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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das Risiko fiir kardiovaskuldr bedingte Erkrankungen konnte durch den regelméafigen
Verzehr von flavanolhaltigen Produkten, wie Wein, Friichten und Kakao vermindert werden.
Weiterhin lassen in vitro Versuche einen Einfluss von Flavanolen auf antioxidative Proteine
wie Glutathion (GSH) und Enzyme der antioxidativen Antwort vermuten. Eine Theorie der
Flavanolwirkung ist der Signalweg des redoxsensitiven Transkriptionsfaktor Nrf2
(nuclear factor erythroid-derived 2-like 2). Die zugrunde liegenden protektiven
Mechanismen oder die in vivo -Auswirkungen konnten noch nicht vollstindig geklart
werden. Ziel der hier durchgefiihrten Untersuchung war, die Effekte der oralen Gabe des
Flavanols (-) Epicatechin in vivo im Mausmodell zu messen.

Hierfiir wurde nach vier Versuchstagen der GSH-Gehalt durch Fluoreszenzmessung in Herz,
Lunge und Leber bestimmt. Die densitometrische Auswertung der Protein-expression der
antioxidativen Antwort in der Western Blot Analyse erfolgte fiir folgende Enzyme:
Glutathion-Peroxidase, Glutathion-Reduktase, Glutathion-S-Transferase,
Glutamatcysteinligase (GCLM und GCLC), Katalase, Superoxiddismutase-1, Nicotinamid-
Adenin-Dinucleotid-Dehydrogenase und Hémoxygenase-1. Zusétzlich wurde die
Expression des redoxsensitiven Transkriptionsfaktoren Nrf2 untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass die orale (-) Epicatechin-Gabe eine organabhéngige
Anderung des GSH-Gehaltes und der Synthese induzierte. In der Leber sank der
GSH- Gehalt signifikant, dies korrelierte mit der verminderten Proteinexpression der GCLC
und GCLM, wihrend der GSH-Gehalt in der Lunge und die Expression der GCLC
signifikant stieg. Es kam zu einer signifikanten Erniedrigung der GST-Isoform pi in der
Leber und Erhdhung in der Lunge. Die Katalase wurde in allen drei Organen vermehrt
exprimiert. Eine weiterfiihrende Induktion der antioxidativen Antwort konnte jedoch nicht
generell nachgewiesen werden. Die Expressionen der Transkriptionsfaktoren wurden
iiberwiegend nicht beeinflusst.

Die Ergebnisse zeigen, dass in geringem Maf3e auch ohne das Vorliegen einer Schiadigung
eine flavanolreiche Erndhrung in vivo organabhdngig einen Schutz induzieren kann.
Dariiberhinaus sind weitere Fragen u.a. zur Aktivierung der redoxsensitiven Signalwege
und dem Einfluss pathogener Stimuli bei der Wirkweise von flavanolreicher Erndhrung zu
erortern. Zur Relevanz der Ergebnisse im Menschen, z.B. fiir den Einsatz bei
kardiovaskuldren Erkrankungen, bietet sich die klinische Untersuchung bei flavanolreicher

Erndhrung an.
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1. Einleitung

1.1 Flavanole und ihre Bedeutung bei kardiovaskularen

Erkrankungen

Auf Erkrankungserscheinungen wie ischdmische Herzerkrankungen, Schlaganfille,
Diabetes mellitus und Krebs zeigen Genussmittel, wie Kakao, Wein und Tee eine
benefizielle Wirkung [1][2—4]. Der positive Effekt wird auf den in ihnen erhaltenen
hohen Flavanolanteil [5] zuriickgefiihrt. In einer Kohortenstudie zeigte sich tendenziell
eine verminderte Letalitit bei ischamischen Herzerkrankungen in Bevdlkerungsgruppen

mit hohem Flavonoidkonsum [1,6-8].

In der (westlichen) Welt zihlen besonders die nichtiibertragbaren Krankheiten, wie
Erkrankungen des Kreislaufsystems, besonders kardiovaskuldrer Ursachen, zu den
fiihrenden Morbiditits- und Mortalititsursachen [9,10]. Die koronare Herzerkrankung
(KHK) ist oft Folge von atherosklerotischen Prozessen, die zu Gefdflstenosen
oder -verschliissen gefiihrt haben. Galle ef al. (2006) beschrieben die Griinde dafiir
unter anderem in der Entziindung der GefdBwand, die durch oxidiertes LDL-Cholesterin
verursacht wird [11]. Exogen oder endogen produzierte reaktive Sauerstoffspezies
(reactive oxygen species, ROS) konnen ungewollte Oxidationsvorginge im Korper
auslosen und zu vermehrten Oxidationen und Desoxyribonukleinsdure (DNA(S))-
Schéden fiithren [12]. Umweltfaktoren wie Erndhrung und korperliche Aktivitit konnen
die Prognose der KHK beeinflussen [10,13]. Flavanole sind durch ihre Beeinflussung
der Stickstoffmonoxid (NO)-Bioverfligbarkeit und endothelabhingigen Dilatation
[14,15] in der Forschung und unter dem Gesichtspunkt der Nahrungserginzung in

Bezug auf einen protektiven Effekt auf vaskulidre Erkrankungen von Interesse [16].

1.2 Flavanole

Vorkommen

Flavanole stammen aus der Gruppe der Flavonoide, sind Derivate des Flavans und
finden sich vor allem in Friichten, Gemiise, Kakao, Tee und Kaffee [5,17]. Dabei kann
sich der Gehalt, die Art und Bioverfiigbarkeit des Flavanols zwischen den einzelnen

Pflanzen unterscheiden [5,18]. An einigen Stellen wurde eine mdgliche Toxizitdt von
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Flavanolen durch ihre Metabolisierung in vivo diskutiert [19]. Diese These ist nicht
ganz auszuschlieBen. Aufgrund der genannten Mechanismen und Unterschiede ist die
Aufklarung der genauen Wirkung von Flavanolen in vivo ein wichtiger Teil der
Forschung. Die Grundstruktur der Flavanole (Abb. 1) beziehungsweise Flavan-3-ole
bestehen aus zwei aromatischen Ringen, diese sind iiber eine zum O-heterozyklischen

Ring geschlossene C3-Briicke verbunden.

OH
Abb. 1: Flavanol:

Grundgeriist des Flavanols, bestehend aus zwei aromatischen Ringen, verbunden iiber eine zum O-
heterozyklischen Ring verbundene C3-Briicke, auch Flavan-3-ol genannt.

Die Hauptanteile aus der Gruppe der Flavan-3-ole sind Catechine, unter anderem
Epicatechin, Catechin, Epicatechingallat, Epigallocatechingallat und Epigallocatechin
und deren Oligomere, die Procyanidine [17]. Catechin und Epicatechin sind die
mengenmifig am stdrksten vertretenen Flavanole in Kakaoprodukten [5]. In
verschiedenen Studien konnte die stereometrische (-) Epicatechinform vor seinen
Enantiomeren und den Catechin-Enantiomeren als Flavanol mit der hdochsten

Absorptionsrate identifiziert werden [20,21].

(-) Epicatechin

In vivo wird (-) Epicatechin im Intestinaltrakt aufgenommen [22,23] und metabolisiert.
Wie in klinischen Studien gezeigt, wurde in Hepatozyten von Maiusen Epicatechin
sulfoniert, methyliert und glucuronidiert [24] und gelangt von dort in den Blutkreislauf.
Nach zwei Stunden konnten maximale Konzentrationen festgestellt werden [21,23].
(-) Epicatechin und seine Metaboliten werden grofBtenteils iiber die Niere ausgeschieden

[21,22].
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Fiir eine gezielte Anwendung auf dem Gebiet der Medizin ist eine ausreichende
Kenntnis der maligeblichen Substanz und ihrer Wirkungsweise nétig.
Schroeter ef al. (2006) konnten eine vermehrte NO-Bioverfiigbarkeit und endothel-
abhédngige Dilatation nach der Einnahme von flavanolreichem Kakao vor allem auf
(-) Epicatechin und seine Metaboliten zuriickfiihren [14]. Aufgrund der protektiven
Effekte auf die kardiovaskuldre Gesundheit wurde die Wirkungen von (-) Epicatechin
invivo und invitro intensiv studiert. Nach bisheriger Kenntnisnahme deuten sich
mehrere Mechanismen der (-) Epicatechin-Wirkung an: Eine gesteigerte NO -
Bioverfiigbarkeit, Verringerung von Lipidoxidationsprodukten und die Induktion der
antioxidativen Antwort, sowie die Hemmung der NAD(P)H-Oxidase (Nicotinamid-
Adenin-Dinucleotid-(Phosphat)-Oxidase) [14,15,25-29]. Dabei konnte eine Diskrepanz
zwischen in vitro und in vivo Ergebnissen beobachtet werden. Dies liegt vermutlich in
der in vivo-Metabolisierung von Flavanolen begriindet. Die Metabolisierung wird nur in
wenigen in vitro-Studien berticksichtigt. Durch die geringen Plasmakonzentrationen des
Reinstoffes bei oraler Gabe werden die in vitro verwendeten Konzentrationen nicht
durch Nahrungsaufnahme in normalem Blutplasma erreicht. Die Relevanz der
Ergebnisse ist somit fiir eine in vivo-Anwendung strittig [21,22,30]. Gleichzeitig scheint
die Wirkung von (-) Epicatechin abhéngig von einer Kurz- oder Langzeitgabe [31] und
von der verwendeten Konzentration zu sein.

