsin/Petrischale fur 3 Minuten bei 37°C im Brutschrank losgeldst.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von 5 ml 10% FCS DMEM gestoppt. Es folgte eine Zentrifugation
bei Raumtemperatur mit 300 g (Rotina 38R Zentrifuge, Hettich, Tuttlingen, Deutschland) fir
10 Minuten und eine anschliefende Resuspension in 1 ml Endothelial Growth Medium complete. Die
Zellzahl wurde in einer Neubauer Kammer (0,0025 mm 2 x 0,1 mm Tiefe: Brand, Wertheim,
Deutschland) mit einem Mikroskop (Leica DM IL, Wetzlar, Deutschland) bestimmt und in die
Kulturschalen eingebracht. Die eingebrachte Zellzahl und die Art des verwendeten Kulturgefalies sind

in den einzelnen Beschreibungen der Experimente aufgefiihrt.

2.1.3. Herstellung eines Zellpellets

Die Zellen wurden zum Loslésen mit Trypsin (0,05% Trypsin/0,02% EDTA in isotonischer 0,9% NaCl)
mit 2 ml Trypsin/Petrischale fur 3 Minuten bei 37°C im Brutschrank behandelt. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von 5 ml 10% FCS DMEM gestoppt. Die Zellen wurden bei 4 °C mit 300 g (Rotina 38R
Zentrifuge, Hettich, Tuttlingen, Deutschland) fir 5 Minuten zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml
PBS resuspendiert. Es erfogte eine erneute Zentrifugation bei 4°C mit 300 g (Mikro 200 R Zentrifuge,
Hettich, Tuttlingen, Deutschland) fiir 5 Minuten. Das Pellet wurde in fliissigem Stickstoff bei -172°C

eingefroren und bei -80°C gelagert.
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2.1.4. Bestimmung der Zellviabilitdt mittels Neutralrotfarbung

Es wurden 24-well-Platten mit 5 x 10* Zellen/well angelegt. Als Medium wurde phenolrot-freies
Medium mit inaktiviertem Serum verwendet. Es erfolgte eine 24-stiindige Kultivierung in Medium
mit 0 -, 1 -, 10 - und 100 puM (-)-Epicatechin. AnschieRend erfolgte die Zugabe von Medium mit O -,
1-,10-,100 -, 200-, 600 uM und 1 mM Wasserstoffperoxid (H,0,) fur 24 Stunden. Die Zellen wurden
flr 60 Minuten bei 37°C im Brutschrank mit Neutralrot Losung (1:100 in 10% FCS DMEM) inkubiert.
Es erfolgte das dreimalig Waschen mit PBS und anschiefende Trocknen fiir 30 Minuten. Die Zellen
wurden mit 0,05 M HCl in Isopropanol lysiert. 100 pl Zelllysat/well wurden in eine 96-well-Platte
Uberfiihrt und bei einer Absorption von 540 nm im Microplate reader (FLUOstar Omega, BMG
Labtech, Offenburg, Deutschland) gemessen. Die Anzahl der lebenden Zellen ist in Prozent

angegeben und errechnet gegen die unbehandelte Kontrolle.

2.1.5. Bestimmung der eNOS-Aktivitdt mittels Diaminofluorescein (DAF-FM)

Es wurden 96-well-Platten mit 5 x 10° Zellen angelegt. Die Zellen wurden mit 100 pl DAF-FM/well in
1nM, 0,5- 5 - 10 -, 20 uM Konzentrationen fir 30 Minuten bei 37°C im Brutschrank angefarbt.
AnschlieRend wurden die Zellen mit L-NAME (N“-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride) O -,
50 -, 100 -, 500 pM mit und ohne Zugabe eines Calcium-lonophors (Cal 1 uM) behandelt und nach
0 Minuten, 30 Minuten und 2 Stunden bei einer Exzitation von 485 nm und Emission von 520 nm im
Microplate reader (FLUOstar Omega, BMG Labtech, Offenburg, Deutschland) gemessen. DAF-FM-DA
diffundiert in die Zelle und wird von Esterasen hydrolysiet, wodurch DAF-FM entsteht, welches die
Zellmembran nicht mehr passieren kann und intrazellular akkumuliert. In der Anwesenheit von NO
und Sauerstoff wird ein hoch-fluoreszierendes Triazol (DAF-FM-T) gebildet. Der genaue Mechanismus
hierbei ist bisher noch unklar. Die ansteigende Fluoreszenz-Aktivitat verglichen mit dem Background

kann durch ein Fluoreszenz-Messgerat bestimmt werden (Cortese-Krott et al. 2012).

2.1.6. Bestimmung der H,0,-Produktion mittels Peroxid Assay

Zur Bestimmung der H,0,-Produktion wurde das PeroXOquant Qualitative Peroxide Assay Kit
(Thermo Scientific, Waltham USA) verwendet. HUVEC-Zellen wurden fiir 2 Stunden und 24 Stunden
mit (-)-Epicatechin 1 -, 10 - und 100 pM sowie 1 uM TBHQ (Tert-Butylhydrochinone, Sigma, St. Louis,
USA) behandelt. Das Working Reagent (WR) wurde aus 1 Teil Reagent A und 100 Teilen Reagent B
hergestellt. Zur Bestimmung der H,0,-Konzentration wurde eine Standardreihe mit H,0,-
Konzentrationen von 10 -, 7,5 -, 5 -, 25 -, 1 -, 0,5 - und 0 uM verwendet. Als Kontrolle wurde
Endothel Cell Growth Medium mit den entsprechenden (-)-Epicatechin-Konzentrationen (1 -, 10 -,
100 pM) sowie 1 uM TBHQ versetzt. In eine 96w-Platte wurden pro well je 20 ul Standardreihe,

Probe sowie behandeltes Kontrollmedium in Doppelbestimmung eingebracht und pro well je 200 pl
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WR hinzugefiigt. Die H,0,-Stabilitdit nach Zugabe von WR wurde zuvor in einem Experiment
bestimmt. Die 96w-Platten wurde fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur auf dem Plattenschittler
(Polymax 1040, Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland) inkubiert. Die Absorption wurde bei
560 nm im Microplate Reader (FLUAstar Omega, BMG Labtech, Ortenberg, Deutschland) gemessen.
Die Peroxid-Konzentration wurde anhand der Standardkurve mittels Linear regression fit based on

Blank corrected-Werten errechnet.
2.2, Biochemische Methoden

2.2.1. GSH-Bestimmung

Fiir die GSH-Bestimmung wurde Zellpassage 3 und 4 verwendet. Die Zellen wurden 24 Stunden mit
(-)-Epicatechin 1 -, 10 -, 100 uM sowie TBHQ behandelt. Zur Herstellung eines Lysates wurden die
Endothelzellen mit 150 pl eiskaltem HCI (0,01 M) mit einem Spartel losgeldst und im Ultraschallbad
(Sonorex, Brandelin, Berlin-Lichterfelde, Deutschland) fiir 30 Sekunden sonifiziert. Es wurden Proben
zur Proteinbestimmung entnommen. Das Proteinlysat wurde mit 20% 5-Sulfosalicylic acid (SSA,
Sigma, St. Louis, USA) 1:4 verdiinnt, gevortext und fiir 10 Minuten bei 4°C mit 13000 g zentrifugiert
(Mikro 200 R Zentrifuge, Hettich, Tuttlingen, Deutschland). Der Uberstand wurde bei -80°C
eingefroren und fiir die GSH-Bestimmung mit dem DetectX Fluorescent Detection Kit (Arbor Assays,
Michigan, USA) nach der Versuchsanweisung verwendet. Das Kit verwendet ein nicht-
fluoreszierendes Molekdil, das kovalent an die freie Thiol-Gruppe von GSH bindet und somit ein hoch-
fluoreszentes Molekiil bildet. Zur Bestimmung der freien GSH-Konzentration wurde nach Zugabe von
Thiostar Reagent und Inkubation von 15 Minuten bei Raumtemperatur die Fluoreszenz bei einer
Emission von 520 nm und einer Exzitation von 355 nm in einem Plate reader (FLUAstar Omega, BMG
Labtech, Ortenberg, Deutschland) gemessen. Die GSH-Konzentrationen der Proben wurden nach
Korrektur der Verdiinnung mit der Software des Plate Readers mittels 4-Parameter fit errechnet. Die
Zugabe von Reaction Mixture wandelt alle GSSH in freies GSH um, sodass nach erneuter Inkubation
von 15 Minuten die Fluoreszenz (Emission 520 nm, Exzitation 355 nm) der totalen GSH-Konzentration
bestimmt werden kann. Das oxidierte Glutathion (GSSG) errechnet aus freiem GSH substrahiert vom

totalem GSH minus geteilt durch 2. Die Messwerte wurden proteinnormiert.

2.2.2, Proteinbestimmung mit DC Protein Assay

Die Endothelzellen wurden mit PBS gewaschen und in jede Petrischale wurde auf einer 4°C kalten
Eisenplatte 100 pl Ripa-Puffer (1% NP40, 0,5% Deoxycholate, 0,1 % SDS in PBS) mit 1%
Protease/Phosphatase Inhibitor hinzugegeben. Die Zellen wurden mit einem Spartel losgeldst und es
erfolgte eine Behandlung fiir 30 Sekunden im Ultraschallbad (Sonorex von Brandelin, Berlin-

Lichterfelde, Deutschland). Eine Zentrifugation (Mikro 200 R Zentrifuge von Hettich) bei 4°C fir
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10 Minuten bei 13000 g wurde anschliefend durchgefiihrt. Der Zelliiberstand wurde aliquotiert und
bei -20°C eingefroren. Die totale Proteinkonzentration wurde mit dem DC Protein Assay (Bio-Rad,
Minchen, Deutschland) bestimmt. In eine 96-well-Platte wurden zuséatzlich zur Standardreihe pro
well je 5 pl des Proteinlysates pipettiert. In alle wells wurden 25 pl der vorbereiteten Losung A und
200 ul der Losung B hinzugegeben und bei Raumtemperatur fir 15 Minuten inkubiert. Die
Absorption wurde bei 740 nm im Microplate Reader (FLUAstar Omega, BMG Labtech, Ortenberg,
Deutschland) gemessen. Die Proteinkonzentration der Proben wurde anhand der Standardreihe

errechnet.

2.3. Western Blot

Tabelle 5: Eingesetzte Antikorper

Antikorper-

Kurzbezeichnung | Antikérper-Name ID# Hersteller

aTUB Anti-alpha Tubulin antibody (rabbit polyclonal) 4074 | Abcam

CAT Anti-Catalase antibody (rabbit, polyclonal) 1877 Abcam

eNOS Polyclonal Rabbit Anti-eNOS/NOS Typ Il 610299 | BD Transduction Laboratories
Anti-GCLC antibody (rabbit, polyclonal), katalytische

GCLC Untereinheit 80841 | Abcam

GCLM Anti-GCLM antibody (rabbit, polyclonal) 22754 | Santa Cruz

GPx Anti-Glutathione Peroxidase 1 antibody (rabbit, polyclonal) 22604 | Abcam

HO-1 Anti-Heme Oxygenase 1 antibody (rabbit, polyclonal) 13243 | Abcam

LAM-1 Anti-Lamin A antibody [133A2] (mouse, monoclonal) 8980 Abcam

Nrf-1 Anti-Nrf-1 antibody (rabbit, polyclonal) 33771 | Santa Cruz

Nrf-2 Anti-Nrf2 antibody [EP1808Y] (rabbit, monoclonal) 62352 | Abcam

Nrf-2 Anti-Nrf-2 antibody (rabbit, polyclonal) 13032 | Santa Cruz

PeNOS Anti-Phospho-eNOS-Antibody (rabbit) (PSer-1177) 9570L | Cell Signaling

SOD Anti-Superoxide Dismutase 1 antibody 13489 | Abcam

- Fab Rabbit IgG (H&L) Antibody Peroxidase Conjugated 811-1302 | Rockland

- Alexa Fluor 594 goat anti-rabbit I1gG A11012 | Invitrogen

2.3.1. Low-temperature PAGE

Bei der Probenvorbereitung wurden HUVEC-Zelllysate nicht mit Sample reducing agent (SRA)
versetzt. Als positive Kontrolle wurden mit SRA versetzte Lysate unbehandelter HUVEC-Zellen
verwendet. Zelllysat mit je 30 pg Protein wurden elektrophoretisch in einem 3-8% TrisAcetat Gel
(Invitrogen, Carlsbad, USA) bei 4°C fiir 3-4 Stunden bei 70 V aufgetrennt. Die Proteine wurden bei
30V und Raumtemperatur fiir 1 Stunde auf eine Nitrozellulose Membran Gbertragen. Die
verwendeten Antikorper (aufgefiihrt in Tab.) wurden in 0,1% Tween TBS Puffer mit 5% BSA verdlnnt.
Die Membran wurde als primarer Antikorper mit eNOS-Antikorper fir 1 Stunde bei Raumtemperatur

bzw. mit Anti-Phospho-eNOS-Antikérpern bei 4°C lGber Nacht angefarbt. Der sekundare Antikorper
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wurde bei Raumtemperatur fir 1 Stunde lang inkubiert. Die immunreaktiven Banden wurden mittels
Super Signal West Chemiluminescent System (Pierce, Bonn, Deutschland) nach Bedienungsanleitung

detektiert und mittels der Software Image J ausgewertet.

2.3.2. Behandlung der Metaboliten mit/ohne Starving

HUVEC-Zellen wurden mit einer Zellzahl von 2 x 10° Zellen/well auf 6-well-Platten kultiviert. In einem
Versuchsansatz wurde ein Starving der Zellen fir 30 Minuten in DMEM-Medium mit low Glukose
durchgefiihrt. In dem anderen Versuchsansatz wurden die Zellen in gewohnlichem Endothelial Cell
Growth Medium complete kultiviert. Alle Zellen wurden fiir 24 Stunden mit (-)-Epicatechin bzw. den

(-)-Epicatechin-Metaboliten (3S, 3G, 5S) behandelt.

2.3.3. (-)-Epicatechin und Metaboliten: eNOS, pNOS, HO-1, SOD, CAT, GPx, GCLM, GCLC

HUVEC-Zelllysate mit je 30 pug Protein wurden elektrophoretisch in einem 3-8% TrisAcetat Gel
(Invitrogen, Carlsbad, USA) bei Raumtemperatur fir 1 Stunde bei 200 V aufgetrennt. Die Proteine
wurden bei 30 V und Raumtemperatur fir 1 Stunde auf eine Nitrozellulose Membran (bertragen. Die
verwendeten Antikoérper (aufgefihrt in Tab.) wurden in 0,1% Tween TBS Puffer mit 5% BSA verdiinnt.
Die Membran wurde als priméarer Antikérper (eNOS, HO-1, SOD, CAT, GPx, GCLM, GCLC) fir 1 Stunde
bei Raumtemperatur bzw. mit Anti-Phospho-eNOS-Antikorpern bei 4°C lGber Nacht angefarbt. Der
sekundare Antikoérper wurde bei Raumtemperatur fir 1 Stunde lang inkubiert. Die immunreaktiven
Banden wurden mittels Super Signal West Chemiluminescent System (Pierce, Bonn, Deutschland)

nach Bedienungsanleitung detektiert und mittels der Software Image J ausgewertet.