Empirisch messbare Effekte auf die vaskuldre Funktion in vivo, anhand der FMD (flow
mediated dilatation) erreichten schon niedrige Dosierungen von 1-2 mg
(-) Epicatechin/kg Korpergewicht und korrelierten mit dem Vorhandensein von
(-) Epicatechin-Metaboliten im Plasma [14]. Die zelluldre Grundlage der (-) Epicatechin
induzierten vermehrten NO-Bioverfiigbarkeit [14,15] wurde in der Aktivierung der
endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase in Koronararterien-Endothelzellen [32] oder
in der verminderten Degradation von NO durch O, aufgrund der Hemmung der

NADPH -Oxidase in Endothelzellen, vermutet [28].

Eine direkte antioxidative Kapazitit von (-) Epicatechin, die es ermdglichen soll ROS
zu neutralisieren, wurde kontrovers diskutiert [22,30,33,34]. Die antioxidative Kapazitét
ist assoziiert mit der Anzahl von Hydroxylgruppen und ihrer strukturellen Beziehung im
Molekiil, diese wird durch die Metabolisierung verdndert. Daraus wurde bereits

vermutet, dass (-) Epicatechin in vivo durch die strukturellen Verdnderungen wahrend
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der Metabolisierung sehr wahrscheinlich Teile seiner antioxidativen Kapazitit einbiif3t
[22].

Invitro fiihrte die Behandlung mit (-) Epicatechin von neuronalen Zellen zu einer
Induktion der Proteinexpression von antioxidativen Enzymen {iber den
Transkriptionsfaktor nuclear factor erythroid-2 p45-related factor-2 (Nrf2) [35]. Es
liegen zur Wirkung einer oralen (-) Epicaetchin-Gabe auf den Redox- Status und die

Enzymexpression der Zellen im Gewebeverband in vivo nur unzureichende Daten vor.

Abb. 2: (-) Epicatechin:

Grundgeriist des Flanan-3-ol mit zwei OH Gruppen (2R, 3R)

1.3 Redox-Status

Glutathion

Glutathion (GSH) ist ein Peptid bestehend aus Glutamat, Cystein und Glycin. Es ist in
allen Séugetierzellen vorhanden und ein wichtiger Teil des Schutzes der Zellen.
Glutathion ist ein Antioxidans und steht in Zusammenhang mit dem Redox-Status. Es
schiitzt nicht nur den Kdorper durch die Neutralisation von ROS, sondern ist auch als
Kofaktor beim Entgiftungsstoffwechsel der Zelle und durch Metabolisierung von
elektrophilen Verbindungen und Neutralisation/Konjugation von toxischen Metaboliten
beteiligt. Besonders wichtig ist es aulerdem in Organen der erhdhten Exposition zu
Umweltreizen. Dabei sind vor allem die Lunge und der Intestinaltrakt zu nennen, die
Kontakt mit der Aullenwelt haben und somit verstirkt auch Umwelttoxinen ausgesetzt
sind. Es kann auBerdem zelluldre Prozesse wie DNA Synthese, Immunantwort und

posttranslationale Modifikationen steuern, welche Einfluss auf die Enzymaktivitit
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haben. Der Anteil an Glutathion in den meisten Zellen ist im millimolaren (mM)
Bereich. Es liegt natiirlicherweise in seiner reduzierten (GSH)- und oxidierten (GSSG)-
Form vor. Glutathion ist ein wichtiges Antioxidans, das die Zelle vor freien Radikalen
schiitzt. Die GSH-Synthese hdngt im Wesentlichen von zwei Enzymen ab (Abb. 3). Die
Glutamatcysteinligase (GCL) ist das produktionslimitierende Enzym fiir die GSH-
Synthese und besteht aus zwei Untereinheiten (GCLC/GCLM). Davon besitzt die
GCLC katalytische Aktivitit, wihrend die andere Untereinheit (GCLM) modulatorisch
wirkt. Die Aktivitdt der GCLC ist entscheidend fiir die Produktion von Glutathion. Wie
beschrieben gemall DelLeve et al. (1991), Lu ef al. (2009) und Forman et al. (2009) [36—
38]. Es zeigte sich jedoch: Ist die GCLM in knock-out Méusen nicht funktionsfahig,
kommt es in vivo zu einer organspezifischen Verminderung des GSH-Gehalts durch
Wegfall der modulatorischen Komponente [39]. Die GCL ist als heteromeres
Holoenzym somit katalytisch effizienter. Sie reagiert auf Glutathion, im Sinne einer
feedback-Hemmung, weniger sensibel, als die GCLC-Untereinheit alleine [40,41]. Die
Enzymaktivitit der GCL kann durch Modulation der beiden Untereinheiten durch
posttranslationale Modifikation oder mRNA-Stabilitdit beeinflusst werden [42].
Verschiedenen Substanzen konnte ein Einfluss auf die Enzymexpression nachgewiesen
werden: NO hemmte in in vitro-Studien die katalytische Untereinheit GCLC, dieser

Effekt erwies sich stark abhéngig vom Zelltyp [43].

Der GS-Gehalt der Zellen wird durch die Synthese und Riickgewinnung aus GSSG
durch die Glutathion-Reduktase (GR) stabilisiert und reguliert. Die interorganische
Homdostase reguliert sich durch den GSH-Plasmaspiegel und die Aufnahme von
Glutathion aus dem Blut (GSH clearance). Durch ihre Funktion ist die Leber der
Hauptproduzent von Glutathion und bestimmt dessen Abgabe ins Blut (GSH-Efflux)
[44]. Die GSH-Plasmakonzentration wird dadurch vor allem durch den hepatischen
GSH-Efflux und weniger durch den intrahepatischen GSH-Gehalt beeinflusst [44,45].
Verschiedene Substanzen konnen auf den GSH-Efflux und somit auch auf die
Plasmalevel Einfluss nehmen. Zum Beispiel nahm der GSH-Gehalt in der Leber nach
Gabe von Ethanol aufgrund einer vermehrten Ausschiittung ab [46]. Vasoaktive
Substanzen und phenolische Antioxidantien konnten den Leber GSH-Efflux steigern.
Die membranstindige y-Glutamyltransferase (yGT bzw. GGT) spaltet extrazelluldres
Glutathion an der &uBleren Plasmazellmembran und stellt seine Komponenten zur

Aufnahme und intrazelluldren Resynthese von Glutathion zur Verfiigung [47]. Die
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Lunge und die Niere haben Hauptanteile an der GSH clearance. Sie hydrolysieren
Glutathion durch ihre reichlich vorhandene GGT und nehmen die Komponenten auf.
Diese Erkenntnisse wurden schon mehrfach beschrieben [36,37,44]. Die Lunge nimmt
physiologisch einen Hauptanteil ihres bendtigten Glutathions aus dem Plasma auf. Die
GSH clearance aus dem Plasma konnte groB3er als in der Niere gemessen werden, eine
Hemmung der GSH-Synthese oder -Aufnahme fiihrt zu strukturellen Schédigungen,
wéhrend in der Leber und den Nieren keine Abnormititen zu beobachten waren [48].

Dies zeigt die besondere Stellung der Lunge in der GSH-Regulation.

Der Redox-Status ist das augenblickliche Verhéltnis von Antioxidantien zu Oxidantien
und schlieBt die Gesamtheit aller oxidativen und reduktiven Prozesse von Zellen ein.
Anderungen im GSH-Gehalt kénnen oxidativen Stress anzeigen. Die Gewihrleistung
eines Dbalancierten Redox-Status ermoglicht den physiologischen Ablauf der

Zellvorgénge.

Das komplexe System der Signaltransduktion auf Zellebene des Kdorpers besteht aus
staindigen Aufbau-, Abbau- und Anpassungsvorgingen. Endogene Stressoren, wie
reaktive Sauerstoffspezies (ROS), und exogene Stressoren, Xenobiotika, wie Flavanole,
und modulierende Faktoren wie zum Beispiel Glutathion tragen zur Anderung des

Redox-Status bei und beeinflussen auf diese Weise zahlreiche Signalkaskaden [49].

Oxidantien

Zu den bedeutendsten Oxidantien zdhlen die ROS. ROS sind kurzlebige, reaktive
Sauerstoffspezies, die durch ihr freies Elektron ein hohes oxidatives Potential besitzen.
Zu den ROS zdhlen neben dem Singulett-Sauerstoff ('0,) auch verschiedene
Zwischenprodukte, darunter hauptsédchlich Wasserstoffperoxid (H,0,),
Superoxidanionen (alt: Hyperoxid-Anion) (O,) und Hydroxyl-Radikale (OH") [12].

Zusammenfassend konnen ROS durch Oxidation ihres Interaktionspartners zu DNA-,
Protein-Schiden und Stérung von Signalkaskaden fithren und sind dadurch nicht nur an
der Entstehung von kardiovaskuldren Erkrankungen beteiligt [12]. Die Produktion der
endogenen ROS erfolgt vornehmlich durch die Mitochondrien, als Nebenprodukt der
Zellatmung. Griendling et al. (2000) beschrieben den besonderen Anteil der
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Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-(Phosphat)-Oxidase (NAD(P)H-Oxidase) unter
anderem an der Produktion von ROS besonders in vaskulirem Gewebe und in

Herzzellen [50].

Neben ihrer schiddigenden Wirkung iibernehmen ROS auch wichtige second messenger-
Funktionen bei der antioxidativen Antwort und sind Regulatoren des Redox-Status von
Enzymen wund Transkriptionsfaktoren [50]. So stimulierte H,O, iiber den
Transkriptionsfaktor Nrf2-Signalweg die GSH-Synthese und reguliert den Redox-Status
wéhrend der Muskelzelldifferenzierung [51].

Die antioxidative Antwort

ROS-Entgiftung geschieht iiber die antioxidative Antwort. Thre Fahigkeit anstelle von
anderen Interakteuren speziell mit ROS zu reagieren, ermdglicht es ROS zu
neutralisieren, abzubauen und somit zu regulieren und kontrolliert zu nutzen. Die
antioxidative Antwort wird durch eine Vielzahl von direkten und indirekten
Antioxidantien reprédsentiert, darunter Enzyme, Proteinen und Glutathion. Diese

synergistisch wirkenden Enzyme eliminieren reaktive Sauerstoffspezies.

Dabei kann zwischen einem Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-(Phosphat) (NAD(P)H)-
abhingigen und einem NAD(P)H-unabhingigen Schutzsystem unterschieden werden
(Abb.3). Die antioxidativen Enzyme Katalase (KAT) und Superoxiddismutase-1 (SOD-
1) gehoren zu dem NAD(P)H-unabhidngigem Schutzsystem. SOD-1 ldsst Oy~ zu

Wasserstoffperoxid oxidieren, welches im Verlauf von KAT zu Wasser und Sauerstoff

abgebaut.
Die Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Dehydrogenase, beziehungsweise
NAD(P)H Coenzym Q-Oxidoreduktase (NAD(P)H dehydrogenase [ubiquinone] 1

(NQOV1)), die Hamoxygenase-1 (HO-1) und das System der Glutathion-Homdostase
sind NAD(P)H-abhidngig und zdhlen zu den indirekt wirkenden Enzymen des
Metabolismus/Stoffwechsels der antioxidativen Antwort.

NQOI katalysiert die Reaktion, iiber die Reduktion von Ubichinon zu Ubichinol
Elektronen von NAD(P)H in die Atmungskette einzuspeisen, somit verhindert es die

Entstehung von ROS durch nur eine Elektroneniibertragung.
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Die HO-1 ist ein wichtiges Enzym fiir den Porphyrin-Abbau. Sie spaltet Him, unter
Verwendung von NAD(P)H, zu Eisen, Biliverdin und Kohlenstoffmonoxid (CO).
Kohlenmonoxid ist an der Signaltransduktion beteiligt [52,53]. Seine Regulation erfolgt
durch verschiedene Stimuli, darunter Transkriptionsfaktoren, Hypoxie und oxidativen

Stress.

Superoxid-Dismutase 0
H:0 +%0:

H:0:
ROOH

— Glutathion-Peroxidase
G\utamatl Glutamat Cystein Ligase | 2GSH GSSG+H20+ROH

Cystein Glutathion Glutathiondisulfid
Glycin GlutathionSynthetase
| GlutathionReduktase |

NADPH/H *
NAD(P)H-dehydrogenase [quinone]1

Glutathion S Transferase

QH:

ROS+Q

Hamoxygenase

* CO+Fe?*
+H:0
+Biliverdin

Ham+0:

Abb. 3: Die antioxidative Antwort:

Das System der Glutathion-Homdostase bestehend aus Glutathion-Synthese und Glutathion abhidngigem
Schutzsystem. Die NAD(P)H-abhéngigen und unabhédngigen Schutzsysteme als Bestandteile des
antioxidativen Systems. (ROS=reaktive Sauerstoffspezies, GSH=Glutathion, GSSG=Glutathiondisulfid,
*X=glucuronidierende Komponente (toxische/xenobiotische Substanz) Modifiziert nach Wu et al.(2004)
und Cortese et al.(2008) [54,55].

Der Glutathionstoffwechsel bildet das System der Glutathion-Homdoostase. Es beinhaltet
die Enzyme des Glutathion abhingigen Schutzsystems und der Glutathion-Synthese
(Abb. 3).

Das Glutathion-abhéngige Schutzsystem besteht aus den Enzymen Glutathion-
Peroxidase (GPx) und Glutathion-Reduktase (GR) und Glutathion-S-Transferase (GST).
Sie katalysieren Reaktionen mit Glutathion (GSH). GPx benutzt Glutathion zur
Reduktion zelltoxischer Verbindungen, indem es zwei Elektronen von zwei GSH

Molekiilen tibertragt, dabei entsteht Glutathiondisulfid (GSSG).
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Ein Gleichgewicht zwischen GSH und GSSG wird durch die GR gehalten, indem sie
die Disulfidbriicken in GSSG 16st und somit wieder zu GSH reduzieren kann. Das
Gleichgewicht zwischen GSH und GSSG ist stark auf Seite des GSH's. Normalerweise
liegt lediglich 1% als GSSG vor. Ein Ungleichgewicht auf Seiten GSSG zeigt
oxidativen Stress an. GST verwendet Glutathion bei der Konjugation von toxischen
oder xenobiotischen Substanzen [56]. Die GST ist in den Geweben Leber, Lunge und

Herz durch verschiedene Isoformen, unter anderem GST mu und pi, exprimiert [57-59].

Die Glutathion-Synthese aus den Aminosduren Glutamat, Cystein und Glycin geschieht
in zwei Schritten, katalysiert durch die Enzyme Glutamatcysteinligase (GCL) und
Glutathion-Synthetase. Lu et al. (2009) beschrieben dabei die GCL als das
produktionsentscheidendes Enzym, mit der katalytischen Untereinheit GCLC und der
modulatorischen Untereinheit GCLM [37].

Zusammenfassend ist die ROS-Regulation Aufgabe der Schutzmechanismen der
antioxidativen Antwort, dazu zdhlen die Glutathion-Homdostase und das
antioxidative System. Eine anpassbare und feinmodulierte Kontrolle der Glutathion-

Homdostase und des antioxidativen Systems ist demnach von essentieller Bedeutung.

Oxidativer Stress

Ist die antioxidative Antwort nicht mehr in der Lage ein adidquates Entgiftungssystem
aufrecht zu erhalten und die schddigende Wirkung von ROS einzuschrinken entsteht

oxidativer Stress.

Oxidativer Stress spiegelt allgemein das Ungleichgewicht zwischen Antioxidantien und
Oxidantien in einem Organismus wieder, wobei das Gleichgewicht in Richtung
Oxidantien verschoben wird und somit den Redox- Status beeinflusst. Es wird ein
Zusammenhang zwischen oxidativem Stress und dem Gewebeschiden bei
Herzinfarkten angenommen. Dabei spielen die Anfilligkeit und der Umfang der
Schiadigung durch Hypoxie und postischdmischen Reperfusionsschadens eine Rolle
[60,61]. Der postischdmische Reperfusionsschaden tritt nach wiedereinsetzender
Durchblutung eines zuvor hypoxischen Gewebes auf. Oxidativer Stress induziert

verschiedene Signalwege unter anderem Nrf2 vermittelt. [62]
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Signalkaskaden/Adaption des Fremdstoffmetabolismus und Transkriptions-

faktoren

Die kontinuierliche Einwirkung endogener und exogener Faktoren setzt ein System
voraus, das in der Lage ist die antioxidative Antwort redoxsensitiv zu steuern um auf
oxidativen Stress addquat zu reagieren. Signalkaskaden gewéhrleisten die Verarbeitung
aller die Zelle betreffenden Informationen gleichzeitig. Sie verstirken Signale, sodass
die ankommenden Informationen ihre Wirkung entfalten konnen und in der Lage sind
die Zellreaktionen/-prozesse an die verdnderten Zellzustinde anzupassen. Thre Wirkung
wird durch Transkriptionsfaktoren, zum Beispiel nuclear factor erythroid-2 p45-related
factor-2  (Nrf2), Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor (AhR), Kinasen und ROS als
second messenger, auBerdem posttranslationale Proteinmodifikationen und
redoxsensitive Molekiile wie Glutathion gesteuert. So konnen gleichzeitig einlaufende
Signale dhnliche oder auch entgegengesetzte Wirkungen haben, wenn das Zellmilieu
durch zwischenzeitliche Prozesse verdndert wurde. So kann Glutathion vor allem
antioxidative Prozesse fordern, jedoch unter bestimmten Bedingungen, wie der Bindung
mit NO, auch pro-oxidative Vorginge bewirken [63]. Die Expression von
Antioxidantien und Phase II -Enzymen des Entgiftungsstoffwechsels (drug metabolism)

kann oxidativem Stress angepasst werden [64].