2.3.4. Kernextraktion

Es wurden HUVEC-Zellen der Passagen 3-5 verwendet. Die Kultivierung erfolgte auf 100 mm
Petrischalen mit einer Zellzahl von 8,8 x 10° Zellen in phenolrot-freiem Medium mit inaktiviertem
Serum. Die Zellen wurden 2 Stunden mit (-)-Epicatechin (1 -, 10 -, 100 uM) sowie TBHQ 1 uM bei 37°C
behandelt. Fir die Kernextraktion wurde das Nuclear Extract Kit (Active Motif, Carlsbad, USA) nach
der Bedienungsanleitung verwendet. Die Zellen wurden in PBS/Phosphatase-Inhibitoren suspendiert
und bei 500 rpm bei 4°C fiir 5 Minuten (Rotina 38R Zentrifuge, Hettich, Tuttlingen, Deuschland)
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 500 ul Hypotonic Buffer resuspendiert, 15 Minuten auf Eis
inkubiert und nach Zugabe von 25 ul Detergent und vortexen bei 14000 g fir 30 Sekunden bei 4°C
zentrifugiert (Mikro 200 R Zentrifuge, Hettich, Tuttlingen, Deuschland). Der Uberstand
(zytoplasmatische Fraktion) wurde in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert. Das
Kernpellet wurde in 50 ul Complete Lysis Buffer resuspendiert, fiir 10 Sekunden gevortext und auf Eis
fir 30 Minuten auf einem Plattenschittler (Polymax 1040, Heidolph Instruments, Schwabach,

Deutschland) inkubiert. Nach erneutem 10-sekiindigen vortexen erfolgte die Zentrifugation bei
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14000 g fir 10 Minuten bei 4°C (Mikro 200 R Zentrifuge, Hettich, Tuttlingen, Deuschland). Der

Uberstand (Kernfraktion) wurde in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

2.3.5. Western Blot mit Kernextrakten

Extrakte mit je 10 ug Protein wurden elektrophoretisch in einem 3 - 8% TrisAcetat Gel (Invitrogen,
Carlsbad, USA) bei Raumtemperatur fir 1 Stunde bei 200 V aufgetrennt. Die Proteine wurden bei
30V und Raumtemperatur fiir 1 Stunde auf eine Nitrozellulose Membran Ubertragen. Die
verwendeten Antikérper (aufgeflhrt in Tab.) wurden in 0,1% Tween TBS Puffer mit 5% BSA verdiinnt.
Die Membran wurde mit primaren Antikorpern (Nrf-1, Nrf-2) fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur
angefarbt. Der sekundare Antikérper wurde bei Raumtemperatur fir 1 Stunde lang inkubiert. Als
Kontrolle fiir die Kernfraktion wurde die Membran zudem mit Lamin A-Antikorpern angefarbt.
Lamin A befindet sich im Zellkern und ist an der inneren Kernmembran verankert (Machiels et al.
1997). Die immunreaktiven Banden wurden mittels Super Signal West Chemiluminescent System

(Pierce, Bonn, Deutschland) nach Bedienungsanleitung detektiert und mittels Image J ausgewertet.
2.4. Konfokalmikroskopie

24.1. Nrf-2 Anfirbung und Bestimmung der Nrf-2-Translokation mittels Konfokalmikroskopie

Die 6-well-Platten mit 22mm @-Deckgldschen wurden mit Fibronektin (Endkonzentration: 15 pg/ml,
150 pg Fibronektin in 10 ml PBS) beschichtet. HUVEC-Zellen (2,5 x 10° Zellen/well) wurde fir 24
Stunden mit 2,5 ml Endothelial Cell Growth Medium complete in den 6-well-Platten auf den
Deckglaschen kultiviert. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und fir 2 Stunden mit je 1,5 ml
Endothelial Cell Growth medium complete sowie mit Medium mit verschiedenen (-)-Epicatechin-
Konzentrationen (1 -, 10 -, 100 uM) sowie 100 uM TBHQ bei 37°C im Brutschrank behandelt. Die
Zellen wurden mit PBS 2 x gewaschen und mit 2 ml 2% Para-Formaldehyde in PBS/well (pH 7,4) fur
15 Minuten bei 37°C im Brutschrank fixiert. Nach 5 x Waschen mit 20 x TBS (Tris buffered saline
(200 mM Tris, 2M HCL)) wurden eine Permeabilisierung durch 3 x Behandlung mit Triton-TBS (0,5%
TritonX-100 in 1 x TBS) fiir 5 Minuten durchgefiihrt. Nach erneutem 3 x Waschen mit T-TBS fiir
jeweils 5 Minuten erfolgte das Blocken durch Zugabe von 2 ml Blocking Buffer (5% BSA in T-TBS (0,1%
Tween®in 1 x TBS))/well bei 4°C tGber Nacht. Es wurden 150 pl rabbit Anti-Nrf-2-Antikorper (#62352,
Abcam, Cambridge, England) 1:100 verdiinnt in Blocking Buffer (5% BSA/T-TBS) auf eine mit Parafilm-
bespannte Eisenplatte aufgebracht und die Deckglaschen fiir 1 Stunde in einer feuchten Kammer bei
Raumtemperatur inkubiert. In einer 6-well-Platte wurden die Deckglaschen 3 x fiir 10 Minuten in
T-TBS gewaschen und mit dem sekundaren Fluoreszenz-Antikorper (Alexa Fluor 594 goat anti-rabbit
IgG, Invitrogen, Carlsbad, USA) 1:500 verdiinnt in Blocking Buffer 1 Stunde in der feuchten Kammer

angefarbt. Die Deckglaschen wurden mit Hoechst (2,5 pg/ml) in T-TBS fur 5 Minuten angefarbt. Nach
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4 x Waschen mit T-TBS lber 30 Minuten und 2 x Waschen mit TBS wurden die Deckgldschen auf
einem Objekttrager mit Dako Fluorescent Mounting Medium (Dako, Glostrup, Denmark) eingebettet.
Die Praparate wurden unter dem Zeiss LSM 510 Confocal Laserscanning Mikroskop und einem Zeiss
Plan Neofluar 63 x/1,3 oil DIC Objektiv analysiert. Um die Kernfiarbung mit Hoechst anzuregen wurde
ein UV Enterprise Laser benutzt. The Alexa 594 wurde mit einem HeNe 543 nm Laser unter
Benutzung eines UV/488/543/633 nm Strahlenfilters bestimmt. Die Fluoreszenz wurde mit einem
540-630 nm Breitbandfilter aufgezeichnet. Die Fotos wurden unter fachkundiger technischer
Unterstitzung von Frau Prof. Dr. rer. nat. Dr. Miriam Cortese-Krott (Kardiologisches Labor, Heinrich-

Heine-Universitat) durchgefihrt.
2.5. Molekularbiologische Methoden

2.5.1. Bestimmung der Nrf-2-Bindungsaktivitat

Hierzu wurden HUVEC-Zellen der Passagen 2-5 verwendet. Die Kultivierung erfolgte auf 100 mm
Petrischalen mit einer Zellzahl von 8,8 x 10° Zellen in phenolrot-freiem Medium mit inaktiviertem
Serum. Die Zellen wurden 2 Stunden mit (-)-Epicatechin (1 -, 10 -, 100 uM) sowie TBHQ 1 uM bei 37°C
behandelt. Es wurde eine Kernextraktion mit den behandelten Zellen durchgefiihrt. Die
Bindungsaktivitdt von Nrf-2 in der Kernfraktion wurde mittels ELISA-basiertem TransAM Nrf-2 Kit
quantifiziert. Nrf-2 bindet spezifisch an Oligonukleotide, die die ARE-Sequenzen enthalten, und wird
durch einen Antikorper gegen Nrf-2 detektiert. Der sekundare Antikérper bindet an den primaren
Antikorper und stellt ein Produkt bereit, welches mittels Spektrophotometrie quantifiziert werden
kann. Fiir die Bestimmung der Nrf-2-Bindungsaktivitdat wurden ausschlieRlich die Kernfraktionen
verwendet. Die Proben wurde mit einer Proteinkonzentration von 10 pg/pro well verwendet und
1:10 in Complete Lysis Buffer (TransAM Kit, Active Motif, Calsbad, USA) verdinnt. Als
Negativkontrolle wurden die Kernfraktionen der mit TBHQ behandelten Zellen verwendet. Nach
Zugabe von Complete Binding Buffer (auch: TransAM Kit) wurde die Platte fiir 1 Stunde bei
Raumtemperatur bei 100 rpm auf einem Plattformschiittler (Polymax 1040, Heidolph Instruments,
Schwabach, Deutschland) inkubiert. Die Behandlung mit dem primaren Antikérper Nrf-2 (auch:
TransAM Kit) erfolgte in einer Konzentration von 1:1000 fir 1 Stunde bei Raumtemperatur. Der
sekundare HRP-konjugierte Antikérper (auch: TransAM Kit) wurde in der Konzentration von 1:1000
bei Raumtemperatur fir 1 Stunde inkubiert. Zwischen den verschiedenen Schritten wurde jeweils 3 x
Wash Buffer (auch: TransAM Kit) verwendet. Nach einer Inkubation von 2-15 Minuten mit
Developing Solution (auch: TransAM Kit) und anschlieBender Zugabe der Stop Solution (auch:
TransAM Kit) erfolgte die Bestimmung der Absorption bei 450 nm mit einer Wellenldnge von 655 nm

mittels Plate reader (FLUAstar Omega, BMG Labtech, Ortenberg, Deutschland).
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3. Ergebnisse

3.1. Expression der eNOS in verschiedenen Zellpassagen

Von HUVEC-Zellen der Passagen 1-8 wurden Western Blots bzw. Low-temperature PAGE
durchgefiihrt, um anhand der eNOS-Expression Erkenntnisse Uber die Stabilitit der eNOS zu
erhalten. Diese Erkenntnisse sind unter der Annahme, dass die eNOS ein potenzielles Target von
(-)-Epicatechin darstellt, entscheidend fiir die Analyse der (-)-Epicatechinwirkung. Die Entstehung von
eNOS-Monomeren wurde durch Probendenaturierung, verursacht durch 10-mindtige Erhitzung bei
70°C und Zugabe eines reduzierenden Agenz induziert (Abbildung 8). Durch Verzicht eines
reduzierenden Agenz und fehlender Erhitzung kann in Low-temperature PAGE das Vorkommen der
dimeren eNOS hervorgerufen werden (Abbildung 9). In den verschiedenen Zellpassagen wurde dabei
auf Proteinniveau die Expression und Dimerisierung der eNOS sowie das Ausmall der
eNOS-Phosphorylierung an Ser-1177 in den beiden Untereinheiten untersucht. Sowohl die
monomere als auch dimere eNOS wurden mit Anti-eNOS-Antikorpern und Anti-Phospho-
eNOS-Antikorpern (pSer-1177) angefarbt, um Unterschiede in der Expression in den verschiedenen
Passagen und zwischen den beiden Untereinheiten eruieren zu koénnen. Das Ausmal der
aktivierenden Phosphorylierung an Ser-1177 ermoglicht Rickschliisse (ber den potentiellen
Aktivitatszustand der eNOS und lber die damit verbundene NO-Produktion. Dies ist bedeutend, da
eine erhohte eNOS-Expression aufgrund des eNOS-Uncoupling nicht mit einer erhohten NO-Bildung

korreliert. Als Proteinladekontrolle wurde a-Tubulin verwendet.

Die durchgefiihrten Western Blot-Analysen ergaben eine erhohte eNOS-Expression in Passage 1, 2
und 6, wobei Passage 1 am starksten, d.h. auf das 1,7-fache der Kontrolle, hochreguliert wird. Die
Kontrolle ergibt sich dabei aus den Mittelwerten aller Passagen und liegt bei 100%. Die
eNOS-Expression der Passagen 3 und 4 ist vermindert, insbesondere Passage 4 zeigt eine signifikante
Runterregulation in Bezug auf Passage 1 auf knapp lber 20% der Kontrolle. Die Passagen 5 und 7
befinden sich bezliglich der eNOS-Expression anndhernd auf dem Niveau der Kontrolle. Bezliglich des
eNOS-Phosphorylierungslevels an Ser-1177 ergibt sich, neben der Passage 2 und 6, insbesondere in
Passage 1 eine Erhohung auf das (iber 2-fache der Kontrolle. Eine Verminderung des
Phosphorylierungslevels ist in den Passagen 3, 4, 7 und 8 feststellbar, mit der hochsten Erniedrigung
in Passage 3. Die Passage 5 befindet sich beziiglich der Phosphorylierung erneut auf dem Niveau der
Kontrolle. Ein erhdhtes Verhaltnis von phosphorylierter zu unphosphorylierter eNOS ist insbesondere
in Passage 1, 5 und 6 vorzufinden. Wohingegen dieses Verhaltnis zwischen Passage 1 und 8

signifikant vermindert ist (Abbildung 8).
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Abbildung 8: eNOS-Expression als Marker fiir die Stabilitdt von HUVEC-Zellen

Dargestellt sind Western Blots der Zellpassagen 1-8 (P1-P8) (10 Minuten auf 70°C erhitzt, mit SRA). Die Anfarbung der
Membranen erfolgte mit Anti-eNOS Antikérper (1:1000) und Anti-Phospho-eNOS-Antikérpern (1:1000, 4°C Uber Nacht).
a-Tubulin wurde als Proteinladekontrolle verwendet (A). Densitometrische Analysen der Banden wurden durch Normierung
des eNOS-Signals bzw. pSer-1177-eNOS-Signals zum a-Tubulin-Signal (B) sowie des pSer-1177-eNOS-Signals zum

eNOS-Signal (C) durchgefiihrt und als % der Kontrolle angegeben. T-Test, P1 zu den anderen Passagen, *= p < 0,05, **=p <
0,005.
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In Low-temperature PAGE wurde durch Verzicht eines reduzierenden Agenz und fehlender Erhitzung
das Vorkommen der dimeren eNOS induziert. Densitometrische Analysen des Dimer/Momer
Verhaltnisses ergaben fir die eNOS-Expression fiir Passage 1 und 2 eine deutliche Erhéhung auf das
5-fache der Kontrolle. Auch beziiglich des Phosphorylierungslevels zeigte sich in Passage 1 und 2 ein
deutlich erhéhtes Dimer/Monomer-Verhiltnis mit einer 1,6 - 1,8- fachen Erhéhung im Vergleich zur
Kontrolle. Die Passagen 3, 4 und 5 ergaben sowohl in Hinsicht auf das Dimer/Monomer-Verhiltnis
der eNOS als auch bei der Ser-1177-Phosphorylierung signifikant niedrigere Werte verglichen mit
Passage 1 (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Dimer/Monomer-Verhiltnis unterschiedlicher Passagen

Dargestellt sind Low-Temperature Western Blots der Zellpassagen 1-5 (P1-P5) (ohne Erhitzen, ohne SRA). Die Anfarbung der
Membranen erfolgte mit Anti-eNOS Antikérper (1:1000) und Anti-Phospho-eNOS-Antikérpern (1:1000, 4°C Uber Nacht).
o-Tubulin wurde als Proteinladekontrolle verwendet. eNOS und Di-eNOS bezeichnen die eNOS-Monomere und
Homodimere (A). Densitometrische Analysen der Banden wurden durch Normierung des Di-eNOS bzw. eNOS-Signals und
Di-pSer-1177-eNOS bzw. pPSer-1177-eNOS-Signals zum a-Tubulin Signal durchgefiihrt und als % der Kontrolle angegeben.
Die Kontrolle ergibt sich dabei aus den Mittelwerten aller Passagen und liegt bei 100%. Es erfolgte die quantitative Analyse
des Dimer/Monomer Ratio von eNOS durch Bestimmung des Di-eNOS-Signals zum eNOS-Signal (B) sowie Di-pSer-1177-
eNOS-Signals zum pSer-1177-eNOS-Signal (C). T-Test, P1 zu anderen Passagen, *=p < 0,05, **= p< 0,005.
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Zusammenfassend ergibt sich ein Bild mit Erhéhung der eNOS-Expression sowie des
eNOS-Phosphorylierungslevels insbesondere bei HUVEC-Zellen mit niedrigen sowie hoheren
Passagierungen. Mit den durchgefiihrten Western Blot-Analysen von HUVEC-Zellen konnte eine
Variabilitdt sowohl der eNOS-Expression als auch des Phosphorylierungslevels zwischen den
Passagen 1-8 gezeigt werden (Abbildung 8). Das unterschiedliche Dimer/Monomer-Verhiltnis
zwischen den Passagen spiegelt ebenfalls das unterschiedliche Niveau der eNOS-Expression in den
verschiedenen Passagen, mit vermehrtem Vorliegen der dimeren Form in Passage 1 und 2 wieder
(Abbildung 9). Dies legt nahe, dass Anderungen in den Kulturbedingungen fiir die eNOS-Expression
und -Aktivitdt von Bedeutung sind. In nachfolgenden Experimenten wurden diese Erkenntnisse

genutzt, um die experimentellen Settings zur Untersuchung der (-)-Epicatechinwirkung zu definieren.