Die Transkriptionsfaktoren Nrf2 und nuclear respiratory factor 1 (Nrfl) zéhlen zu den
redoxsensitiven nukledren Rezeptoren. ROS (physiologische oder in Form von
oxidativem Stress) und Xenobiotika, darunter auch Flavanole induzieren durch
verschiedene noch nicht vollstindig aufgekldrte Prozesse die Spaltung der
Transkriptionsfaktoren von ihren Bindeproteinen. Nach der Verlagerung der
Transkriptionsfaktoren in den Zellkern und Bindung an DNA-Promotoren werden deren
Zielgenen transkribiert. Sie greifen in den Kreislauf der Zellsignale ein und konnen als

Mediatoren wirken.

Der redoxsensitive Transkriptionsfaktor Nrf2 liegt im Zytosol gebunden an Keapl vor
und wird durch das Proteasom S 26 abgebaut. Nach Induktion des Nrf2 Signalweges
bindet der Transkriptionsfaktor Nrf2 [65] an der Antioxidant Response Element (ARE)-
Rezeptorstelle, einer hoch kondensierten Genregion der DNA, an und reguliert die
ARE-abhdngige Genexpression von Enzymen [62,66]. Das Bindeprotein Keap 1

unterdriickt die Verlagerung von Nrf2 in den Zellkern und infolgedessen die nukleédre
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Aktivierung von ARE's [67]. Es wurden verschiedene chemische Substrate identifiziert,
die eine Dissoziation von Keap1 und Nrf2 ermoglichen und die Induktion von Phase II -
Enzymen einleiten [49]. Verschiedene Mechanismen stehen zur Debatte. Neben der
direkten Wirkung von oxidativem Stress an der Bindung Keap1/Nrf2 wurde auch die
Oxidation von moglichen reaktiven Cystein Resten in Keapl diskutiert. Eine solche
Oxidation sollte zu Verdnderungen in der Proteinstruktur filhren und folgend zur

Freisetzung von Nrf2 [67].

Der redoxsensitive Transkriptionsfaktor Nrf2 ist ubiquitdr vorhanden, zeigt sich jedoch
in Geweben mit besonderer Exposition zu ROS am stédrksten ausgeprédgt, dazu zdhlen
Intestinaltrakt, Lunge, Muskel und Niere [65,66]. Die Enzyme der Glutathion-
Homoostase sind Ziele der Regulation durch den Nrf2 Signalweg [51]. In Nrf2
knockout-Modell stellte sich eine signifikante Erniedrigung von Phase Il antioxidativen

Enzymen (NQO1, GST und HO1) und deren katalytischen Aktivitét dar [68,69].

Die Induktion einer Wirkung von Nrf2 beruht nicht auf einer vermehrten Transkription,
gemessen anhand gleichbleibender mRNA Level bei elektrophiler Exposition [64,69],
sondern auf der Regulation von Neusynthese und Abbau. An einigen Stellen wurde
schon iiber eine Wirkung des Transkriptionsfaktors Nrf2 iiber eine verldngerte
Proteinstabilitit und somit Akkumulation von Nrf2 spekuliert [42,70]. An anderen
Stellen stand ein cross-talk zwischen verschiedenen Transkriptionsfaktoren im

Vordergrund. Speziell zu nennen ist dabei AhR [71].

Der redoxsensitive Transkriptionsfaktor nuclear respiratory factor 1 (Nrfl) wurde
erstmals von Evans et al. (1989) [68] beschrieben und hat in seiner Funktion starken
Einfluss auf die mitochondriale DNA-Transkription, -Replikation, den Zellzyklus und
das Zellwachstum. Letzteres, so Roy et al. (2009), hat einen Stellenwert in der
Entstehung von Brustkrebs, Diabetes mellitus Typ 2 und kolorektalen Karzinomen [72].
In Neuronen reguliert Nrfl die Gene des Cytochrom C 57 und wurde durch HO-1
aktiviert, dies zeigt seine Verbindung zum Metabolismus und den Enzymen NQO1 und
HOL1 [52]. Nrfl wird zusétzlich durch den redoxsensitiven Transkriptionsfaktor Nrf2
reguliert [52].

11
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1.4 Effekte von (-) Epicatechin auf ROS, oxidativen
Stress, Signalkaskaden, Transkriptionsfaktoren,

Antioxidantien und Redox-Status

Flavanolreiche Erndhrung hat positive Effekte auf die Gesundheit. (-) Epicatechin ist
einer der Hauptbestandteile von Kakao [17]. Die positiven Effekte konnten auf

(-) Epicatechin zuriickfiihrbar und somit bei ausschlieSlicher Gabe reproduzierbar sein.

Eine Stimulation der korpereigenen antioxidativen Antwort bewirkte (-) Epicatechin
in vitro durch die vermehrte Expression von Phase II-Enzymen. Epicatechin steigerte in
HepG2 Zellen die Verlagerung von Nrf2 in den Zellkern und induzierte iiber
verschiedene Signalwege (mitogen-activated protein kinases (MAPK)/extracellular
signal-regulated kinases (ERK), Phosphoinositid 3-Kinasen (phosphatidylinositol 3-
kinase) (PI3K)/ Serin/Threonin Kinase Akt, bzw. Protein Kinase B (PKB) (AKT)) die
Translokation und Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors Nrf2 [73]. Besonders die
Regulation der antioxidativen Antwort zeigt eine zytoprotektive Wirkung von
Epicatechin auf HepG2 Zellen [74] und Astrozyten [75]. Dabei wurden
Konzentrationen im micro- bis nanomolaren Bereich eingesetzt. Konzentrationen dieser
GroBenordnung konnten unter physiologischen Bedingungen auch in einer klinischen
Studie erzielt werden [23]. Zu beriicksichtigen bleibt zusitzlich der Effekt der in vivo-
Metabolisierung von Epicatechin.

In in vivo-Versuchen beeinflusst (-) Epicatechin die Infarktgroe und den myokardialen
ischdmischen Reperfusionsschaden im Rattenmodel [31,61] und zeigte in diabetischen

Ratten eine Induktion der antioxidativen Antwort [26].

Klinisch konnte als Hauptfaktor der protektiven Wirkung von Flavanolen
NO-vermittelte Effekte beobachtet werden. Diese Effekte wurden anhand der
flow mediate dilatation (FMD), einem Marker fiir die vaskulidre Funktion, gemessen.
Eine Verdnderung der flow mediated dilatation wurde nach oralen (-) Epicatechin-Gabe

beobachtet [14,15].

Es ist noch unklar, welchen Einfluss die orale Gabe auf die Organe hat. Bisher fehlen in
der klinischen Anwendung weitere Studien zu den physiologischen Auswirkungen auf

gesunde Organgewebe.

12



Ziel der Arbeit

2. Ziel der Arbeit

In klinischen Studien konnten bei flavanolhaltigen Nahrungsmitteln, wie Kakao,
Frichten und Wein, eine protektive Wirkung auf Herz-Kreislauferkrankungen
nachgewiesen werden. Die verantwortlichen Mechanismen werden besonders in der
Regulation der antioxidativen Proteine (z.B. GSH und Enzyme der

antioxidativen Antwort) und der NO-Bioverfiigbarkeit durch Flavanole vermutet.

Das Ziel dieser Arbeit ist es deshalb, die Verdnderungen des GSH-Gehaltes und der
antioxidativen Antwort bei oraler (-) Epicatechin-Gabe in vivo im Mausmodell zu
untersuchen. Die alleinige Substitution von (-) Epicatechin ermdglicht dabei einen
Ausschluss von Nebenfaktoren und Wechselwirkungen. Bisher wurden oben genannte
Mechanismen in kultivierten Zelllinien in vitro untersucht [75-77]. In den meisten
Féllen wird dabei die Bioverfligbarkeit und Metabolisierung der Flavanole im
Organismus nicht berticksichtigt. Klinisch wurde eine vermehrte NO-Bioverfligbarkeit
nachgewiesen, aber die Auswirkungen auf die antioxidative Antwort und den GSH-
Gehalt in vivo bleiben unklar. In dieser Arbeit sollen aus diesem Grund die in vivo
Effekte der oralen (-) Epicatechin-Gabe auf den GSH-Gehalt und die antioxidative
Antwort im wildtyp-Mausmodell untersucht werden. Sie soll eine Ergdnzung zu einem
besseren Verstindnis der protektiven Wirkung von Flavanolen bilden. Ein Vorteil:
Durch die orale Gabe werden alle durch die Metabolisierung physiologisch anfallenden
(-) Epicatechin-Metaboliten beriicksichtigt. Zusétzlich wird eine Konzentration
verwendet, die auch schon in klinischen Untersuchungen einen Effekt erzielte.
AuBlerdem konnen die verschiedenen Organe und die Enzyme der antioxidativen

Antwort untereinander verglichen werden.

Zu diesem Zweck wird nach fiinftagiger oraler (-) Epicatechin Gabe in Herz, Lunge und
Leber der GSH Gehalt gemessen werden. Zur Feststellung einer Wirkung auf die
antioxidative Antwort werden die Proteinexpressionen der GPx, GR, GST mu und pi,
als Teil des Glutathionstoffwechsels, GCL mit ihrer katalytischen und modulatorischen
Untereinheit (GCLM und GCLC), als Teil der Glutathion-Synthese und KAT, SOD-1,
NQO1 und HO-1, als Teil des NAD(P)H-unabhéngigen und abhingige Schutzsystem

untersucht.
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Daneben wird die Proteinexpression des Transkriptionsfaktors Nrf2 evaluiert. Bei
einem Effekt in der Regulation der antioxidativen Antwort durch Flavanole, in diesem
Fall (-) Epicatechin, wird die Signalvermittlung iiber den Transkriptionsfaktor Nrf2
diskutiert [73,78]. Eine Beteiligung weiterer redoxsensitiver Transkriptionsfaktoren, z.B.
Nrfl, wird bei der Interpretation der Ergebnisse beriicksichtigt und durch Messung der

Proteinexpressionen von Nrfl untersucht.
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3. Material und Methoden

3.1 Materialien

Antikorper

Tabelle 1: Antikorper

Primér Antikorper ID Verdiinnung

Herz Lunge Leber
Anti-Glutathione Peroxidase 1 (ab22604) 1:300 1:300 1:300
Anti-Glutathione S Tranferase mu  (ab108524)  1:4000 1:2000 1:5000
Anti-GST3/GST pi (ab53943) 1:500 1:500 1:700
Anti-Glutathion Reduktase (ab16801) 1:2500 1:2500 1:2500
Anti-GCLM (sc22754) 1:200 1:200 1:200
Rabbit polyclonal to GCLC (ab41463) 1:400 1:200 1:500
Rabbit polyclonal to Superoxide (ab13498) 1:5000 1:5000 1:10000
Dismutase 1
Anti- Catalase (ab1877) 1:10000  1:10000  1:10000
Anti-NQO1 (ab2346) 1:250 1:250 1:250
Rabbit polyclonal to (ab13243) 1:250 1:250 1:250
Heme Oxygenase 1
Anti-a. Tubulin (ab4074) 1:5000 1:5000 1:5000
Anti-Nrf2 (sc-722) 1:200 1:200 1:200
Anti-Nrfl (sc-33771)  1:1000 1:400 1:400

Die priméren Antikdrper wurden erworben bei Acam, Cambridge, USA (ab) und Santa Cruz

Biotechnology, Inc, Heidelberg, Deutschland (sc).
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Tabelle 2: Sekundéir Antikérper (Verdiinnung 1:5000)

Fab Anti-RABBIT IgG (H&L) (GOAT) Antibody Peroxidase Conjugated (811-1320)

Fab Anti-MOUSE IgG (H&L) (GOAT) Antibody Peroxidase Conjugated (811-1320)

Die sekunddren Antikorper wurden erworben bei ROCKLAND (Gilbertsville, PA)

Chemikalien und Losungen

Tabelle 3: Chemikalien und Losungen I

Aqua dest.

Bovine serum albumin (BSA)
Deoxycholic acid sodium salt

Dimethyl sulfoxide (DMSO)
Dodecylsulfat *NaCl (SDS)

(-) Epicatechin

Hybond P Membran

Ketamin (100 mg/kg Korpergewicht)
MagicMark ™ XP Western Protein Standard
Mercaptoethanol

Methanol

Milchpulver- Blotting grade
Natriumchlorid (0,9%)

NuPAGE® Antioxidant

NuPAGE® LDS Sample Buffer
NuPAGE® MES running Buffer
NuPAGE® Sample Reducing Agent
NuPAGE® Transfer Buffer

NuPAGE® Tris-acetate running Buffer
Phosphate buffered saline (PBS)

Ponceau S Losung

Millipore, Darmstadt, Deutschland
Sigma, St. Louis, USA
(Fluka-SIGMA-Aldrich™)
Sigma, St.Louis, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
GE Healthcare, Little Chalfont, UK
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Invitrogen, Carlsbad, USA
Sigma, St. Louis, USA

Merck, New York, USA

Sigma, St. Louis, USA

Braun, Melsungen, Deutschland
Invitrogen, Carlsbad, USA
Invitrogen, Carlsbad, USA
Invitrogen, Carlsbad, USA
Invitrogen, Carlsbad, USA
Invitrogen, Carlsbad, USA
Invitrogen, Carlsbad, USA
PAA, Pasching, Osterreich
Sigma, St.Louis, USA
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Tabelle 4: Chemikalien und Lésungen 11

Protease Inhibitor

Cocktail

and  Phosphatase

Rompun (10 mg/kg Korpergewicht)
Salzsdure (HCI)

Sodium chloride (NaCl)

Sulfo Salicylic Acid (SSA)

Trinkwasser fiir Mduse
Trishydrochlorid

Tween®20 for molecular biology
(Polyoxyethylene Sorbitan Monolaurate)

Verbrauchs- und andere Materialien

Tabelle 5: Verbrauchsmaterialien

Halt™Thermo Scientific Pierce Protein
Research Prod. Merck, New York, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sigma, St. Louis, USA

Merck, New York, USA

Merck, New York, USA

San Benedetto, San Benedetto, Italien
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma, St.Louis, USA

Eppendorf-Roéhrchen 1,5 ml (Safe-Lock Tubes)

Futter
Mikrofilter

NuPAGE® Novex Gel 10% Bis-Tris Mini Gel
NuPAGE® Novex Gel 7% Tris-acetate Mini Gel

XCell SureLock™Mini Cell
XCell II™B[ot Module Kit

Tabelle 6: Assays

Eppendorf (Hamburg,
Deutschland)

Sniff standard mice diet
Millipore, Eschborn
Invitrogen, Carlsbad, USA
Invitrogen, Carlsbad, USA
Invitrogen, Carlsbad, USA
Invitrogen, Carlsbad, USA

DC™ Protein Assay

Glutathione Fluorescent Detection Kit
DetectX® (KOO6-F5)

SuperSignal® West Femto
Chemiluminescent Substrate (CS)

SuperSignal® West Pico CS

BioRad, Hercules, USA

Arbor Assay, Ann Arbor,
(USA)

Pierce, Bonn, Deutschland

Michigan

Pierce, Bonn, Deutschland
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Gerite

Tabelle 7: Geriite

2100 Chip Bioanalyzer Agilent Technologies, Santa Clara, USA

FLUOstar Omega Fluorescence Intensity - BMG Labtech, Ortenberg, Deutschland

including FRET

ImageQuant LAS 4000 GE Lifesciendes, Little Chalfont, UK

Infrared light source Beurer, Ulm, Deutschland

KG -Plattformschiittler Polymax 1040 Heidolph Instruments GmbH & Co.
Schwabach, Deutschland

MS 1 Minishaker IKA Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

NanoDrop 2000 Thermo Scientific, Waltham, USA

Operationsbesteck FST, Heidelberg, Deutschland

Operationstisch fiir Nager Harvard Apparaturs, Holliston, USA

Perfusionspumpe Isma Tec, Glattbrugg, Schweiz

Reagenzglasschiittler (444-1372) VWR, West Chester USA

TissueRuptor (+TissueRuptor Disposable QIAGEN, Hilden, Deutschland

Probes)

Zentrifuge Micro 200 R Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Zentrifuge Rotina 38 R Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Software

Tabelle 8: Software

Microsoft Excel Microsoft Corporation, Redmond USA

GraphPad Prism 5 bzw. 6 GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA

Image J Rasband, ImagelJ, National Institutes of

Health, Bethesda, Maryland, USA,

http://imagej.nih.gov/ij/, 1997-2015.
MARS Analyse Software BMG Labtech, Ortenberg, Deutschland
IBM SPSS Statistics 18 IBM Corporation, Armonk, USA
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Versuchsaufbau

Die Experimente dieser Arbeit wurden zur Beantwortung der Frage nach einem Einfluss
der oralen (-)Epicatechin auf antioxidative Proteine in vivo vorgenommen. Zu
antioxidativen Proteinen zéhlen neben GSH, auch Enzyme der antioxidativen Systems,
KAT, SOD-1, NQO1, HO-1. Der GSH-Gehalt wird durch die GSH-Homdostase (GPx,
GR, GST mu und pi, GCLM, GCLC) bestimmt. Die Organe wurden auf ihren GSH-
Gehalt und die Proteinexpression der Enzyme der Glutathion-Homoostase und des

antioxidativen Systems untersucht (Abb. 4).