3.2. Stimulation und Inhibition der eNOS

Die Zellen wurden mit Diaminofluorescein (DAF-FM DA) vorbehandelt, um die eNOS-Aktivitat in
HUVEC-Zellen zu analysieren. Die Aktivitdt der eNOS kann dabei anhand der NO-Produktion mittels
DAF-FM DA quantifiziert werden. Es wurden verschiedene Konzentrationen ausgewahlt (DAF 1 nM,
0,5-,5-, 10 -, 20 uM), um die optimale DAF-Konzentration zu eruieren. In den Experimenten zeigten
sich bei einer Konzentration von 0,5 uM DAF die groRten Unterschiede, sodass diese Konzentration
im Folgenden weiterverwendet wurde. Behandelt wurde mit dem NOS-Inhibitor L-NAME 50 -, 100 -
und 500 pM sowie mit einem stimulierenden Calcium-lonophor, um eine Inhibier- sowie

Stimulierbarkeit der eNOS zu zeigen.

300+

NO-Level
(Fluoreszenz-Intensitdt % Kontrolle)

Abbildung 10: Bestimmung der NO-Level in HUVEC-Zellen mittels DAF

Die Zellen wurden 30 Minuten mit DAF-FM DA (1 nm, 0,5 -, 5 -, 10 -, 20 uM) vorinkubiert und mit L-NAME (50 -, 100 -,
500 uM) bzw. Calcium-lonophore (Cal 1 uM) behandelt. Die Fluoreszenz wurde bei Exzitation 485 nm und Emission 520 nm
gemessen. Die Zellviabilitat ist ausgedriickt als Prozent der lebenden Zellen gegen die mit H,0,-unbehandelten Zellen.
Dargestellt ist die Fluroreszenz in % normiert auf das DAF-Signal. 1-way ANOVA, *=p < 0,05, **=p < 0,005.
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Durch Zugabe von 100 uM L-NAME zeigt sich eine Abnahme der Fluoreszenz um 20% im Vergleich
zum DAF-Signal. Diese Abnahme der Fluoreszenz zeigt eine Inhibition der eNOS an. Die Behandlung
mit L-NAME 50 - und 500 uM zeigte hingegen keine signifikante Abnahme der Fluoreszenz. Nach
Zugabe eines Calcium-lonophors lasst sich eine signifikante Erh6hung des Fluoreszenz-Signals auf das

2-fache des DAF-Signals nachweisen, welches eine Stimulation der eNOS anzeigt (Abbildung 10).

AbschlieBend zeigen diese Ergebnisse, dass die eNOS in den analysierten HUVEC-Passagen aktiv ist

und die vorhandene Aktivitat durch Inhibitoren und Stimulatoren moduliert werden kann.

3.3. Protektive Effekte von (-)-Epicatechin auf die H,0,-induzierte Zellschddigung

Endothelzellen wurden auf 24-w-Platten fir 24 Stunden mit (-)-Epicatechin 1 -, 10 -, 100 uM
vorbehandelt, um mogliche schiitzende bzw. toxische Effekte von (-)-Epicatechin auf die Zellen
untersuchen zu kénnen. Die Behandlung mit aufsteigenden H,0,-Konzentrationen (1 -, 10 -, 100 -,
200 -, 600 -, 1000 uM) wurde fir 24 Stunden durchgefiihrt, um einen durch oxidativen Stress
hervorgerufenen Zellschaden zu induzieren. Um die antioxidativen und proliferativen Effekte von

(-)-Epicatechin charakterisieren zu konnen, wurde die Zellviabilitat mittels Neutralrot (NR) bestimmt.
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Abbildung 11: Wachstumseffekte von (-)-Epicatechin

Dargestellt ist die Anzahl tberlebender Zellen in % nach 24-stiindiger (-)-Epicatechin-Behandlung (1 -, 10 -, 100 uM). Die
Zellzahlen wurden mittels Neutralrotfarbung bei 540 nm photometrisch bestimmt und sind in Prozent zur Kontrolle ohne
(-)-Epicatechin-Vorbehandlung angegeben. 1way ANOVA, ***=p < 0,0001, n=7.

Ohne Zugabe von H,0, zeigten sich bei (-)-Epicatechin-behandelten Zellen Effekte auf das Wachstum
der Zellen. (-)-Epicatechin 1 uM zeigte dabei signifikante Wachstumseffekte mit einer Erhéhung der
Zellzahl auf Gber 20% der Kontrolle, aber auch mit 100 uM (-)-Epicatechin-behandelte Zellen wiesen

erhohte Zellzahlen auf (Abbildung 11).

In den Toxizitdtskurven zeigte (-)-Epicatechin 1 uM einen Schutz gegeniiber H,0,-Exposition, der sich

in einem lingeren Uberleben der Zellen bei ansteigenden H,0,-Konzentrationen deutlich machte.

30



Bei unbehandelten Zellen zeigte sich eine toxische Wirkung beginnend bei 600 uM H,0, mit einer
halb maximalen letalen Dosis (LD50) von 800 uM H,0,. Durch Vorbehandlung der Zellen mit
(-)-Epicatechin 1 uM konnte die Zellviabilitat signifikant auf eine LDs, von (iber 1000 uM erhoht
werden (Abbildung 12).

150
-o— Kontrolle
- EpilpM
100 —&— Epi 10 uM
—¥— Epi 100 uM

50+

(Anzahl iiberlebender Zellen
% Kontrolle, Farbintensitét NR)

Zellviabilitat nach H,0,-Behandlung

0 200 400 600 800 1000
H,0,-Konzentration (uM)

Abbildung 12: Zellviabilitdt von (-)-Epicatechin-behandelten HUVEC-Zellen unter H,0,-Einfluss

Dargestellt sind Toxizitdtskurven, bei denen die Zellviabilititen von HUVEC-Zellen gegen aufsteigende
H,0,-Konzentrationen aufgetragen sind. Die Zellviabilitaten wurde nach H,0,-Behandlung (24 h) mittels Neutralrotfarbung
bei 540 nm bestimmt. Die Zellviabilitat ist in Prozent zur Kontrolle ohne (-)-Epicatechin-Vorbehandlung angegeben. 1way
ANOVA, *= p < 0,05, n=7.

Die Ergebnisse legen folglich nahe, dass (-)-Epicatechin 1 uM das Wachstum der Zellen anregt und

eine schiitzende Wirkung gegen oxidativen Stress vermittelt.

3.4. Bestimmung der H,0,-Produktion nach (-)-Epicatechin-Behandlung

Das Experiment begriindet sich aus den Beobachtungen von Halliwel et. al., welche zeigten, dass
Epigallocatechin, Catechin, Quercetin und Epigallocatechingallate mit herkdmmlichen
Zellkulturmedien interagieren und so erhebliche Mengen von H,0, produzieren kénnen (Halliwell et
al. 2000). Die Zellen wurden 2 bzw. 24 Stunden mit (-)-Epicatechin (1 -, 10 -, 100 uM) bzw. tert-
Butylhydrochinone (TBHQ) (1 -, 100 uM) behandelt. Medium ohne Zellen wurde mit den
entsprechenden (-)-Epicatechin bzw. TBHQ-Konzentrationen fiir die gleiche Inkubationszeit versetzt.
Zum Nachweis einer H,0,-Produktion wurde TBHQ 100 uM als Positivkontrolle verwendet. Die
H,0,-Produktion wurde im Medium mit und ohne Zellen verglichen, um eine mogliche unspezische
H,0,-Bildung zu untersuchen. Dabei sind Erkenntnisse Uber eine unspezische H,0,-Bildung
entscheidend, um antioxidative Effekte kontrollieren und von Effekten des (-)-Epicatechins

differenzieren zu konnen.
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Abbildung 13: TBHQ erhohte die unspezifische H,0,-Produktion

Dargestellt sind die photometrisch bestimmten H,0,-Konzentrationen nach 2-stiindiger Behandlung mit 100 uM TBHQ im
Medium mit und ohne Zellen nach 0, 3 und 20 Stunden. Die Absorption wurde im Photometer bei 560 nm bestimmt. Es
wurden Linear regression fit based on Blank corrected-Werte verwendet. T-Test zwischen Behandlung und jeweiligen
Kontrolle, *=p < 0,05, **=p <0,005.

Bei Behandlung mit TBHQ lieRen sich nach 3 und 20 Stunden im Medium mit Zellen signifikant
erhohte Mengen an produziertem H,0, im Vergleich zu Medium ohne Zellen nachweisen. Dabei
waren die gemessenen H,0,-Konzentrationen bis auf das 3-fache im Vergleich zur Kontrolle ohne
Zellen erhoht. Die Mengen an produziertem H,0, zeigten sich bei den Messungen nach 3 und 20

Stunden auf einem konstanten Niveau (Abbildung 13).
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Abbildung 14: (-)-Epicatechin induziert keine unspezifische H,0,-Produktion im Medium

Dargestellt sind die photometrisch bestimmten H,0,-Konzentrationen (uM) nach (-)-Epicatechin (1 -, 10 -, 100 uM) bzw.
TBHQ (1 -, 100 puM)-Behandlung mit und ohne Zellen. A) Produktion von H,0, nach 2 Stunden Inkubation mit (-)-
Epicatechin bzw. TBHQ, B) Produktion von H,0, nach 24 Stunden Inkubation mit (-)-Epicatechin bzw. TBHQ. Die Absorption
wurde im Photometer bei 560 nm bestimmt. Es wurden Linear regression fit based on Blank corrected-Werte verwendet. T-
Test zwischen Behandlung und jeweiligen Kontrolle, ***=p < 0,001, n=3.

Nach (-)-Epicatechin-Behandlung fir 2 und 24 Stunden konnten keine signifikanten Unterschiede in
der H,0,-Bildung zwischen Medium ohne Zellen und Medium mit Zellen festgestellt werden. Auch

TBHQ 1 uM zeigte in Anwesenheit von Zellen keinen Effekt auf die Produktion von H,0,. Lediglich
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TBHQ 100 uM zeigte eine signifikante Erhéhung der H,0,-Bildung im Medium mit Zellen (Abbildung
14).

3.5. (-)-Epicatechin und seine Metaboliten erh6hen die eNOS-Expression

Die HUVEC-Zellen wurden mit (-)-Epicatechin (1 -, 10 -, 100 uM) bzw. den (-)-Epicatechin-Metaboliten
(55, 3G, 3S) fur 24 Stunden behandelt. Hierbei wurden verschiedene Behandlungsprotokolle
angewendet. Zum einen wurden Zellen mit Verarmung des Serums (Starving), zum anderen mit
herkdmmlichen Endothelial Cell Growth Medium complete kultiviert. Dabei ist bekannt, dass Starving
Stressbedingungen verursacht, die zur Aktivierung anderer Signalwege fliihren kénnen. Um Aussagen
Uber die eNOS-Expression und eNOS-Phosphorylierung treffen zu kénnen, wurden die

vorbehandelten Proben mit Anti-eNOS- und pPSer-1177-eNOS-Antikdrpern angefarbt.

In Western Blots konnte gezeigt werden, dass (-)-Epicatechin 1 -, 10 - und 100 uM auf Proteinniveau
einer Erhéhung der eNOS-Expression sowie eNOS-Phosphorylierung an Ser-1177 bewirken. Dabei tbt
(-)-Epicatechin 1 uM den groBten Effekt auf die eNOS-Expression aus und bewirkt eine signifikante,
Uber 4-fache Erh6hung der Expression. Aber auch (-)-Epicatechin 10 - und 100 uM bewirken eine
Uber 3-fache Hochregulation der eNOS-Expression im Vergleich zur Kontrolle. Bei der
eNOS-Phosphorylierung, die als Parameter fiir eine erhohte NO-Produktion anzusehen ist, zeigt
(-)-Epicatechin 1 uM sogar eine hoch signifikante, 7-fache Erhéhung der Expression verglichen mit
der Kontrolle. (-)-Epicatechin 10 uM bewirkt eine Hochregulation der Ser-1177-Phosphorylierung auf
das 4-fache, wohingegen (-)-Epicatechin 100 uM anndhernd auf dem Niveau der Kontrolle bleibt. Das
Verhiltnis phosphorylierte/unphosphorylierte eNOS wird neben (-)-Epicatechin 10 uM, aber vor
allem durch (-)-Epicatechin 1 uM beeinflusst (Abbildung 15).

In Western Blots unter Kultivierung mit Endothelial Cell Growth Medium complete bewirken neben
(-)-Epicatechin 1 uM auch die (-)-Epicatechin-Metabolite 55, 3G und 3S in einer Konzentration von
0,5 UM eine signifikante Hochregulation der eNOS-Expression auf das 1,5-fache. (-)-Epicatechin-
Metaboliten in hoheren Konzentrationen (2,5 -, 5 uM) haben auf die eNOS jedoch keinen
signifikanten Einfluss im Sinne einer Hochregulation und befinden sich auf dem Niveau der Kontrolle.
Signifikante Effekte auf eine Erhohung der Ser-1177-Phosphorylierung sind lediglich von
(-)-Epicatechin 1 pM und 5S 0,5 puM vermittelt. Wohingegen 3S 0,5 uM und 3S 5 uM eine
Herabregulation der  Ser-1177-Phosphorylierung  bewirken. Das  Verhaltnis  zwischen
phosphorylierter/unphosphorylierter NOS wird unter Kultivierung mit Endothelial Cell Growth
Medium complete durch 3G 0,5 uM und 35 0,5 uM signifikant herunterreguliert (Abbildung 16).
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Unter Starving rufen neben (-)-Epicatechin 1 uM, den (-)-Epicatechin-Metaboliten 5S, 3G und 3S in
Konzentrationen von 0,5 uM, auch die (-)-Epicatechin-Metaboliten in einer Konzentration von 5 uM
eine Erhohung der eNOS-Expression hervor. Die grofRten Effekte werden, mit einer lGber 4-fachen
Erhohung der eNOS-Expression, von den Metaboliten 55 0,5 uM, 3S 0,5 uM und 5S 5 uM vermittelt.
Eine starke Hochregulation der Phosphorylierung wird unter Starving vor allem von 3S 0,5 uM auf
annahernd das 10-fache der Kontrolle sowie von (-)-Epicatechin 1 uM und den Metaboliten 5S, 3G,
3S in beiden Konzentrationen (0,5 -, 5 uM) bewirkt. Die Hochregulation der Phosphorylierung ist
dabei jedoch durch die niedrigeren Konzentrationen (0,5 uM) der Metaboliten ausgepragter als
durch die hoheren Konzentrationen (5 uM). Unter Starving-Bedingungen zeigt sich zudem bei
(-)-Epicatechin  und seinen Metaboliten eine Zunahme des Verhéltnisses zwischen
phosphorylierter/unphosphorylierter eNOS, welches im Vergleich erneut bei den geringeren
Konzentrationen (0,5 uM) hoher ausfillt als bei héheren Konzentrationen (5 uM) (Abbildung 17).
Anhand dieser Experimente konnte gezeigt werden, dass (-)-Epicatechin und seine Metaboliten in
HUVEC-Zellen, insbesondere unter Starving, sowohl eine Erhéhung der eNOS-Expression als auch

eine Zunahme der eNOS-Phosphorylierung an Ser-1177 bewirken.
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Abbildung 15: (-)-Epicatechin erhoht die eNOS-Expression

Dargestellt sind Western Blots mit HUVEC-Zellen, die mit (-)-Epicatechin (1 -, 10 -, 100 uM) fiir 24 Stunden behandelt
wurden. Es erfolgte die Anfarbung mittels Anti-eNOS-Antikérpern (1:1000) und mit Anti-Phospho-eNOS Antikorper (1:1000,
4°C Uber Nacht). a-Tubulin wurde als Proteinladekontrolle verwendet (A). Densitometrische Analysen der Banden wurden
durch Normierung des eNOS-Signal bzw. pSer-1177-eNOS- Signals zum a-Tubulin-Signal (B) sowie des pSer-1177-eNOS-
Signals zum eNOS-Signal (C) durchgefiihrt und als % der Kontrolle angegeben. T-Test, lway ANOVA, *= p < 0,05, **=p <
0,005, ***=p < 0,001.
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Abbildung 16: (-)-Epicatechin und seine Metaboliten erhhen die eNOS-Expression