/ Orale (-) Epicatechin Exposition im Trinkwasser \
(2mg/kg Kérpergewicht)

l l l I | rouns

‘ | | | | . Organentnahme

» o Herz
| | | | | o Lunge
o Leber

Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5
Mause

\CST/BLBJ 5 /

/ & GSH Gehalt \

<+ Proteinexpression

- Antioxidatives System
* NADPH-abhingige Schutzmechanismen:
+ NQOI1, HO-1
* NAD(P)H-unabhingige Schutzmechanismen:
« KAT, SOD-1
- Glutathion Homéostase
+ Glutathion Synthese:
+ GCLC, GCIM
+ Glutathion-abhéngige Schutzmechanismen:
+ GPx, GR, GST mu, GST pi
- Transkriptionsfaktoren

« Nrf2
\ « Nrfl /

Abb. 4: Versuchsaufbau: Zur Analyse der systemischen Wirkung von (-) Epicatechin auf die
antioxidativen Proteine in den Organen Herz, Lunge und Leber.

Im Tierversuch mit ménnlichen Médusen vom Stamm C57/BL6J wurde nach 4-tigiger oraler
(-) Epicatechin -Gabe von 2 mg/kg Korpergewicht im Trinkwasser die Totung mit anschlieBender
Organentnahme vorgenommen. Die Proben wurden auf die Auswirkungen der oralen (-) Epicatechin-
Gabe auf den GSH-Gehalt und die antioxidative Antwort untersucht. Es wurde dazu die
Proteinexpression der betreffenden Enzyme untersucht. (GPx= Glutathion-Peroxidase, GST mu/GST pi=
Isotypen mu und pi der Glutathion-S-Transferase, GR= Glutathion Reduktase, GCLM/GCLC=
modulatorische/katalytische Untereinheit der Glutamatcysteinligase, SOD-1= Superoxiddismutase-1,
KAT= Katalase, NQOI= NAD(P)H Dehydrogenase 1, HOl= Hamoxygenase-1, GSH=Glutathion)
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3.2 Methoden

3.2.1 Tierexperimentelles

Alle durchgefiihrten Experimente standen im Einklang mit dem Tierschutzgesetz und
wurden nach den vom Landesamt fiir Natur-, Umwelt- und Verbraucherschutz
(LANUYV) anerkannten Richtlinien der Tierversuchs-Verordnung des US Nationalen
Instituts fiir Gesundheit durchgefiihrt. Die Experimente waren Teil der Projekte mit der
Tierversuchsgenehmigung, Aktenzeichen der Bezirksregierung 047/90 TO und G227-
L.

Die Tiere waren Teil des Flavanol-Projekts: Die verwendeten Proben stammen aus
einem Versuch, der die Auswirkung auf die vaskuldre Funktion, darunter die Fluss
vermittelte Dilatation (FMD) nach einer oralen Langzeitbehandlung im (-) Epicatechin-
Mausmodell untersucht. Die Untersuchungen wurden von den in der
Versuchsgenehmigung angegebenen Personen an ménnlichen Wildtypméiusen vom
Stamm C57/BL6J (Janvier SAS Le Genest, Frankreich oder Tierversuchsanlagen der

Heinrich-Heine-Universitét Diisseldorf) durchgefiihrt.

Die Tiere wurden unter pathogenfreien Bedingungen in Gruppenhaltung zwischen 5-8
in Makrolonschalen-Kéfigen in der Tierversuchsanlage Diisseldorf im Klima-Schrank
bei Raumtemperaturen zwischen 19-21°C und Luftfeuchtigkeit von 50-60% (humidified
atmosphere) bei einem Tag/Nacht Zyklus von 12 Stunden gehalten. Die Tiere hatten
freien Zugang zu Futter und Wasser. Sie erhielten eine Standarddidt (SNIFF, S.P.A,
Italy, niedrig im Gehalt an NO3  und NO;") und Zugang zu NO;  und NO, -armen
Trinkwasser (S. Benedetto Wasser), bei tiglichem Wasserwechsel. Die Tiere konnten
sich akklimatisieren. Insgesamt umfasste der Versuch 20 Tiere (Ngesam=20). Fiir den
chronischen Langzeit-Versuch mit 2 mg/kg Korpergewicht wurden die Tiere in zwei
Gruppen, Kontrolle und (-) Epicatechin, von jeweils 10 Tieren unterteilt. Das im
Trinkwasser substituierte (-) Epicatechin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) wurde als
Stocklosungen auf Basis 70%-igen Ethanols zum Erreichen der Konzentration von
100 mM (29 mg/ml) angesetzt. Die Tiere der Kontrollgruppe erhielten die gleiche
Stocklosung im Trinkwasser ohne (-) Epicatechin. Bei einer durchschnittlichen
taglichen Trinkmenge von fiinf Milliliter pro Tier wurde den Mé&usen (-) Epicatechin

iiber fiinf Tage kontinuierlich mit dem Trinkwasser zugefiihrt (Abb. 4). Die Substitution
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mit (-) Epicatechin hatte keinen Einfluss auf das Korpergewicht oder die

Trinkgewohnheiten der Méuse.

Vor der Totung wurde Ketamin (100 mg/kg) und Rompun (10 mg/kg)
korpergewichtsadaptiert intraperitoneal (i.p.) appliziert. Die spdtere Totung zur
Organentnahme erfolgte mittels zervikaler Dislokation. Die Sicherstellung der Wirkung
wurde nach einigen Minuten tliber Setzten eines Schmerzreizes getestet und falls notig
zusétzlich Ketamin appliziert. Im Folgenden wurde die Maus fiir den Versuch des
Flavanolprojektes vorbereitet und mit Klebeband an allen vier Extremititen auf eine

Plastikschale fixiert, woran sich die Organentnahme anschloss.

Die Organentnahme erfolgte schematisch, nach gleichem Vorgehen. Schrige Schnitte
(Strabismusschere) bis in die Achseln eréffneten das Abdomen und den Thorax, wobei
das Sternum mit einer Pinzette fixiert wurde. Nach Durchtrennen der Hohlvene
perfundierte gekiihlte (4°C) PBS Losung das Herz von der Herzspitze aus, bis die
Lungen und die Leber entfdarbt waren und der Kreislauf von Blut ausgewaschen war.
Die Organe Herz, Lunge und Leber wurden dieser Reihe nach entnommen, in jeweils
ein Eppendorf-Rohrchen iiberfiihrt, sofort in Fliissigstickstoff schockgefroren und bei -

80°C bis zur weiteren Analyse gelagert. Die Mause wurden vorschriftsgeméal entsorgt.

3.2.2 Proteinbiochemische und Immunologische Methoden

(GSH Assay/ELISA)
Lyse der Gewebeproben

Die auf Eis platzierten Gewebeproben von Herz, Lunge und Leber wurden nach Zugabe
von 500 pl kalter, 0,9% NaCl Losung mit Hilfe des Tissue Ruptors dreimal
10 Sekunden lang zerkleinert und im Wasserbad sonifiziert.
Zur Normierung der Proben auf 100 mg/ml erfolgte eine gewichtsadaptierteVer-
diinnung von 250 ul des Gewebelysats mit 0,9% NaCl-Lsg. Nach 15-mintitiger
Zentrifugation, bei 4°C  mit 14000 rpm, Abnahme des Uberstandes.
Die Proben wurden fiir Western Blot-Analysen und ein GSH Assay verwendet und
dementsprechend fiir die weiteren Experimente aufgeteilt. Zur Analyse der Proteine aus

den Gewebeproben wurden die Proteine aufgereinigt.
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Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte nach Angabe des Herstellers DC Protein
Assay Kits von Bio-Rad (Miinchen, Deutschland). Die Gewebeproben lagerten fiir den
gesamten Versuch auf Eis. Die Proben wurden mit Lysebuffer (entsprechend radio
immunoprecipitations assay Lyse-Buffer + Protease and Phosphatase Inhibitor fiir
Western Blot und HCIl fiir GSH Assay) verdiinnt um einen Vergleich mit der
Standardreihe gewdhrleisten zu konnen. Die Standardreihe wurde nach oben genanntem
Schema aus einer 2mg/ml BSA-Stockldsung hergestellt. Die Proben und Standardreihe
erfolgt in Doppelbestimmung.

Es inkubierten 5 pl des Proteinlysats der Gewebeproben nach Zugabe von 250 ul der
zur Verfligung gestellten Assay-Arbeitslosung A, 15 min. bei Raumtemperatur mit
anschlieBender Messung der Absorption bei 740 nm. Die Auswertung erfolgt unter
Beriicksichtigung der Verdiinnung auf Grundlage der Standardkurve mit der MARS
Analyse Software (BMG Labtech, Ortenberg, Deutschland).

Glutathionbestimmung

Die GSH-Bestimmung erfolgte nach Angaben des Herstellers (Arbor Assay Kit,
Michigan, USA). Zur Feststellung des Redox-Status in Leber, Lunge und Herz wurden
die entnommen Organe von WT C57/BL6J anhand der Fluoreszenzmessmethode des
DetectX® Fluorescent Detection Kit (Arbor Assays, Michigan, USA) auf ihren
quantitativen Glutathion-Gehalt untersucht. Die freien und totalen GSH-Menge in den
Gruppen (-) Epicatechin und Kontrolle wurden bestimmt. Die GruppengrofBe entsprach

jeweils N=10.