Dargestellt sind Western Blots mit HUVEC-Zellen (ohne Starving). Es erfolgte eine Behandlung mit (-)-Epicatecin 1 uM bzw.
(-)-Epicatechin-Metaboliten (55 0,5 -, 350,5-, 355 -, 3G 0,5 -, 3G 2,5 uM) fiir 24 Stunden. Es erfolgte die Anfarbung mittels
Anti-eNOS-Antikérpern (1:1000) und mit Anti-Phospho-eNOS Antikérpern (1:1000, 4°C Gber Nacht). a-Tubulin wurde als
Proteinladekontrolle verwendet (A). Densitometrische Analysen der Banden wurden durch Normierung des eNOS-Signal
bzw. pSer-1177-eNOS-Signals zum a-Tubulin-Signal (B) sowie des pSer-1177-eNOS-Signals zum eNOS-Signal (C)
durchgefiihrt und als % der Kontrolle angegeben. T-Test, lway ANOVA, *=p < 0,05, **=p < 0,005.
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Abbildung 17: (-)-Epicatechin und seine Metaboliten erh6hen die eNOS-Expression (Starving)

Dargestellt sind Western Blots mit HUVEC-Zellen nach 30-minttigem Starving mit DMEM-Medium Low Glucose. Behandelt
wurde mit Epicatechin 1 uM bzw. (-)-Epicatechin-Metaboliten (55 0,5 -, 3G 0,5 -, 35S 0,5 - und 5 uM) fir 24 Stunden. Es
erfolgte die Anfarbung mittels Anti-eNOS-Antikorpern (1:1000) und Anti-Phospho-eNOS Antikorper (1:1000, 4°C lber
Nacht). a-Tubulin wurde als Proteinladekontrolle verwendet (A). Densitometrische Analysen der Banden wurden durch
Normierung des eNOS-Signals bzw. pSer-1177-eNOS-Signals zum a-Tubulin-Signal (B) sowie des pSer-1177-eNOS-Signals
zum eNOS-Signal (C) durchgefiihrt und als % der Kontrolle angegeben. T-Test, 1way ANOVA, *= p < 0,05, **= p < 0,005,
***=p <0,001.

3.6. (-)-Epicatechin induziert die Translokation von Nrf-2 in den Zellkern

Mittels konfokalem Laser-Scanning Mikroskop wurde Nrf-2 nach (-)-Epicatechin- bzw. TBHQ-
Behandlung mittels eines Fluoreszenz-Antikérper (Alexa Fluor 594, Invitrogen) sichtbar gemacht, um

die Lokalisation von Nrf-2 nach beschriebener Behandlung beurteilen zu kénnen. Die Kerne der

37



Zellen wurden mit Hoechst angefarbt, um die Kernlokatisation und die richtige Schnittebene zu
| Il 1} v

Abbildung 18: (-)-Epicatechin induziert die Translokation von Nrf-2 in den Zellkern

HUVEC-Zellen wurden auf 22mm @ Deckglaschen 24 Stunden kultiviert und fiir 2 Stunden bei 37°C mit A) (-)-Epicatechin
1 uM, B) (-)-Epicatechin 10 uM, C) (-)-Epicatechin 100 uM, D) TBHQ 100 puM als Positivkontrolle behandelt. E) Kontrolle
(unbehandelte HUVEC-Zellen). Die Zellen wurden mit Anti-Nrf-2 Antikérpern (1:100) gefarbt und mit einem Fluoreszenz-
Antikorper (Alexa Fluor 594 goat anti-rabbit 1gG, 1:500) sichtbar gemacht. Der Zellkern wurde mit Hoechst angefarbt und
die Lokalisation von Nrf-2 mittels eines Zeiss LSM 510 Confocal Laserscanning Mikroskop untersucht.

Unter I-1V sind die verschiedenen Fluoreszenz-Kanale abgebildet:

A) Behandelte Zellen mit (-)-Epicatechin 1 uM zeigen ein starkes Fluoreszenz-Signal im Zytoplasma. B) Behandelte Zellen mit
10 uM (-)-Epicatechin zeigen ein homogenes Fluoreszenz-Signal zwischen Zytoplasma und Zellkern. C) Behandelte Zellen mit
100 uM (-)-Epicatechin zeigen eine homogene Fluoreszenz-Verteilung zwischen Zytoplasma und Zellkern; es lasst sich eine
charakteristische Farbung erkennen. D) Behandelte Zellen mit 100 uM TBHQ zeigen ein intensives Nrf-2-Fluoreszenz-Signal
im Zellkern. E) Kontroll-Zellen zeigen eine intensive Anreicherung von Nrf-2 im Zytoplasma mit Entstehung eines optischen
“Loches™" im Bereich des Zellkerns.

ermitteln.

(o]
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Nach (-)-Epicatechin-Behandlung insbesondere mit 100 uM, aber auch mit 10 uM, zeigt sich eine
Zunahme des Fluoreszenz-Signals im Zellkern mit homogener Fluoreszenz-Verteilung zwischen
Zytoplasma und Zellkern (B, C). Bei Behandlung mit 1 uM (-)-Epicatechin wurde hingegen, bei
inhomogener Fluoreszenz-Verteilung zwischen Zytoplasma und Zellkern, ein starkeres Fluoreszenz-
Signal im Zytoplasma detektiert (A). Die verwendete Positivkontrolle TBHQ 100 uM zeigt eine
intensive Akkumulation des Fluoreszenz-Signals von Nrf-2 im Zellkern (D), die die Fluoreszenz-
Anreicherung nach (-)-Epicatechin-Behandlung tbersteigt. Die Kontrolle mit unbehandelten Zellen
weillt eine ausgepragte Anreicherung von Nrf-2 im Zytoplasma auf, die zur optischen Entstehung
eines , Loches” im Bereich des Zellkerns beitrdgt (E) (Abbildung 18). Zusammenfassend ergeben die
Resultate eine Induktion der Translokation von Nrf-2 in den Zellkern durch 10 - und 100 puM

(-)-Epicatechin.
3.7. (-)-Epicatechin beeinflusst die Nrf-2-Expression im Zellkern

Es wurden Kernextrakte aus (-)-Epicatechin-behandelten Zellen gewonnen, um auf Proteinebene die
Expression der Transkriptionsfaktoren Nrf-2 und Nrf-1 mittels Western Blots quantifizieren zu
kénnen. Das Kernprotein Lamin A dient dabei als Marker fiir das Vorliegen von Kernextrakten sowie

als Kontrolle, dass quantitativ vergleichbar Mengen Kernextrakt vorliegen.

Bei (-)-Epicatechin-Vorbehandlung (1 -, 10 -, 100 uM) zeigte sich eine signifikante Runterregulation
der Nrf-2-Expression auf Proteinebene. Die Nrf-2-Expression wird dabei am stdrksten von
(-)-Epicatechin 1 uM (>80%) runterreguliert. (-)-Epicatechin 10 - und 100 uM bewirkt eine
Runterregulation von etwa 50%. Hingegen wird auf Proteinebene von TBHQ 1 uM eine vermehrte

Nrf-2-Expression mit einer 2-fachen Steigerung im Vergleich zur Kontrolle vermittelt.

Eine verminderte Nrf-1-Expression zeigt sich auch bei (-)-Epicatechin-behandelten Proben, wobei die
starkste Runterregulation von Nrf-1 ebenfalls durch Vorbehandlung mit (-)-Epicatechin 1 uM erfolgt.
(-)-Epicatechin 10 - und 100 pM bewirken eine Nrf-1-Runterregulation von anndhernd 50% im
Vergleich zur Kontrolle. Im Gegensatz zu Nrf-2 bewirkt TBHQ 1 uM bei Nrf-1 keine erhohte

Expression, sondern beeinflusst Nrf-1 eher im Sinne einer leichten Runterregulation (Abbildung 19).
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Abbildung 19: (-)-Epicatechin bewirkt eine Runterregulation der Nrf-2 Expression

Die Zellen wurden 2 Stunden mit (-)-Epicatechin (1 -, 10 -, 100 pM) bzw. TBHQ (1 uM) als Positivkontolle in phenolrot-freiem
Behandlungsmedium mit inaktiviertem Serum inkubiert. Die Zellen wurden in eine Zytoplasma- und eine Kernfraktion
aufgetrennt. Die Proben wurden in einer Proteinkonzentration von 15 pug Kernextrakt in ein NOVEXTrisAcetat Mini Gel
aufgetragen. Die Antikdrper-Farbung erfolgte mit Anti-Nrf-2- (1:100) und Anti-Nrf-1- (1:100) Antikérpern. Als Ladekontrolle
der Kernfraktion wurde das Kernprotein Lamin A (1:200) angefarbt (A). Densitometrische Analysen der Banden wurden
durch Normierung des Nrf-2-Signals bzw. Nrf-1-Signals zum Lamin A-Signal (B) durchgefiihrt und als % der Kontrolle
angegeben. T-Test, *= p < 0,05, **=p < 0,005, ***=p < 0,001.

Um mogliche (-)-Epicatechin-bedingte Unterschiede der Nrf-2-Bindung an Antioxidant Response

Elements (ARE) eruieren zu kénnen, wurden die Kernextrakte mittels TransAm Assay Kit analysiert

(Abbildung 20).
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Abbildung 20: (-)-Epicatechin beeinflusst die Nrf-2-Bindung an ARE

Die Zellen wurden 2 Stunden mit (-)-Epicatechin (1 -, 10 -, 100 pM) bzw. TBHQ (1 pM) in phenolrot-freiem
Behandlungsmedium mit inaktiviertem Serum inkubiert. Die Zellen wurden in eine Zytoplasma- und eine Kernfraktion
aufgetrennt. Zur Bestimmung der Bindungsaktivitat von Nrf-2 wurden Kernextrakte mit einer Proteinkonzentration von
10 pg/pro well verwendet. Als Positivkontrolle wurde die Kernfraktion, der mit TBHQ-behandelten Zellen verwendet. In der
Kernfraktion wurde die Nrf-2-Bindungsaktivitat an ARE mittels TransAM Nrf-2 Kit quantifiziert bei einer Absorption von
450 nm mit einer Referenzwellenldnge von 655 nm mittels Spektralphotometer quantifiziert. 1lway ANOVA, *= p < 0,05,
n=>5.

Die Experimente ergaben, dass (-)-Epicatechin die Nrf-2-Bindung an ARE erhoht, wobei
(-)-Epicatechin 10 uM den grofSten Effekt zeigte und anndhernd das Niveau der Positivkontrolle TBHQ
erreichte, gefolgt von (-)-Epicatechin 1 - und 100 uM. Die Positivkontrolle TBHQ 1 uM erhoht
signifikant die Bindung von Nrf-2 an ARE (Abbildung 20).

Demzufolge konnte in den vorliegenden Ergebnissen auf Proteinebene keine erhéhte Expression von
Nrf-2 und Nrf-1 nachgewiesen werden. Wobei jedoch auf DNA-Ebene nach (-)-Epicatechin-
Behandlung eine vermehrte Nrf-2-Bindung an ARE und eine Beeinflussung und Aktivierung des

Nrf-2-Signalwegs gezeigt werden konnte.

3.8. (-)-Epicatechin erhoht unter Starving die Expression von HO-1, SOD, CAT und GPx

Bei (-)-Epicatechin- bzw. Metaboliten-behandelten Proben wurden verschiedene Redoxproteine
(HO-1, SOD, CAT, GPx) mittels Western Blot dargestellt, um Aussagen bezlglich der Beeinflussung
von (-)-Epicatechin und seiner Metaboliten auf die Schutzmechanismen von HUVEC-Zellen zu
erhalten. Unter Kultivierung mit Endothelial Cell Growth Medium complete zeigten (-)-Epicatechin
1-,10 -, 100 uM sowie die Metabolite 5S, 3G und 3S keine erhohte Expression der Redoxproteine.
Insbesondere CAT zeigte eine signifikante Runterregulation durch die (-)-Epicatechin-Metaboliten
deutlich unterhalb von 50% der Kontrolle. Aber auch bei HO-1, insbesondere durch (-)-Epicatechin
1 uM, sowie bei der SOD, insbesondere durch 3S 0,5 uM, sowie bei der GPx, insbesondere durch 3S

0,5 uM, zeigten eine signifikante Verminderung der Proteinexpression (Abbildung 21).
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Abbildung 21: (-)-Epicatechin fiihrt zu keiner Erh6hung der Expression verschiedener Redoxproteine

Die Zellen wurden 24 Stunden ohne Starving mit (-)-Epicatechin (1 -, 10 -, 100 uM) bzw. den Metaboliten 5S, 3G, 3S
behandelt. Die Western Blot Membranen wurden HO-1 (1:1000), SOD (1:5000), CAT (1:5000), GPx (1:300) angefarbt (A).
Densitometrische Analysen der Banden wurden durch Normierung des HO-1 Signals bzw. SOD- Signals bzw. CAT-Signals
bzw. GPx-Signals zum a-Tubulin-Signal (B) durchgefiihrt und als % der Kontrolle angegeben. Auswertung: 1way ANOVA, *=
p < 0,05, **= p < 0,005, ***= p < 0,001.
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Unter Stressbedingungen hervorgerufen durch Starving, zeigte (-)-Epicatechin 1 uM die grofte
Steigerung der HO-1-Expression auf annahernd das 3-fache der Kontrolle, aber auch (-)-Epicatechin
10 - und 100 uM sowie die verwendeten (-)-Epicatechin-Metaboliten erhéhten die Expression der
HO-1. Bei der SOD ist die Hochregulation v.a. durch 3G 5 uM hoch signifikant auf das 1,5-fache, aber
auch durch 3G 0,5 uM, 5S 0,5 uM und (-)-Epicatechin 1 uM vermittelt. Die Expression der SOD nach
Behandlung mit 3S 0,5 uM sowie (-)-Epicatechin 100 uM bleibt anndhernd auf dem Niveau der
Kontrolle. Eine signifikante Beeinflussung der CAT-Expression im Sinne einer Erhéhung wird am
starksten, d.h. um das 2-fache der Kontrolle, durch (-)-Epicatechin 10 uM, sowie nachfolgend von
(-)-Epicatechin 100 uM und 5S 0,5 uM hervorgerufen. Die (-)-Epicatechin-Metaboliten haben auf
Proteinebene insgesamt einen geringeren Effekt auf die Hochregulation der CAT-Expression, wobei
maximal eine 1,5-fache Erhéhung im Vergleich zur Kontrolle erreicht wird. GPx wird insbesondere
von den Metaboliten 3G 0,5 uM sowie 3S 0,5 uM in ihrer Expression signifikant auf das liber 2-fache
der Kontrolle hochreguliert. Aber auch die tbrigen untersuchten Metaboliten sowie (-)-Epicatechin
1-, 10 -, 100 uM vermitteln unter Starving-Bedingungen eine Erhohung der GPx-Expression in der

GroRenordnung einer 1,5-fachen Erhéhung (Abbildung 22).
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Abbildung 22: (-)-Epicatechin erh6ht die Expression verschiedener Redoxproteine (Starving)

Die Zellen wurden 24 Stunden mit (-)-Epicatechin (1 -, 10 -, 100 uM) bzw. den Metaboliten 5S, 3G, 3S behandelt. Es erfolgte
das Starving der Zellen (30 Minuten in DMEM-Medium mit Low Glukose). Die Western Blot Membranen wurden mit HO-1
(1:1000), SOD (1:5000), CAT (1:5000), GPx (1:300) angefarbt (A). Densitometrische Analysen der Banden wurden durch
Normierung des HO-1 Signals bzw. SOD- Signals bzw. CAT-Signals bzw. GPx-Signals zum a-Tubulin-Signal (B) durchgefiihrt
und als % der Kontrolle angegeben. Auswertung: 1way ANOVA, *=p < 0,05, **=p < 0,005, ***=p <0,001.