Der Uberstand des Homogenats wurde 1:1 mit 0,2 M HCI versetzt und sorgfiltig
durchmischt. Zur Féllung der Proteine erfolgte die Zugabe des gleichen Volumens an
eiskaltem 5%-igem SSA (sulfo salicylic Acid) und 10-miniitige Inkubation bei 4°C mit
anschlieender Zentrifugation 10 min bei 4°C und 14000 rpm zur Entfernung der
ausgefillten Proteine. Der Uberstand mit Assay-Buffer 1:2,5-fach auf eine 1%-ige SSA
Losung verdiinnt, Assay-Buffer wurde auch zu weiteren Verdiinnungsschritten benutzt.
Nach Vorgaben des DetectX® Fluorescent Detection Kit (Arbor Assays, Michigan,
USA) wurde der GSH Gehalt der Proben gemessen. Die Bestimmung der Glutathion-

Menge erfolgte mit Hilfe eines nicht- fluoreszierenden Molekiils, welches kovalent an
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die freie Thiolgruppe des GSH's bindet und ein hoch fluoreszentes Produkt aktiviert.
Die Proben wurde mit Arbeitslosung durchmischt und GSH nach 15-miniitiger
Inkubation bei Raumtemperatur, im FLUOstar Omega Fluorescence Intensity (BMG
Labtech, Ortenberg, Deutschland) bei 510 nm mit einer Exzitation bei 390 nm
gemessen. Uber die Zugabe einer weiteren Arbeitslosung wurde das gesamte
vorhandene GSSG in GSH widhrend einer weiteren 15-miniitigen Inkubation
umgewandelt mit folgender erneuter Messung des totalen GSH's. Die erhaltenen Werte
wurden mittels 4-Parameter Fit mit der MARS Analyse Software (BMG Labtech,
Ortenberg, Deutschland) ausgewertet. Die Darstellung der Daten erfolgte mittels
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA) und den im Protokoll

angegebenen Auswertestrategien.

Western Blot Analyse

Alle Materialien, inklusive der Western Blot Minikammern XCell SureLock wurden
von Invitogen (Carlsbad, USA) erworben und nach Anweisungen des Herstellers

gebraucht.

RIPA (radio immunoprecipitations assay) Lyse-Buffer wurde zur Denaturierung der
Proteine fiir den Western Blot verwendet und frisch angesetzt, es enthielt 1% NP40,
0,5% Desoxycholate sodium, und 1% SDS in PBS geldst. Nach 30 Sekunden vortexen
und sonifizieren wurde die Losung 15 Minuten bei 4°C, 14000 rpm zentrifugiert und bei
4°C gelagert. Die Endlosung wurde mit dem Proteaseinhibitor (1:100 Verdiinnung)
immer frisch vor der Verwendung angesetzt. Das Gewebehomogenat wurde 1:1 mit
2-fach RIPA+1:100 -Proteaseinhibitor versetzt und sorgféltig vermengt. Die mit
RIPA+PPI versetzten Gewebeproben inkubierten zwei Stunden bei 4°C im Kiihlraum
auf einem Drehrad. Nach dreimaligem Vortexen, Zentrifugation bei 4°C 20 Minuten
und 12000 rpm erfolgte die Abnahme des Uberstandes. Die Lagerung erfolgte nach
Abnahme eines Aliquot zur Proteinbestimmung bei -20°C. Das Extrakt der
Gewebeproben lag bei 100 pg Protein fiir die Leber, 80 ug Protein fiir das Herz und
20 pg Protein fiir die Lunge (siehe Proteinbestimmung). Es wurde jeweils mit NuPAGE
LDS sample buffer (1:4), NuPAGE sample reducing agent (SRA) (1:3) und dem
entsprechenden Volumen an H,O Milipore fiir ein Endvolumen von 30 pul/Kammer

versetzt. Die Proben denaturierten 10 Minuten bei 95°C und lagerten danach kurz auf
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Eis bis zum Auftragen in 10%-igem NuPAGE Novex Bis-Tris Gele/MES-Buffer
(Proteinnachweis <50 Kilodalton (kDa)) oder 7%-igem NuPAGE Novex Tris Acetat
Gel/TrisAcetat Puffer (Proteinnachweis >50 kDa). Bei N=8 Proben wurden jeweils zwei
Gele und folgend zwei Membranen erstellt. Neben den Proben wurde als
ProteingroBenmarker 5 ul MagicMark XP (Invitrogen, Carlsbad, USA) verwendet. Die
Positivkontrolle stellten humane WNabelschnurgefdendothelzellen (HUVEC-human
umbilical vein endothelial cells) bei Herz- und Lungengewebeproben und humane
hepatozelluldren Karzinom-Zellen (HepG2-human hepatocellular carcinoma cells) bei
Lebergewebeproben (PromoCell, Heidelberg, Deutschland). Die auf das Gel geladenen
Positivkontrollen hatten eine Proteinkonzentration von jeweils 30 pg. Die Laufdauer bei
130 V war 60 Minuten.

Es wurden die Proteine der Glutathion-Homoostase, GPx, GR, GST mu und pi, GCLM
und GCLC, sowie die Proteine des antioxidativen Systems, KAT, SOD-1, NQO1 und
HO-1 detektiert. Die Proteine wurden per Elektrotransfer, eine Stunde bei 30 V, in
10% Methanol 1x NuPAGE Transferbuffer (Invitrogen) auf eine Asham Hypond-P
Membran (Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland) iibertragen. Zur Kontrolle
der Transfereffektivitdt fixierte die Membran in PoceauS. Die Membran blockte iiber
Nacht oder alternativ zwei Stunden bei Raumtemperatur in 5% nicht-fetter Milch in T-
TBS (Tris buffered saline with Tween®20: 0,1% Tween in TBS; TBS: 20 mM Tris,
137 mM NaCl, pH 7,6) und wusch anschlieBend 15 Minuten mit 1xXTBS. Die Membran
inkubierte eine Stunde mit einem primiren Antikorper (3% oder 5% Milch/T-TBS,
verschiedene Verdiinnungen, vgl. Tabelle 1Tabelle 1). Es folgte dreimaliges Waschen
fir 10 Minuten mit 1xT-TBS und anschlieBende Inkubation mit einem sekundir
horseradish peroxidase conjugated goat anti-rabbit oder rabbit anti- goat Antikorper,
bei einer Verdiinnung von 1:5000 in blocking Puffer (3% oder 5% Milch/T-TBS) fiir
eine Stunde mit wiederholten dreimaligem 10-miniitigem Waschen in T-TBS (Western
Blot Handbuch von Abcam empfohlen, 2011). Zur Proteinladekontrolle, /loading
control, wurde o Tubulin, 1:5000 verdiinnt, verwendet. Die Messung der
immunoreaktiven Banden erfolgte mittels Chemilumineszenz. Zeitabhéngig inkubierte
die Membran eine Minute mit Super Signal Losung (West Femto oder West Pico,
Pierce, Bonn, Deutschland) auf Codak Filmpapier (Pierce, Bonn, Deutschland) und
anschlieBender Entwicklung. Spéter wurde dieser Vorgang durch ImageQuant LAS
4000 (GE Lifesciendes, Little Chalfont, UK) ersetzt. Die Western Blot Filme wurden
eingescannt bzw. mit Hilfe des ImageQuant LAS 4000 (GE Lifesciendes, Little

24



Material und Methoden

Chalfont, UK) als Bild/Geldatei (Photoshop/tiff/Bmp/jpg) gespeichert. Die weitere
Quantifizierung/densitometrische Auswertung der Western Blot Banden erfolgte mit
dem Programm Image J (Rasband, ImageJ, U. S. National Institutes of Health, Bethesda,
Maryland, USA, http://imagej.nih.gov/ij/, 1997-2015). Die Darstellung der ermittelten
Daten erfolgte, nach Normierung auf o Tubulin und Kontrollproben, in GraphPad

Prism5 bzw. 6.

3.2.3 Statistische Auswertung
GSH

Statistische Analysen wurden in SPSS 18 (IBM, Armonk, USA) durchgefiihrt. In der
statistischen Auswertung wurde eine deskriptive Statistik aufgestellt mit der
Probenmenge N=20 (N=10 pro Gruppe), Messdaten wurden als Mittelwert (MW) +
Standardabweichung (SD) angegeben, falls nicht anders beschriecben und im
Balkendiagramm  dargestellt. Das  Durchfiihren des Kolmogorov-Smirnov-
Anpassungstest (K-S-Test) diente der Kontrolle auf Normalverteilung. Zum Vergleich
der Mittelwerte wurde ein zweiseitiger Student’s t-Test fiir unabhédngige Stichproben
durchgefiihrt. Aufgrund der kleinen Stichprobe (N=10 pro Gruppe) wurde auBBerdem als
nonparametrischer Test, der Mann-Whitney U Test angefiigt. Die statistische

Signifikanz wurde bei einem Niveau von *p<0,05 definiert.