Anhand dieser Experimente konnte gezeigt werden, dass unter Starving die Expression von
antioxidativen Enzymen (HO-1, SOD, CAT, GPx) sowohl von (-)-Epicatechin als auch von seinen
Metaboliten hochreguliert wird. Ohne Starving sind diese Effekte von (-)-Epicatechin sowie den

(-)-Epicatechin-Metaboliten auf die genannten antioxidativen Enzyme nicht nachweisbar.
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3.9. Einfluss von (-)-Epicatechin-Metaboliten auf die Glutamatcysteinligase (GCL)-

Expression

Western Blots mit (-)-Epicatechin- und Metaboliten-behandelten (5S, 3G, 3S) Proben wurden
angefertigt, um die Aussagen lber deren Beeinflussung auf die zwei Untereinheiten der GCL machen

zu kénnen.
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Abbildung 23: (-)-Epicatechin bzw. -Metaboliten bewirken eine Runterregulation der GCLC-Expression

Die Zellen wurden (iber 24 Stunden ohne Starving mit (-)-Epicatechin 1 -, 10 -, 100 uM bzw. mit den Metaboliten 5S, 3G, 3S
behandelt. Dargestellt sind Western Blots, die mit GCLC-Antikérpern (1:200) angefdrbt wurden (A). Densitometrische
Analysen der Banden wurden durch Normierung des GCLC-Signals zum a-Tubulin-Signal (B) durchgefiihrt und als % der
Kontrolle angegeben. 1way ANOVA, T-Test, *=p < 0,05, **=p < 0,005, ***=p <0,001.

Unter Kultivierung mit Endothelial Cell Growth Medium complete kommt es bei der Expression der
katalytischen Untereinheit (GCLC) nach (-)-Epicatechin- bzw. Metaboliten-Behandlung, insbesondere
bei 3G 0,5 uM und 3S 0,5 uM, aber auch bei 55 0,5 uM, 5S 5uM und (-)-Epicatechin 1 uM zu einer
signifikanten Runterregulation der Expression. Die (-)-Epicatechin-Metaboliten in einer Konzentration
von 0,5 uM vermittelt dabei einen groBeren Effekt als die (-)-Epicatechin-Metaboliten in einer

Konzentration von 5 uM (Abbildung 23).
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Abbildung 24: (-)-Epicatechin bzw. -Metaboliten bewirken eine Runterregulation der GCLM-Expression

Die Zellen wurden liber 24 Stunden ohne Starving mit (-)-Epicatechin 1 -, 10 -, 100 uM bzw. mit den Metaboliten 5S, 3G, 3S
behandelt. Dargestellt sind Western Blots, die mit GCLM-Antikorpern (1:200) angefarbt wurden (A). Densitometrische
Analysen der Banden wurden durch Normierung des GCLM-Signals zum a-Tubulin-Signal (B) durchgefiihrt und als % der
Kontrolle angegeben. 1way ANOVA, T-Test, ***=p < 0,001.

Die GCLM-Expression (regulatorische Untereinheit) wird unter Kultivierung mit Endothelial Cell
Growth Medium complete durch die (-)-Epicatechin-Metaboliten (3G 0,5 uM, 35S 5 uM, 3S 0,5uM, 5S

0,5 uM), aber auch durch (-)-Epicatechin 1 -, 10 -, 100 uM signifikant herunterreguliert (Abbildung
24).
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Abbildung 25: (-)-Epicatechin bzw. -Metaboliten bewirken eine Erh6hung der GCLC-Expression (Starving)

Die Zellen wurden tber 24 Stunden mit (-)-Epicatechin 1 -, 10 -, 100 uM bzw. mit den Metaboliten 5S, 3G, 3S behandelt. Es
erfolgte das Starving der Zellen (30 Minuten in DMEM-Medium mit Low Glukose). Dargestellt sind Western Blots, die mit
GCLC-Antikorpern (1:200) angefarbt wurden (A). Densitometrische Analysen der Banden wurden durch Normierung des
GCLC-Signals zum a-Tubulin-Signal (B) durchgefiihrt und als % der Kontrolle angegeben. 1way ANOVA, T-Test, *= p < 0,05,
**= b < 0,005.

Unter Stressbedingungen hervorgerufen durch Starving zeigte sich bei den (-)-Epicatechin-
Metaboliten (3S, 3G, 5S) in den Konzentrationen von 5 uM eine Erhéhung der GCLC-Expression
zwischen einer 1,5 bis liber 2-fachen Erhéhung. Aber auch 3S 0,5 puM und (-)-Epicatechin 1 uM
bewirken eine erhohte Expression. Der Metabolit 3G 0,5 uM zeigt hingegen eine Erniedrigung der

Expression, wohingegen 55 0,5 uM annahernd auf dem Niveau der Kontrolle bleibt (Abbildung 25).
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Abbildung 26: (-)-Epicatechin bzw. -Metaboliten bewirken eine Erh6hung der GCLM-Expression (Starving)

Die Zellen wurden Uber 24 Stunden mit (-)-Epicatechin 1 -, 10 -, 100 uM bzw. mit den Metaboliten 5S, 3G, 3S behandelt. Es
erfolgte das Starving der Zellen (30 Minuten in DMEM-Medium mit Low Glukose). Dargestellt sind Western Blots, die mit
GCLM-Antikorpern (1:200) angefarbt wurden (A). Densitometrische Analysen der Banden wurden durch Normierung des
GCLM-Signals zum a-Tubulin-Signal (B) durchgefiihrt und als % der Kontrolle angegeben. 1way ANOVA, T-Test, *=p < 0,05.

Die Expression der regulatorischen Untereinheit (GCLM) wird unter Stressbedingungen insbesondere
durch die Metaboliten 3G und 3S in einer Konzentration von 0,5 uM signifikant teils bis auf das liber
4-fache gesteigert. Auch (-)-Epicatechin 1 -, 10 -, 100 uM bewirken eine {ber 2,5-fache
Hochregulation der GCLM-Expression, wobei (-)-Epicatechin 1 uM den gréRten Effekt vermittelt. 3G
5uM dagegen Ubt den geringsten Effekt auf die Expressions-Erhéhung der regulatorischen
Untereinheit der GCL (GCLM) aus (Abbildung 26). Zusammenfassend konnte erst unter
Stressbedingungen verursacht durch Starving eine Hochregulation der GCLC- sowie GCLM-Expression
nachgewiesen werden (Abbildung 25, Abbildung 26), wobei die GCLC-Expression insbesondere durch
Konzentrationen von 5 puM gesteigert und die GCLM-Expression insbesondere bei niedrigen

Konzentrationen (0,5 uM) der (-)-Epicatechin-Metaboliten hochreguliert wurde.
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3.10. (-)-Epicatechin hat keinen Einfluss auf das GSH/GSSG-Level

HUVEC-Zellen wurden mit (-)-Epicatechin (1 -, 10 -, 100 uM) fir 24 Stunden behandelt, um nach
erfolgter Behandlung freies- und totales Glutathion sowie GSSG aus den Zelllysaten mittels

enzymatischem Assay bestimmen zu kénnen.
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Abbildung 27: (-)-Epicatechin hat keinen Einfluss auf das GSH/GSSG-Level in HUVEC-Zellen

Zellen wurden fir 24 Stunden in phenolrot-freiem Medium mit inaktiviertem Serum kultiviert und fir weitere 24 Stunden
mit (-)-Epicatechin (1 -, 10 -, 100 uM) bzw. mit TBHQ (1 uM) als Positivkontrolle behandelt. Mittels eines enzymatischen
Assays wurde aus Zelllysaten freies- und totales GSH sowie GSSG fluormetrisch bestimmt. Die Glutathion-Konzentrationen
wurden basierend auf einer Standardkurve mittels 4-Parameter-Fit-Werten bestimmt und zur Proteinmenge normiert.
Dargestellt sind die proteinnormierten Konzentrationen an freiem- (A), totalem GSH (B) sowie GSSG (C). 1lway ANOVA, n=5.

(-)-Epicatechin verursachte in den Konzentrationen 1 -, 10 - und 100 uM im Vergleich zur Kontrolle
keine signifikanten Unterschiede im freien- und totalen Glutathion (GSH) sowie dem Glutathion-
Disulfid (GSSG) (Abbildung 27). Anhand dieser Experimente konnte gezeigt werden, dass
(-)-Epicatechin in den untersuchten Konzentrationen keinen Einfluss auf das GSH/GSSH-Level in

HUVEC-Zellen auslibt.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden die Wirkungsweise und die Effekte von (-)-Epicatechin und seiner
Metaboliten auf Endothelzellen in-vitro mittels Zellkultur untersucht. Es wird vermutet, dass die
Effekte von (-)-Epicatechin zum einen auf einer verbesserten endothelialen Funktion durch erhéhte
NO-Bioverfiigbarkeit, zum anderen auf Verdanderungen im Redoxstatus der Zellen beruhen. Es
wurden die Effekte von (-)-Epicatechin auf die eNOS, den redoxsensitiven Nrf-2-ARE-Signalweg sowie
die Beeinflussung von (-)-Epicatechin auf Redoxproteinen analysiert. Da bekannt ist, dass
(-)-Epicatechin im Plasma Uberwiegend in Form seiner Metaboliten vorliegt (Ottaviani et al. 2011),
wurde zudem die Wirkung der (-)-Epicatechin-Metaboliten auf die eNOS-Expression und
eNOS-Phosphorylierung an Ser-1177 sowie den Redoxstatus untersucht. Dabei wurde insbesondere
unter oxidativem Stress, ausgelost durch Starving, die Wirkung von (-)-Epicatechin und seiner
Metaboliten auf die eNOS-Expression sowie die Beeinflussung verschiedener Nrf-2-regulierter,

antioxidativer Proteine (u.a. HO-1, GCLC, GCLM) betrachtet.
4.1. Endothelzellen und der Einfluss von NO

4.1.1. HUVEC-Zellen als in vitro-Modell zur Untersuchung von Effekten auf Endothelzellen

Die Kultivierung von HUVEC-Zellen nach Jaffe et al. ermoglichte die Durchfiihrung von in-vitro-
Experimenten zur Untersuchung von Effekten auf Endothelzellen (Jaffe et al. 1973). HUVEC-Zellen
reprasentieren dabei fir Endothelzellen ein anerkanntes Modell zur Untersuchung dieser Effekte. Die
metabolischen und physiopathologischen Eigenschaften der verschiedenen Endothelzelltypen im
Korper kénnen jedoch nicht vollstéandig durch das HUVEC-Modell abgebildet werden (Baudin et al.
2007). Zur Charakterisierung der eNOS wurden in dieser Arbeit die eNOS-Expression und -Aktivitat
sowie der eNOS-Phosphorylierungsstatus mittels kultivierter HUVEC-Zellen analysiert. Western Blots
wurden angefertigt, um die eNOS-Expression mit der aktivierenden Phosphorylierung an Ser-1177
und die eNOS-Dimerisierung zwischen den Passagen beurteilen zu kénnen. Uber die Detektion der
Ser-1177-Phosphorylierung lasst sich eine aktivierende posttranskriptionale Modifikation der eNOS
sichtbar machen. Da eNOS-Monomere kein NO produzieren kénnen, erlauben Erkenntnisse tiber das
Vorliegen der Dimer-Form in den unterschiedlichen Passagen eine Abschatzung der Menge an
potentiell funktionsfahiger eNOS. Beim Vorliegen von eNOS-Dimeren sind Erkenntnisse Uber einen
Elektronenfluss innerhalb der eNOS, der zur NO-Produktion notwendig ist, jedoch nicht abzuleiten.
Zur weiteren Validierung der Aktivitat der eNOS im HUVEC-Zellmodell wurde die NO-Produktion

fluorometrisch ermittelt.
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4.1.2. Unterschiede in der eNOS-Expression zwischen den Passagen

Die Phosphorylierung an Ser-1177 stellt einen zusatzlichen wichtigen Mechanismus der
eNOS-Aktivierung dar, der den Elektronenfluss zur Reduktasedomine stimuliert und die
Ca’*-Sensitivitit des Enzyms erhoht (McCabe et al. 2000, Fleming et al. 2003). In den vorliegenden
Experimenten konnte eine Variabilitdt der eNOS-Expression und des Phosphorylierungsstatus an
Ser-1177 zwischen den Passagen 1-8 gezeigt werden. Es ergab sich eine vermehrte eNOS-Expression
und eNOS-Phosphorylierung insbesondere in den frihen Passagen (P1, P2) und teils spateren
Passagen (u.a. P6). Die Passagen 3 und 4 wurden in der eNOS-Expression und
eNOS-Phosphorylierung herunterreguliert. In der Literatur ist bekannt, dass wahrend der Kultivierung
von HUVEC-Zellen zwischen den Passagen Unterschiede in ZellgroRe, Aussehen und Proteingehalt
bestehen (Nichols et al. 1987, Hasegawa et al. 1988). Auch die Anzahl der Passagierungen bei HUVEC-
Zellen beeinflusst die Expression von Enzymen. Balyasnikova et al. konnten zeigen, dass die Aktivitat
und Expression von Angiotensin-converting-enzyme (ACE) wahrend der HUVEC-Kultivierung von 90%
auf 30% in Passage 7 herunterreguliert wird. Zudem konnte nachgewiesen werden, dass zwischen
benachbarten HUVEC-Zellen eine heterogene ACE-Aktivitat vorliegt (Balyasnikova et al. 1998). Auch
ist eine stark variierende Prostazyklin-Ausschittung wahrend der unterschiedlichen Passagen in
HUVEC-Zellen bekannt (Goldsmith et al. 1984). Diese Beobachtungen lassen sich moglicherweise
dadurch erkldren, dass die Zellen in unterschiedlichen Passagen variierendem oxidativen Stress
ausgesetzt sind. Balyasnikova et al. stellten fest, dass sich die Zelldichte zwischen primaren Zellen
und HUVEC-Zellen der Passage 7 bei konfluentem Wachstum auf das 4-fache steigert (Balyasnikova
et al. 1998). Demzufolge kann vermutet werden, dass u.a. eine unterschiedliche Zelldichte mit einer
differierenden Anzahl toter Zellen in den einzelnen Passagen eine Variabilitdt des oxidativen Stresses

mit unterschiedlicher Enzymexpression verursachen kann.

Weitere mogliche Faktoren fiir die Variabilitat unter den Passagen sind vermutlich Veranderungen
der Zellkulturbedingungen im Laufe der Kultivierung oder Folgen einer additiven Trypsinierungs-
Exposition im Laufe der Passagierungen. In der Literatur ist beschrieben, dass die Auswahl des
Zellkulturmediums, sowie die Anwendung von Trypsin-EDTA Veranderung der morphologischen
Charakteristika hervorruft (Bala et al. 2011). Bala et. al konnten zeigen, dass Zellen bei Kultivierung
mit 20%-serumhaltigem-Medium begannen nach Passage 3 ihre morphologischen Charakteristika zu
verlieren und nach Passage 6 die ersten Alterungsstufen auftraten. Unter Verwendung von Medium
mit niedrigem Serum (2%) und viel Wachstums-Supplement traten jedoch keine Veranderungen bis
zu Passage 10 auf (Bala et al. 2011). Stabile Wachstumsbedingungen bei Experimenten mit HUVEC-

Zellen sind durch Verwendung von serumfreiem/-armen Medium in der Literatur beschrieben
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(Hayashi et al. 1976, Bala et al. 2011). Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde bei den Experimenten

auch Medium mit inaktiviertem Serum eingesetzt.

Die Verwendung von dhnlichen Passagen kann ein héheres Mal} an Vergleichbarkeit der Experimente
gewahrleisten. So ist in der Literatur beschrieben, dass Steffen et al. HUVEC-Zellen bevorzugt aus
Passage 2-4 verwendeten (Steffen et al. 2008) und Heiss et al. experimentell konfluente HUVEC-
Zellen, die nicht &lter als Passage 3 waren, nutzten (Heiss et al. 2009). In den vorliegenden
Experimenten wurden HUVEC-Zellen Passage 3-5 verwendet. Der Aspekt, dass bei den vorliegenden
Experimenten c-pooled HUVEC-Zellen verwendet wurden, sollte ebenfalls beriicksichtigt werden.
C-pooled Zellen werden aus vielen verschiedenen Donoren gewonnen und unterliegen so bereits
einem natiirlichen Mal an Variabilitdt. Um die Eigenschaften der eNOS wéahrend einer zunehmenden
Passagierung weiter ergriinden und validieren zu kénnen, bedarf es der Verwendung von Zellen eines
Donors. Anhand dieser Experimente konnte festgestellt werden, dass die eNOS-Expression und die
eNOS-Phosphorylierung an Ser-1177 zwischen den Passagen variiert; mit Erhéhung in frihen
Passagen (P1, P2) und teils spateren Passagen (u.a. P6). Vorherrschende optimale
Zellkulturbedingungen wahrend der friihen Zellpassagen koénnen vermutlich eine erhohte
eNOS-Expression mit Zunahme der aktivierenden Phosphorylierung bewirken. Die Effekte spaterer
Passagen lassen sich gegebenenfalls durch Adaptationsprozesse in Folge andauernder

Stressbelastung erklaren.

4.1.3. Einfluss der Passagierung auf das Dimer/Monomer-Verhiltnis

Durch reduzierte Verfligbarkeit des Kofaktors BH, sowie oxidativen Stress wird das Uncoupling der
enzymatischen Aktivitdt der eNOS hervorgerufen. Als Folge kommt es zur Bildung grofRer Mengen
Anionen-Radikale durch die eNOS, die damit den schadigenden Mechanismus aus exzessiver
ROS-Produktion und NO-Abbau triggert. Der Mechanismus des Uncoupling verdeutlicht, dass eine
hohe eNOS-Expression nicht zwangslaufig mit einer hohen NO-Produktion assoziiert ist (Forstermann
2008). Die Quantifizierung der eNOS-Dimerisierung ist deshalb ein bedeutender Aspekt bei der
Beurteilung der eNOS-Aktivitdt und der NO-Produktion (Cai et al. 2002). Klatt et al. konnten mit einer
Low-temperature PAGE ohne vorheriges Erhitzen der Proben neben nNOS-Monomeren die Bildung
der dimeren nNOS nachweisen (Klatt et al. 1995). In den vorliegenden Experimenten wurde mittels
Low-temperature PAGE die eNOS-Expression und eNOS-Phosphorylierung der monomeren und
dimeren eNOS in Passage 1-5 analysiert. Dabei zeigten sich im Western Blot die monomere Bande bei
135 kDa und die dimere eNOS-Bande bei 260 kDa. Dies ist konsistent mit Low-temperature PAGE mit

humanen und bovinen Aortenendothelzellen (Cai et al. 2005, Chen et al. 2014).
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Nagate et al. konnten nach Aldosteron-Behandlung in HUVEC-Zellen eine Verringerung der
eNOS-Expression im Dimer/Monomer-Verhiltnisses, trotz fehlender Unterschiede in der Expression
im konventionellen Western Blot, detektieren (Nagata et al. 2006). Die Bestimmung des
Dimer/Monomer-Verhiltnisses ist bedeutend, da sich auch gezeigt hat, dass es bei Erkrankungen wie
Diabetes mellitus und Myokardinfarkten zu Veranderungen im Dimer/Monomer-Verhaltnis der eNOS
kommt (Cai et al. 2005, Taverne et al. 2012). Bendall et al. konnten zeigen, dass das eNOS
Dimer/Monomer-Verhiltnis als Marker des eNOS-Uncoupling dient (Bendall et al. 2005). Nach
Auswertung der vorliegenden Western Blots von HUVEC-Zellen ergab sich fiir Passage 1 und 2 fir
eNOS-Expression und eNOS-Phosphorylierung ein deutlich erhohtes Dimer/Monomer-Verhiltnis.
Dieses zeigt das Uiberwiegende Vorliegen der dimeren Form der eNOS an. Zudem konnten in dieser
Arbeit das Vorkommen der Ser-1177-Phosphorylierung sowohl im Dimer als auch im Monomer
detektiert werden, wobei Passage 1 und 2 die Phosphorylierung liberwiegend im Dimer zeigten.
Chen et al. konnten =zeigen, dass die aktivierende Serin-Phosphorylierung in bovinen
Aortenendothelzellen nur in eNOS-Dimeren nachzuweisen ist, wohingegen die inhibierende Thr-497-

Phosphorylierung sowohl im Dimer als auch im Monomer beobachtet wurde (Chen et al. 2014).

Demzufolge ergaben die vorliegenden Experimente ein unterschiedliches Dimer/Monomer-
Verhiltnis zwischen den Passagen mit Vorkommen der aktivierenden Ser-1177-Phosphorylierung
sowohl im Monomer als auch im Dimer. Die Passagen 1 und 2 zeigten insbesondere im Dimer eine

Zunahme der Ser-1177-Phosphorylierung.

4.1.4. Stimulation und Inhibition der NO-Produktion

Die Detektion der NO-Produktion kann mittels DAF-FM DA erfolgen, wobei der Nachweis auf der
Umwandlung von DAF-FM DA in die fluoreszierende Triazole DAF-FM T und DAF-2-T beruht (Kojima
et al. 1998, Nakatsubo et al. 1998, Cortese-Krott et al. 2012). Durch diesen Detektionsmechanismus
wurde in den vorliegenden Experimenten die NO-Produktion nach Behandlung mit dem
eNOS-Inhibitor L-NAME sowie einem stimulierenden Calcium-lonophor bestimmt. Mit 0,5 uM
DAF-FM DA zeigten sich die Unterschiede in der NO-Produktion am deutlichsten. Eine Inhibition der
eNOS in HUVEC-Zellen ergab sich bei 100 uM L-NAME. In der Literatur ist die Hemmung der eNOS
durch verschiedene L-NAME-Konzentrationen bekannt. Heiss et al. zeigten durch Verwendung von
200 puM L-NAME eine Inhibition der eNOS-Aktivitat in HUVEC-Zellen mittels eines modifizierten DAF
2-Assays (Heiss et al. 2009), wobei Pittarella et al. eine L-NAME-Konzentration von 1000 uM zur
Hemmung der eNOS in HUVEC-Zellen wahlten (Pittarella et al. 2015). Weiterfihrende Experimente
von Litterio et al. konnten zeigen, dass das in dieser Arbeit thematisierte (-)-Epicatechin den L-NAME

vermittelten Abfall der eNOS-Aktivitat verhindert (Litterio et al. 2012). Damit wird nahegelegt, dass
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(-)-Epicatechin Einfluss auf Inhibitoren der eNOS ausiibt. Dimmeler et al. beschrieben, dass sowohl
eine Calcium-abhangige als auch eine Calcium-unabhangige eNOS-Aktivierung existiert (Dimmeler et
al. 1999). Der hier verwendete Calcium-lonophor, der bekanntlich einen Anstieg der
zytoplasmatischen Calciumionen-Konzentration bewirkt, steigerte in den vorliegenden Experimenten
die eNOS-Aktivitat auf das lber 2-fache. Die Erhohung der NO-Produktion nach Behandlung mit
einem Calcium-lonophor ist in der Literatur bereits bei tierischen Aortenzellen beschrieben (Minor et
al. 1990) und basiert vermutlich auf einer Aktivierung der zytosolischen NO-Produktion durch freies
Calcium (Mayer et al. 1989, Mulsch et al. 1989). Busse et al. konnten zudem nachweisen, dass die
Ca’*-abhingige Aktivierung der NO-Synthase in endothelialen Zellen durch Calmodulin vermittelt
wird (Busse et al. 1990). Das intrazelluldre Calcium aktiviert dabei Calmodulin und bewirkt somit die
Dimerbildung der eNOS (Fleming et al. 1999). Auch ist bekannt, dass die Blockade von
Ca’*-aktivierten K*-Kanalen die NO-Produktion in HUVEC-Zellen senkt (Sheng et al. 2007). Mit diesen
Experimenten konnte demnach gezeigt werden, dass die eNOS in den ausgewdhlten HUVEC-
Passagen aktiv ist und die Aktivitat von stimulierenden Substanzen und Inhibitoren moduliert werden
kann. Demzufolge kann das HUVEC-Modell fiir die Untersuchung der Wirkung von (-)-Epicatechin auf

die eNOS verwendet werden.
4.2, Effekte von (-)-Epicatechin

4.2.1. Toxizitdt von H,0, auf (-)-Epicatechin-vorbehandelte Endothelzellen

Hohe H,0,-Konzentrationen sind toxisch fur Endothelzellen und werden als Modell fiir oxidativen
Stress verwendet (Halliwell et al. 2000, Long et al. 2000). Zur Charakterisierung der schiitzenden
Effekte von (-)-Epicatechin wurden die HUVEC-Zellen steigenden H,0,-Konzentrationen ausgesetzt.
In der durchgefiihrten 24-stiindigen Behandlung mit H,0, ergab sich eine 50% letale Dosis (LDsp) bei
800 uM H,0, fir unbehandelte Zellen und fir (-)-Epicatechin 10 - und 100 pM-behandelte Zellen.
HUVEC-Zellen mit einer (-)-Epicatechin-Behandlung von 1 uM zeigten eine LDs, Uber 1000 uM. Die
Erhohung des LDsy-Wertes ist dabei Ausdruck der schiitzenden Wirkung von (-)-Epicatechin 1 uM
gegeniber durch H,0, verursachten oxidativen Stress. Ohne (-)-Epicatechin-Behandlung ist bei
Endothelzellen aus Rattenaorten nach 24-stiindiger H,0,-Behandlung eine LDs, von 1000 uM
beschrieben (Cortese et al. 2008). Spencer et al. zeigten unter H,0,-Behandlung einen protektiven
Effekt von (-)-Epicatechin und 3'-O-Methyl-(-)-Epicatechin (5 - 30 uM) auf den Zelltod von
Fibroblasten (Spencer et al. 2001). Auch das Flavanonol Dihydromyricetin (37,5 - 300 uM) schiitzt
HUVEC-Zellen vor H,0,-induziertem oxidativem Schaden, wobei sich eine stufenweise Abnahme der
Zellviabilitat mit ansteigenden H,0,-Konzentrationen von 100 - bis 800 uM und einem maximalen

Zellschaden bei 800 uM zeigt (Hou et al. 2015). Chow et al. konnten zeigen, dass niedrige Dosen des
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Flavonols Quercetin einen zytoprotektiven Effekt in Makrophagen vermitteln. Dabei bewirkt
Quercetin in einer Konzentration von unter 100 uM einen signifikanten Abfall der H,0,-induzierten
Peroxid-Produktion (Chow et al. 2005). Eine Inhibition der oxidativen DNA-Schadigung durch niedrige
Quercetin-Konzentrationen konnte auch von Johnson et. al gezeigt werden, wobei hohere
Konzentrationen DNA-Schadigungen durch prooxidative Aktivitaten induzierten (Johnson et al. 2000).
Betrachtet man Quercetin als Vergleichssubstanz des (-)-Epicatechins, kdnnte der protektive Effekt
von (-)-Epicatechin 1 uM konzentrationsbedingt hiertber erklarbar sein. Eine Induktion der eNOS
Gen-Expression ist in der Literatur nach H,0,-Exposition als kompensatorische Reaktion auf den
vaskuldren oxidativen Stress beschrieben (Cai et al. 2001). Somit scheint die schiitzende Wirkung
Uber die Beeinflussung von NO einen denkbaren Mechanismus zur Erklarung der protektiven Effekte
von (-)-Epicatechin darzustellen. Die in diesen Experimenten beobachteten Effekte von
(-)-Epicatechin 1 uM auf das Wachstum der Zellen sind noch nicht in der Literatur erwahnt worden.
Lediglich durch Reznichenko et al. ist beschrieben, dass das Flavanol Epigallocatechingallate eine
Stimulation des neuronalen Wachstums bewirkt (Reznichenko et al. 2005). Zusammenfassend konnte
mit den vorliegenden Experimenten gezeigt werden, dass (-)-Epicatechin 1 uM einen protektiven

Effekt gegenilber H,0,-induziertem oxidativen Stress vermittelt.

4.2.2. Unspezifische H,0,-Produktion im Medium nach (-)-Epicatechin-Behandlung

Halliwel et. al konnten zeigen, dass die Zugabe von phenolhaltigen Komponenten wie
(-)-Epigallocatechin, (-)-Epigallocatechingallate, (+)-Catechin und Quercetin mit Konzentrationen
grofler 10 uM die schnelle Entstehung von signifikanten Mengen von H,0, in Zellkulturmedien
(Dulbecco’s modified Eagles’ medium [DMEM], RPMI, and McCoy’s 5A medium) ohne Zellen induziert
(Halliwell et al. 2000). Da unspezifische H,0,-Formationen im Medium Effekte ausliiben kdnnen,
welche die spezifischen biochemischen Effekte der Flavanole verbergen, beeinflussen oder bewirken
kénnen (Long et al. 2000), wurden in den Versuchen nach (-)-Epicatechin-Behandlung (1-100 uM) die
H,0,-Konzentrationen von zellfreien und zellhaltigen Medien bestimmt. Dies ist notig, um spatere
antioxidative Effekte (-)-Epicatechin zuschreiben zu konnen. In den vorliegenden Experimenten
konnte durch Zugabe von (-)-Epicatechin zu Endothelial Cell Growth Medium complete keine
signifikante H,0,-Bildung in Ab- oder Anwesenheit von Zellen beobachtet werden. Als
Positivkontrolle wurde TBHQ verwendet, dass bekanntermaBen eine Aktivierung von Nrf-2 bewirkt
(Lee et al. 2001, Kraft et al. 2004). Cummings et al. konnten zeigen, dass TBHQ die NADPH-Oxidase
zur Produktion von Superoxiden stimuliert (Cummings et al. 1983). Eine GibermaRige Produktion von
H,0, und Hydroxyl-Radikalen durch TBHQ konnte ebenfalls nachgewiesen werden (Kahl et al. 1989).
Als weitere Aspekte sollten zuséatzliche Storfaktoren bei der Interpretation der (-)-Epicatechinwirkung

beriicksichtigt werden, die die Wirkung beeinflussen konnen. In der Literatur ist beschrieben, dass
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das vom Flavanol Epigallocatechin produzierte H,0, durch im Medium enthaltenes a-Ketogluturat
und Pyruvat abgefangen werden kann (Long et al. 2009, Long et al. 2011). Anhand der vorliegenden
Experimente konnte abschlieRend gezeigt werden, dass es nach (-)-Epicatechin-Behandlung zu keiner

unspezifischen H,0,-Bildung im Medium kommt.

4.2.3. Einfluss von (-)-Epicatechin auf eNOS und pSer-1177-eNOS

Es ist bekannt, dass (-)-Epicatechin-haltige Nahrungsmittel und Getranke einen positiven Effekt auf
das kardiovaskuldre System mit Wiederherstellung der endothelialen Funktion durch ansteigende
Bioverfligbarkeit von NO austliben (Schroeter et al. 2006, Heiss et al. 2007, Balzer et al. 2008, Hooper
et al. 2008). Zudem fihren sie zu einer Verbesserung der Insulin-Sensitivitat, einem Abfall des
Blutdruckes (Murphy et al. 2003, Taubert et al. 2007, Desch et al. 2010), zur Stimulation der
myokardialen Angiogenese (Ramirez-Sanchez et al. 2012) sowie der Reduktion der
Thrombozytenaggregation (Busse et al. 1987). In dieser Arbeit wurden Western Blots durchgefiihrt,
um Erkenntnisse zu erhalten, ob 1 -, 10 - und 100 uM (-)-Epicatechin die eNOS-Expression und
eNOS-Phosphorylierung an Ser-1177 auf Proteinebene verandert. Hiermit soll der Fragestellung
nachgegangen werden, ob die Wirkung von (-)-Epicatechin auf Endothelzellen lber die Beeinflussung
der eNOS vermittelt wird. Bei Behandlung mit 1 -, 10 - und 100 uM (-)-Epicatechin zeigte sich eine
Erhéhung der eNOS-Expression und eNOS-Phosphorylierung an Ser-1177, wobei (-)-Epicatechin 1 uM
den grofRten Effekt auslibt. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit Ergebnissen von
Ramirez-Sanchez et al., die zeigen konnte, dass (-)-Epicatechin die eNOS-Phosphorylierung in
humanen Koronarendothelzellen erh6hen und die eNOS-Aktivierung und NO-Produktion mittels dem
PI3K/AKT/PKA und Ca2+/CaMKII-Signalweg induzieren kann (Ramirez-Sanchez et al. 2010). Ramirez-
Sanchez et al. konnten nachweisen, dass (-)-Epicatechin 1 uM Calcium-unabhangig die
Phosphorylierung von Ser-1177, Ser-633 und Ser-615 erhoht, nicht aber die Phosphorylierung an
Thr-495 verandert (Ramirez-Sanchez et al. 2011). Die maximalen Effekte auf die NO-Produktion
wurden in der Literatur (Ramirez-Sanchez et al. 2010) sowie auch in den vorliegenden Ergebnissen
durch Behandlung mit (-)-Epicatechin 1 uM beschrieben. Auch Steffen et al. konnten verifizieren,
dass es bei 24-stlindiger Behandlung mit (-)-Epicatechin 10 uM zu einer Erhéhung der NO-Produktion
in Endothelzellen kommt. Die Erhéhung der NO-Produktion ist dabei auf eine Inhibition der NADPH-
Oxidase zurlickzufiihren (Steffen et al. 2007), wodurch (-)-Epicatechin einen Kurzzeiteffekt ausibt
(Schewe et al. 2008). Auf mRNA-Ebene konnten Wallerath et al. zeigen, das (-)-Epicatechin in
Konzentrationen von 1 - 33 uM keinen nennenswerten Effekt auf die eNOS mRNA-Expression in
HUVEC-Zellen vermittelt (Wallerath et al. 2005), wobei deren Beeinflussung als Langzeiteffekt von
(-)-Epicatechin beschrieben ist (Schewe et al. 2008). Folglich ergab sich in den vorliegenden

Experimenten, dass (-)-Epicatechin 1 -, 10 - und 100 uM die Expression der eNOS sowie die
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eNOS-Phosphorylierung an Ser-1177 erhéhen. Die unmittelbare Beeinflussung der eNOS durch
Regulation der Expression scheint einen entscheidenden Mechanismus in der Effektvermittlung von

(-)-Epicatechin darzustellen.

4.2.4. Einfluss von (-)-Epicatechin-Metaboliten auf eNOS und pSer-1177-eNOS

Von besonderem Interesse ist (-)-Epicatechin, weil sich gezeigt hat, dass seine Metaboliten in-vivo
bioaktive Molekiile sind (Schroeter et al. 2006), die héhere Plasmaspiegel erreichen als Metaboliten
von anderen Flavanolen (Baba et al. 2001, Manach et al. 2004). Da an den (-)-Epicatechineffekten
vermutlich die schnell gebildeten (-)-Epicatechin-Metaboliten wesentlich beteiligt sind (Ottaviani et
al. 2012), wurden die Expression der eNOS sowie der eNOS-Phosphorylierung an Ser-1177 nach
Behandlung mit den (-)-Epicatechin-Metaboliten (3G, 3S, 5S) mittels Western Blot analysiert. In den
vorliegenden Experimenten bewirkten insbesondere (-)-Epicatechin 1 uM sowie die niedrigen
Konzentrationen (0,5 uM) der (-)-Epicatechin-Metaboliten (5S, 3G, 3S) unter Kultivierung mit
Endothelial Cell Growth Medium complete eine Hochregulation der eNOS-Expression sowie
eNOS-Phosphorylierung an Ser-1177. Die (-)-Epicatechin-Metaboliten in héheren Konzentrationen
(2,5 -, 5 uM) bewirkten unter diesen Bedingungen keine Hochregulation der eNOS-Expression und
eNOS-Phosphorylierung. Die Ergebnisse von Ramirez-Sanchez et al. bezlglich der
(-)-Epicatechinwirkung wurden zuvor bereits erwdhnt. Die Effekte der (-)-Epicatechin-Metaboliten
3G, 3S und 5S sind in der Literatur bisher noch nicht beschrieben. Beziglich der
konzentrationsabhdngigen Wirkungen bei (-)-Epicatechin ist bekannt, dass Konzentration von 1 uM
groRere Effekte vermitteln als die hoheren Konzentrationen bis 100 uM (Ramirez-Sanchez et al.
2010). Wippel et al. konnten bei (-)-Epicatechin-Konzentrationen ber 100 uM eine Inhibition der
eNOS-Aktivitat feststellen (Wippel et al. 2004). Ahnliche konzentrationsinverse Effekte sind auch bei
dem engverwandten Flavanol Epigallocatechingallat sowie dem Flavonol Quercetin beschrieben.
Johnson et al. berichteten, dass niedrige Konzentrationen (10 uM) von Epigallocatechingallat und
Quercetin die oxidativ bedingte DNA-Schadigung hemmen, wohingegen hohe Konzentrationen
(100 uM) DNA-Schaden durch prooxidative Aktivitdt induzieren (Johnson et al. 2000). Chen et al.
vermuteten diesbezliglich, dass niedrige Konzentrationen freie Radikale abfangen und so den
oxidativen Schaden der zellularen DNA hemmen (Chen et al. 2003). In der Literatur ist auch
beschrieben, dass Quercetin in Dosierungen hoher als 100 uM als zytotoxisches Argenz wirken und
die Apoptose induzieren kann (Granado-Serrano et al. 2006). Uber dhnliche konzentrationsabhingige

Effekte bei (-)-Epicatechin-Metaboliten gibt es keine derartigen Erkenntnisse.

Die hier vorliegenden Ergebnisse legen nahe, dass die (-)-Epicatechin-Metaboliten (3G, 3S, 5S) in

niedrigen Konzentrationen (0,5 uM) unter Kultivierung mit Endothelial Cell Growth Medium
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complete eine Hochregulation der eNOS-Expression sowie der eNOS-Phosphorylierung an Ser-1177
bewirken. Die (-)-Epicatechin-Metaboliten in hoheren Konzentrationen (2,5 -, 5 uM) konnten dies
jedoch nicht verursachen. Der dhnlich wie bei (-)-Epicatechin bestehende Effekt auf Proteinebene,
dass niedrige Konzentrationen gréRere Effekte vermitteln, konnte auch fiir die (-)-Epicatechin-
Metaboliten (3G, 3S, 5S) in den durchgefiihrten Experimenten gezeigt werden. Zusammenfassend
wird die Wirkung von (-)-Epicatechin und seinen Metaboliten vermutlich konzentrationsabhangig

vermittelt, wobei auf Proteinebene geringere Konzentration tendenziell groRere Effekte ausiben.

4.2.5. Starving und die Beeinflussung der (-)-Epicatechin- und Metabolitenwirkung

Der oxidative Stress in Zellen wird beim Starving gesteigert (Kohno et al. 2012), wobei angenommen
wird, dass protektive und antioxidative Mechanismen hochreguliert werden. Kohno et al. konnten in
einer Fibrobasten-ahnlichen Zelllinie durch den Starving-bedingten Stress eine NF-kB-Aktivierung
induzieren (Kohno et al. 2012). In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass sich unter
Starving-Bedingungen die Effekte auf die eNOS-Expression und insbesondere die
eNOS-Phosphorylierung an Ser-1177 deutlich ausgepragter darstellen. Dabei kommt es auch nach
Behandlung mit (-)-Epicatechin-Metaboliten hoherer Konzentrationen (5 M) zu einer
Hochregulation der eNOS-Expression und eNOS-Phosphorylierung. Bisher sind in der Literatur die
Effekte von (-)-Epicatechin und seinen Metaboliten unter Starving-Bedingungen kaum erforscht.
Reznnichenko et al. konnten unter Starving zeigen, dass das Flavanol Epigallocatechingallate den
Untergang von Nervenzellen verhindert. Zudem verbesserte die 24-stiindige Behandlung mit
Epigallocatechingallate (0,1 -, 1 uM) die Zellmorphologie und vermittelte neuronales Wachstum
(Reznichenko et al. 2005). Unter Toxin-verursachten Stressbedingungen konnte nach Vorbehandlung
mit dem Flavonol Quercetin der Abfall der stressbedingten Nitritproduktion beobachtet werden,
wohingegen Quercetin ohne Stressbedingungen keinen Effekt auf die Nitritproduktion vermittelte
(Ramyaa et al. 2013). Die durchgefiihrten Experimente erbrachten, dass (-)-Epicatechin und seine
Metaboliten durch Starving-verursachten oxidativen Stress groRere Effekte auf die
NO-produzierende eNOS vermitteln als unter Normalbedingungen. Diese Erkenntnisse zeigen an,
dass insbesondere unter oxidativem Stress die Wirkung von (-)-Epicatechin und seinen Metaboliten
entscheidende Mechanismen ausldsen, die dem oxidativem Stress entgegenwirken. Vermutlich wird
dabei die protektive Wirkung auf die Endothelzellen auch tber eine Modulation der NO-Produktion

bewirkt.
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4.3. Effekte von (-)-Epicatechin auf die Transkriptionsfaktoren Nrf-1 und Nrf-2

4.3.1. (-)-Epicatechin bewirkt die Nrf-2 Translokation in den Zellkern

Der redoxsensitive Transkriptionsfaktor Nrf-2 ist von besonderem Interesse, da unter oxidativem
Stress die Modulation von antioxidativen Mechanismen bewirkt wird (Myhrstad et al. 2002). In den
vorliegenden Experimenten konnte gezeigt werden, dass (-)-Epicatechin die Translokation von Nrf-2
in den Zellkern induziert. Die Induzierbarkeit der Kerntranslokation von Nrf-2 durch NO konnte in der
Literatur bereits beschrieben werden (Cortese et al. 2008, Luna-Lopez et al. 2010). In kortikalen
Astrozyten konnte eine Akkumulation von Nrf-2 im Zellkern nach Behandlung mit 100 nM
(-)-Epicatechin sowie 100 uM TBHQ gezeigt werden (Bahia et al. 2008). Ramyaa et al. konnten in
hepatozelluldren Karzinomzellen nachweisen, dass nach Vorbehandlung mit dem Flavonol Quercetin
gefolgt von einer oxidativen Stressinduktion durch ein Toxin, eine Nrf-2 Translokation in den Kern
induziert werden kann. Eine Nrf-2-Translokation nach Quercetin Behandlung wurde dabei nach
2 Stunden beobachtet, mit einem Maximum nach 4 Stunden und einem Abfall nach 6 Stunden
(Ramyaa et al. 2013). In den vorliegenden Experimenten bewirkt insbesondere die Behandlung mit
100 uM (-)-Epicatechin, aber auch 10 uM (-)-Epicatechin, eine Zunahme des Fluoreszenz-Signals im
Zellkern. Hierdurch konnte gezeigt werden, dass sich die Induktion der Nrf-2-Kerntranslokation durch
(-)-Epicatechin in  HUVEC-Zellen hervorrufen Ildsst, wobei die Kerntranslokation ohne

Stressbedingungen zu beobachten ist.

4.3.2. (-)-Epicatechin vermittelt eine Verminderung der Nrf-2-/Nrf-1-Expression

Nrf-1 und Nrf-2 haben Uberlappende Aufgaben in der Regulation der basalen Expression von
ARE-haltigen antioxidativen Genen, wobei die induzierbare Expression grofStenteils Nrf-2-abhangig
vermittelt wird (Biswas et al. 2010). Der engverwandte Transkriptionsfaktor Nrf-1 scheint bevorzugt
prooxidative Gene zu aktivieren (Ohtsuji et al. 2008) und liegt in verschiedenen Isoformen (p120,
p95, p65) vor (Chepelev et al. 2013). Insbesondere die 65 kDa N-terminale-abgeschnittene Form ist
konstitutiv im Zellkern lokalisiert (Wang et al. 2006, Wang et al. 2007) und wirkt als Inhibitor des
Nrf-2/EpRE-Signalwegs (Chepelev et al. 2013). Da bekannt ist, dass die transkriptionale Aktivitdt von
Nrf-2 durch oxidative und elektrophile Molekile induziert werden kann (Buckley et al. 2008, Zhu et
al. 2008, Baird et al. 2011), ist auch eine Beeinflussung durch (-)-Epicatechin denkbar. Wobei moglich
ware, dass Flavanoide in der Lage sind die Interaktion zwischen Keap-1 und Nrf-2 zu modifizieren
(Myhrstad et al. 2002). In den vorliegenden Western Blots von Kernextrakten wurde die Nrf-2- und
Nrf-1-Expression untersucht, wobei nach (-)-Epicatechin-Behandlung eine Runterregulation von Nrf-2
und Nrf-1 auf Proteinebene nachgewiesen wurde. Als Positivkontrolle wurde TBHQ eingesetzt, das in

der Literatur als Induktor des Transkriptionsfaktors Nrf-2 etabliert ist (Bryan et al. 2013). Ngugen et
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al. konnten unter TBHQ-Behandlung (50 uM) bereits eine erhéhte Nrf-2 Expression durch
Beeinflussung der Proteinstabilitdt von Nrf-2 feststellen (Nguyen et al. 2003); jedoch konnte keine
Beeinflussung von Nrf-1 im Sinne einer Hochregulation gezeigt werden. Bei dem Transkriptionsfaktor
Nrf-2 wurden in der Literatur zwei Banden mit unterschiedlichem Molekulargewicht (98 und 118
kDa) im Western Blot detektiert (Pi et al. 2007). In den vorliegenden Experimenten zeigte sich eine
Nrf-2 Banden bei 98 kDa. Eine weitere Nrf-2-Bande bei 118 kDa lieR sich in den Blots mit
Kernextrakten nicht nachweisen. Zudem wurde eine Nrf-1-Bande bei 65 kDa lokalisiert. Dies ist
konsistent mit den Beobachtungen von Wang et al., nachdem sich die Isoform (p65) im Zellkern
befindet und sich daher bei den hier verwendeten Kernextrakten als eine Bande bei 65 kDa
detektieren lasst. Ramyaa et al. konnten eine Erhohung der Nrf-2 Expression in humanen
Leberkarzinomzellen nach Behandlung mit 10 uM des verwandten Flavonol Quercetin beobachten
(Ramyaa et al. 2013). Es ist jedoch hervorzuheben, dass die in der Arbeit vorliegenden Versuche
unter Normalbedingungen d.h. ohne Vorliegen von oxidativem Stress durchgefiihrt wurden. Mit
diesen Experimenten konnte abschlieBend eine Runterregulation von Nrf-2 und Nrf-1 auf
Proteinebene nach (-)-Epicatechin-Behandlung beobachtet werden. Da bereits die (-)-Epicatechin-
bzw. Metaboliten-Behandlungen eine deutliche Zunahme der eNOS-Expression unter Starving-
Bedingungen bewirken konnte, ist es moglich, dass auch der Transkriptionsfaktor Nrf-2 nur unter

oxidativem Stress beeinflusst wird.

4.3.3. Beeinflussung der ARE-Genexpression durch (-)-Epicatechin

Die Aktivierung von Nrf-2 fihrt zu einem Anstieg der ARE-Genexpression, die die Induktion von HO-1
und anderen Phase Il antioxidativen Enzymen beeinflusst (Kobayashi et al. 2004). In den
Experimenten konnte gezeigt werden, dass (-)-Epicatechin auf Genebene durch vermehrte Nrf-2-
Bindung an ARE, eine Beeinflussung antioxidativer Mechanismen bewirkt. (-)-Epicatechin 10 uM
vermittelt dabei den groRten Effekt auf die ARE-Bindung. Dies ist vereinbar mit in der Literatur
bereits beschriebenen Resultaten von Bahia et al., wobei sich nach Behandlung mit 1 -, 10 - und
100 uM (-)-Epicatechin einen Anstieg der ARE-vermittelten Expression zeigte (Bahia et al. 2008). Das
engverwandte Flavonol Quercetin vermittelt wahrend Ethanol-Behandlung ebenfalls einen Anstieg
der ARE-Genexpression in humanen Hepatozyten (Yao et al. 2007). Zusammenfassend wurde bei
(-)-Epicatechin eine vermehrte Nrf-2-Bindung an ARE beobachtet, wobei 10 uM (-)-Epicatechin den
grofSten Effekt ausilibt. Die Ergebnisse der Nrf-2-Translokation sowie der ARE-Bindung legen nahe,
dass Nrf-2 eher durch die hoheren (-)-Epicatechin-Konzentrationen von 10 uM und 100 puM

beeinflusst wird.
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4.4, Beeinflussung des Redoxstatus durch (-)-Epicatechin und seine Metaboliten

4.4.1. (-)-Epicatechin verdndert die Expression von Redoxproteinen

Es ist bekannt, dass Flavanole wie das (-)-Epicatechin Gegenstand des enzymatischen und
mikrobiellen Metabolismus im Gastrointestinaltrakt und in der Leber sind und das die dadurch
entstandenden glukoronidierten, methylierten und sulfatierten Produkte im zirkulierenden Plasma
vorzufinden sind (Day et al. 1998, Spencer et al. 1999). Da strukturelle Modifikationen die biologische
Aktivitat der Flavonoide beeinflussen (Nanjo et al. 1996, Harada et al. 1999, Spencer et al. 2001), ist
es wichtig die einzelnen Metaboliten bezlglich ihrer spezifischen Effekte zu untersuchen. In den
vorliegenden Experimenten konnte gezeigt werden, dass (-)-Epicatechin (1 -, 10 -, 100 uM) sowie die
(-)-Epicatechin-Metaboliten (5S, 3G, 3S) unter normalen Bedingungen mit Kultivierung der HUVEC-
Zellen in Endothelial Cell Growth Medium complete keine vermehrte Expression der Redoxproteine
bewirken. Wobei HO-1 insbesondere durch (-)-Epicatechin 1 uM runterreguliert wird und eine
Runterregulation von CAT und SOD neben (-)-Epicatechin, vor allem durch die (-)-Epicatechin-
Metaboliten vermittelt wird. GleichermaRen beeinflusst von (-)-Epicatechin und seinen Metaboliten
zeigte sich GPx. Es wird vermutet, dass HO-1 eine Schlisselrolle in den Abwehrmechanismen gegen
oxidative Schadigung einnimmt (Takahashi et al. 2004), wobei es durch verschiedene Stressstimuli
wie Ham, Schwermetalle, UV-Licht, Lipopolysaccharide, Temperaturwechsel und Hyperoxie stark
hochreguliert wird (Ryter et al. 2002). Bei Scherstress konnte eine Induktion der Genexpression von
HO-1 Uber den Nrf-2-Keap-1-Signalweg nachgewiesen werden (Warabi et al. 2007). In der Literatur
sind hemmende Effekte von (-)-Epicatechin- und seinen Metaboliten auf HO-1 bisher nicht
beschrieben. Chow et al konnten zeigen, dass das engverwandte Flavonol Quercetin die HO-1
Expression induzieren kann (Chow et al. 2005), wobei Quercetin durch die HO-1-Induktion einen
protektiven Effekt gegen alkoholischen oxidativen Stress in humanen Hepatozyten vermittelt (Yao et
al. 2007). Epigallocatechingallat bewirkt unter ischdmischen Stressbedingungen ebenfalls eine
Erhohung der HO-1-Expression (Han et al. 2014). Eine Hochregulation der HO-1-Expression durch
Flavanole ist durch Aktivierung der Bindung des Transkriptionsfaktors Nrf-2 an die ARE-Region in
Endothelzellen bekannt (Lin et al. 2004, Chow et al. 2005). Weitere Effekte wurden durch Heiss et al.
beschrieben, die durch Induktion von HO-1 eine Runterregulation der eNOS nachweisen konnten
(Heiss et al. 2009). Verglichen mit den obengenannten Effekten engverwandter Flavonoide bewirken
sowohl (-)-Epicatechin (1 -,10 -,100 uM) als auch die Metaboliten (5S, 3G, 3S) in den vorliegenden
Experimenten unter Starving eine Hochregulation der HO-1. Die Hochregulation von HO-1 wird dabei

am starksten durch (-)-Epicatechin 1 uM hervorgerufen.
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Eine Runterregulation der SOD, CAT und GPx durch (-)-Epicatechin und seine Metaboliten |dsst sich
nur teilweise bei engverwandten Substanzen in der Literatur wiederfinden. Tamilselvam et al.
konnten nach Behandlung mit dem Flavanon-Glykosid Hesperidin einen signifikanten Abfall der SOD -
, CAT - und GPx -Aktivitat nachweisen (Tamilselvam et al. 2013). Bei Mausen konnte nach Behandlung
mit Catechinen ebenfalls ein starker Abfall der GPx-Level und jedoch aber einen signifikanter Anstieg
des SOD-Levels beobachtet werden (Simos et al. 2012). Des Weiteren ist nach 24-stiindiger
Behandlung von humanen Fibroblasten mit dem Flavanol Epigallocatechingallat (25 -, 50 uM) ein
erheblicher Anstieg der Genexpression und Aktivitdt von SOD, CAT und GPx beschrieben (Meng et al.
2008). Unter Starving zeigen die vorliegenden Experimente jedoch eine Hochregulation der
Expression dieser antioxidativen Enzyme (HO-1, SOD, CAT, GPx) sowohl bei Behandlung mit
(-)-Epicatechin als auch mit (-)-Epicatechin-Metaboliten. Dabei wird die SOD insbesondere durch
(-)-Epicatechin-Metaboliten hochreguliert, wohingegen die CAT stdrker durch (-)-Epicatechin
beeinflusst wird. GPx wird sowohl von (-)-Epicatechin als auch von seinen Metaboliten hochreguliert.
Die durchgefiihrten Versuchsergebnisse unter Starving sind mit der oben erwdhnten Literatur, die
unterschiedliche Effekte der verschiedenen Flavonoide zeigt, nur unzureichend zu vergleichen. Auch
sind die Stressbedingungen bei den Experimenten zu beriicksichtigen. Ergebnisse von Ramyaa et al.
ergaben eine signifikante Runterregulation von SOD, CAT und GPx in Toxin-behandelten Zellen,
wobei die Vorbehandlung mit dem Flavonol Quercetin die Aktivitat der antioxidativen Enzyme
signifikant erhohte (Ramyaa et al. 2013). Diese Ergebnisse legen nahe, dass es unter
Stressbedingungen zur Induktion von antioxidativen Enzymen durch Flavonoide kommen kann. In
Bezug auf konzentrationsabhangige Effekte konnten Wang et al. bei dem (-)-Epicatechin-verwandten
Flavanol Epigallocatechingallat erweiterte Erkenntnisse tiber die Beeinflussung von SOD, CAT und
GPx generieren (Wang et al. 2015). Basierend auf den vorliegenden Experimenten konnte gezeigt
werden, dass (-)-Epicatechin und seine Metaboliten unter Normalbedingungen keine Hochregulation
der antioxidativen Enzyme HO-1, SOD, CAT und GPx bewirken. Unter oxidativem Stress verursacht
durch Starving werden jedoch Effekte von (-)-Epicatechin und seiner Metaboliten auf die hier

untersuchten antioxidativen Enzyme vermittelt.

4.4.2. (-)-Epicatechin-Metaboliten haben Einfluss auf die Glutamatcysteinligase (GCL)-
Expression

Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der GSH-De-novo Synthese wird katalysiert durch die

v-Glutamylcysteinligase, die aus einer katalytischen (GCLC) und einer regulatorischen Untereinheit

(GCLM) besteht (Franklin et al. 2009). Warabi et al. konnten zeigten, dass die Genexpression von

GCLM durch Scherstress Uber den Nrf-2-Keap-1-Signalweg induziert wird (Warabi et al. 2007). Die

Erkenntnisse konnten durch Kwong et al. erweitert werden, wobei bei Nrf-1-Mangel in Fibroblasten
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reduzierte GSH-Level und eine reduzierte GCLM-Expression mit verbesserter Empfindlichkeit zu
Oxidantien beobachtet wurde (Kwong et al. 1999). In der vorliegenden Arbeit wurden Western Blots
durchgefiihrt, um eine mogliche Beeinflussung auf Proteinniveau von (-)-Epicatechin und seinen
Metaboliten auf die Glutamylcysteinligase zu untersuchen. Es ergab sich bei Kultivierung der HUVEC-
Zellen in Endothelial Cell Growth Medium complete keine Hochregulation sowohl der GCLC- als auch
GCLM-Expression. Wobei unter Starving-Bedingungen die GCLC- und die GCLM-Expression deutlich
hochreguliert wurden. In einer Fibrobasten-ahnlichen Zelllinie konnte das Flavonol Quercetin eine
Erhdhung der Expression der regulatorischen und katalytischen Untereinheit der
Glutamylcysteinligase bedingen (Myhrstad et al. 2002). Auch Versuche unter Stressbedingungen,
hervorgerufen durch Ischamie des Kortex von Mausen, konnten bei Behandlung mit dem Flavanol
Epigallocatechingallat zu einem Anstieg der GCLC- und GCLM-Expression fihren (Han et al. 2014).
Zusammenfassend lasst sich aus diesen Experimente ableiten, dass die GCLC und die GCLM durch
(-)-Epicatechin und seine Metaboliten nur unter oxidativem Stress (Starving) im Sinne einer

Hochregulation beeinflusst werden.

4.4.3. Effekte zwischen (-)-Epicatechin und Glutathion

Glutathion (GSH) ist ein bedeutendes Antioxidans und ein wichtiger Kofaktor fiir eine Vielzahl von
Enzymen, die an der Metabolisierung und Elimination von endogenen Komponenten und
Fremdstoffen beteiligt sind (Wu et al. 2004). Die durchgefiihrten Fluoreszenz-Messungen von
HUVEC-Zellen ergaben, dass (-)-Epicatechin keinen Einfluss auf das GSH/GSSG-Level dieser
Endothelzellen ausibt. Bahin et al. konnten in kortikalen Astrozyten einen signifikanten Anstieg im
GSH/GSSG-Level durch (-)-Epicatechin 100 nM beobachten (Bahia et al. 2008). Bisher
unveroffentlichte Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe an Mausen konnten zeigen, dass die GSH-Level
in der Aorta und im Plasma nach (-)-Epicatechin-Behandlung nicht beeinflusst werden, wohingegen
sich in der Lunge und im Herz ein signifikanter Anstieg der GSH-Konzentration auf das lber 2-fache
darstellt. Keinen Einfluss auf das GSH-Level konnte ebenfalls bei dem Flavonol Quercetin gezeigt
werden (Ramyaa et al. 2013). Es konnte nachweisen werden, dass die Vorbehandlung mit dem
Flavonol Quercetin gefolgt von einer Behandlung mit Toxinen zu einer Wiederherstellung der GSH-
Level fiihrten. (Ramyaa et al. 2013). Die Ergebnisse von Ramyaa et al. sind vereinbar mit Ergebnissen
von Tamilselvam et al., wobei bei Toxin-behandelten Neuroblastomzellen durch Vorbehandlung mit
dem Flavanon-Glykosid Hesperidin ein signifikanten Anstieg der GSH-Level im Vergleich zu nur Toxin-
behandelten Zellen detektiert wurde (Tamilselvam et al. 2013). Die Ergebnisse zum GSH/GSSG-Level
in (-)-Epicatechin-behandelten Zellen sind vereinbar mit den vorherigen Ergebnissen der
Proteinexpression von GCLC- und GCLM nach (-)-Epicatechin- bzw. Metaboliten-Behandlung, wonach

sich erst unter Starving eine Hochregulation der beiden GCL-Untereinheiten zeigte. Es ist denkbar,
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dass sich Effekte auf das GSH/GSSG-Level durch (-)-Epicatechin erst unter Bedingungen des
oxidativen Stresses bzw. anderen (-)-Epicatechin-Konzentrationen zeigen. Anhand der Ergebnisse
konnte nachgewiesen werden, dass (-)-Epicatechin unter Normalbedingungen keinen Einfluss auf das

GSH/GSSG-Level in HUVEC-Zellen auslbt.
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5. Schlussfolgerung und Ausblick

Die vorliegende Arbeit untersuchte die Mechanismen der vaskuldren Effekte des Flavanols
(-)-Epicatechin auf endotheliale HUVEC-Zellen. Die positiven Effekte von Flavanolen auf das
kardiovaskulare System sind in der Literatur beschrieben, dennoch sind die grundlegenden
Mechanismen der Effektvermittlung noch nicht geklart. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass
(-)-Epicatechin sowohl Effekte auf die NO-Bioverfligbarkeit durch Beeinflussung der eNOS als auch
auf den redoxsensitiven Tanskriptionsfaktor Nrf-2 und auf antioxidative Enzyme in der Zellkultur
auslibt. Unter Stressbedingungen verursacht durch Starving konnte eine deutliche Erhéhung der
eNOS-Expression, der eNOS-Phosphorylierung, der Expression von Redoxproteinen (HO-1, SOD, CAT,
GPx) sowie der Expression der in der Glutathionsynthese entscheidenden Glutamatcysteinligase
(GCLC, GCLM) nachgewiesen werden. Auch konnte durch (-)-Epicatechin eine Induktion der
Translokation von Nrf-2 sowie eine erhohte Bindung von Nrf-2 an ARE gezeigt werden.
Zusammenfassend fiihrt sowohl die erhdhte NO-Produktion durch die eNOS als auch der reduzierte
Verbrauch durch eine Nrf-2-vermittelte Steigerung der antioxidativen Mechanismen zu einer
erhohten endothelialen Bioverfligbarkeit von NO. Diese Mechanismen sind an der Vermittlung des

positiven Effekte von (-)-Epicatechin auf das kardiovaskulare System beteiligt.

Weiterfiihrend ist von Interesse die Expression von inhibierenden eNOS-Phosphorylierungen (u.a.
Thr495, Ser116, Tyr 657) in den unterschiedlichen HUVEC-Passagen zu analysieren, um die
eNOS-Aktivitat weiter charakterisieren zu kénnen. Da Xia et al. zeigen konnten, dass das Polyphenol
Resveratrol das Uncoupling in kardiovaskuldren Zellen verhindern kann, ware auch denkbar, dass
(-)-Epicatechin einen Effekt auf das Uncoupling der eNOS ausliben kdnnte. Auch der Einfluss von
(-)-Epicatechin auf eNOS-Inhibitoren stellt einen interessanten Forschungsansatz dar, wobei Litterio
et al. bereits zeigen konnten, dass (-)-Epicatechin den L-NAME vermittelten Abfall der eNOS-Aktivitat

verhindert.

Experimente unter Stressbedingungen kdnnten weiteren Aufschluss lber die Beeinflussung des
redoxsensitiven Transkriptionsfaktors Nrf-2 durch (-)-Epicatechin erbringen. Dabei ist die
Weiterfihrung von Experimenten mit (-)-Epicatechin-Konzentrationen im Bereich von 1 uM
wesentlich, da 1 pM (-)-Epicatechin in den vorliegenden Experimenten die grofRten Effekte
vermittelte. Auch konnte gezeigt werden, dass die (-)-Epicatechin-Metaboliten wirksame Effekte
ausliben, die der weiteren Erforschung bedirfen, um die Wirkung der (-)-Epicatechine im Ganzen
verstehen zu konnen. Bei der Beurteilung der in-vivo Wirkung von (-)-Epicatechin ist die Rate bzw.

der Umfang der Absorption, die metabolische Umsetzung, die Bindung an Serumalbumin bzw.
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zellularen Proteine, die Plasmalevel von Aglykonen und Konjugaten, die Akkumulation in Zielzellen
wie dem vaskuldren Endothel, die Ausscheidungsrate im Urin sowie die molekularen Wirkungsweisen
von Bedeutung (Schewe et al. 2008). Dies veranschaulicht, dass es weiterer intensiver Forschungen

bedarf, um die komplexen Prozesse vollstandig entschliisseln zu kénnen.
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