Western Blot

Zur statistischen Analyse der Daten wurde GraphPad Prism 5 bzw. 6 (AD instruments,
El Paso, USA) verwendet. In der statistischen Auswertung wurden die
densitometrischen Daten der mit (-) Epicatechin behandelten Proben und
Kontrollproben aus Image J auf aTubulin normiert. Die Daten wurden mittels Boxplot

dargestellt. Die Probenmenge betrug N=16 (N=8 pro Gruppe).

Fir alle untersuchten Proteinexpressionen wurden der Mittelwert und die
Standardabweichung bestimmt. Der Student’s t-Test zeigte, zweiseitig getestet, bei

einem Wert von p< 0,05 eine signifikante Veranderung an.
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4. Ergebnisse

41 Nach oraler (-) Epicatechin-Gabe induzierte
Anderung des GSH Gehaltes

Student’s t-Test

Der GSH-Gehalt in den Organen wurde durch die orale (-) Epicatechin-Gabe in
unterschiedlicher Weise beeinflusst. Nach Anwendung des Student’s t-Test, zeigten sich

organspezifische Anderungen (Tabelle 2).

Tabelle 9: GSH Gehalt in den Geweben Herz, Lunge und Leber nach oraler (-) Epicatechin Gabe

Der GSH-Gehalt ist nach (-) Epicatechin-Gabe in der Lunge erhoht und in der Leber verringert. Es konnte
ein signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe mit und ohne (-) Epicatechinexposition in der Leber
festgestellt werden. Mittelwertvergleich anhand des Student’s t-Test von zwei unabhédngigen Gruppen,
Gruppengrofe je N=10, Signifikanz bei p<0,05

Kontrolle (-) Epicatechin T(x) Signifikanz
MW+SD MW+SD (p<0,05),
(nmol/g) (umol/g) zweiseitig
getestet
Herz  1,987+0,19 1,92 £0,22 t(18)=0,76 p=0,457
Lunge 6,65 1,19 10,38 £ 4,07 %(10,536)=-2,78 p=0,19
Leber 15,18 +1,52 9,76 + 3,49 t(17)=4,48 p=0,0003

(MW= Mittelwert, SD= Standardabweichung, T(x)= Freiheitsgrade, GSH Glutathion, (-) Epicatechin
2mg/kg Korpergewicht)

Aufgrund der kleinen StichprobengroBBen wurde zusdtzlich jeweils ein Mann-Whitney
U-Test zur Uberpriifung der Ergebnisse durchgefiihrt. Im Mann-Whitney U-Test
bestitigten sich die Ergebnisse des Student’s t-Tests.

Im Herzen lag keine Signifikanz vor, U=44, z=-0,454, p=0,65.

Die Auswertung zeigte beim GSH-Gehalt der Lunge im Gegensatz zum Student s t-Test
eine Signifikanz, U=16, z=-2,57 und p=0,01.

In der Leber war die statistische Auswertung signifikant: U=7, z=-3,103 und p=0,002

waren.
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GSH-Gehalt im Herzen

Der GSH-Gehalt im Herzen énderte sich nicht unter oraler (-) Epicatechin-Gabe.
Die GSH-Menge war nicht signifikant kleiner oder groBer als bei der Kontrollgruppe
(Abb. 5).
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Abb. 5: Einfluss der oralen (-) Epicatechin-Gabe auf den GSH-Gehalt im Herzen

Nach in vivo-Exposition von (-) Epicatechin (2mg/kg Korpergewicht) fand keine Regulation des GSH-
Gehaltes im Herzen statt. Die statistische Auswertung ergab im Histogramm und im K-S-Test
normalverteilte Daten fiir die GSH-Messwerte (Daten nicht aufgefiihrt). Gemessen wurde der GSH-
Gehalt in [umol/g], Mittelwertvergleich anhand des Student’s t-Test von zwei unabhéngigen Gruppen,
Gruppengrofle je N=10, Signifikanz bei *=p<0,05.

(GSH=Glutathion).
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GSH-Gehalt in der Lunge

Unter oraler (-) Epicatechin-Gabe konnte ein hoherer GSH-Gehalt in der Lunge
gemessen werden (Abb. 6).

Aufgrund der Probenmenge wurde zusdtzlich ein Mann-Whitney U-Test durchgefiihrt.
Dort stellte sich dieser Unterschied signifikant dar.
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Abb. 6: Einfluss der oralen (-) Epicatechin-Gabe auf den GSH-Gehalt in der Lunge

Nach in vivo-Exposition von (-) Epicatechin (2mg/kg Korpergewicht) fand eine signifikante Regulation
mit Steigerung des GSH-Gehaltes in der Lunge statt. Die statistische Auswertung ergab im Histogramm
und im K-S-Test normalverteilte Daten fiir die GSH-Messwerte (Daten nicht aufgefiihrt). Gemessen
wurde der GSH-Gehalt in [pmol/g], Mittelwertvergleich anhand des Student’s t-Test von zwei
unabhéngigen Gruppen, Gruppengrofle je N=10, Signifikanz bei *=p<0,05.

(GSH=Glutathion, °= Ausrei3er, Probe).
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GSH-Gehalt in der Leber

In der Leber von Méiusen sank der GSH-Gehalt signifikant unter der oralen

(-) Epicatechin-Gabe (Abb. 7).

Im Gegensatz zu der Kontrollgruppe zeigte sich auBlerdem in der Gruppe der oralen

(-) Epicatechin-Gabe eine breitere Streuung der Ergebnisse.
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Abb. 7: Einfluss der oralen (-) Epicatechin-Gabe auf den GSH-Gehalt in der Leber

Nach in vivo-Exposition von (-) Epicatechin (2 mg/kg Korpergewicht) fand eine Regulation mit
signifikanter Senkung des GSH-Gehaltes in der Leber statt. Die statistische Auswertung ergab im
Histogramm und im K-S-Test normalverteilte Daten fiir die GSH-Messwerte (Daten nicht aufgefiihrt).
Gemessen wurde der GSH-Gehalt in [umol/g], Mittelwertvergleich anhand des Student’s t-Test von zwei
unabhéngigen Gruppen, Gruppengrofe je N=10, Signifikanz bei *=p<0,05.

(GSH=Glutathion, °= Ausreil3er, Probe)
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4.2 Nach oraler (-) Epicatechin-Gabe induzierte
Anderung der Proteinexpression der Enzyme der

antioxidativen Antwort

Herz

Die Western Blot Analyse der Proteinexpressionen der Enzyme der antioxidativen

Antwort, welche zur Glutathion-Homdostase gehoren, im Herzen.
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Abb. 8: Einfluss der oralen (-) Epicatechin-Gabe auf die Proteinexpression der Enzyme der
Glutathion-Homoostase im Herzen

Die Proben wurden in der Western Blot Analyse in zwei Gruppen (-) Epicatechin und Kontrolle mit
oTubulin als loading control aufgetragen. (A) Western Blot Analyse der Glutathion-Synthese. (B)
Western Blot Analyse des Glutathion abhéngigen Schutzsystems. (HUVEC= human umbilical vein
endothelial cells, (-) Epicatechin 2 mg/kg Korpergewicht, aTUB= aTubulin (50 kDa), GPx= Glutathion-
Peroxidase, GST mu/GST pi= Isotypen mu und pi der Glutathion-S-Transferase, GR= Glutathion-
Reduktase, GCLM/GCLC= modulatorische/katalytische Untereinheit der Glutamatcysteinligase)
Verdiinnungen sieche Tabelle 1.
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In der densitometrischen Auswertung zeigte sich eine signifikante Erniedrigung der
Proteinexpression der GCLM und GCLC in der mit oraler (-) Epicatechin-Gabe
behandelten Gruppe im Vergleich mit der Kontrollgruppe.

Interessanterweise zeigte sich im Herzen, nach gepaarter Analyse im zweiseitigen
Student’s t-Test, dass die Untereinheiten der GCL, GCLM und GCLC reguliert wurden
(Abb. 8) (Abb.9). Dies steht im Gegensatz zum unverinderten GSH-Gehalt.
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Abb. 9: Densitometrische Auswertung der Glutathion-Homéostase im Herzen

Die Western Blot Analyse wurde mittels Image J densitometrisch ausgewertet. Die (-) Epicatechin- und
Kontrollproben wurden mit Hilfe von aTubulin normiert und mittels Boxplot dargestellt. (A) Western
Blot Analyse der Glutathion-Synthese. (B) Western Blot Analyse des Glutathion abhingigen
Schutzsystems. ((-) Epicatechin 2 mg/kg Korpergewicht, GPx= Glutathion-Peroxidase, GST mu/GST pi=
Isotypen mu und pi der Glutathion-S-Transferase, GR= Glutathion-Reduktase, GCLM/GCLC=
modulatorische/katalytische Untereinheit der Glutamatcysteinligase; Mittelwertvergleich anhand des
Student’s t-Test von zwei unabhingigen Gruppen, Gruppengrdofie je N=10, Signifikanz bei *=p<0,05.)
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Die Western Blot Analyse der Proteinexpressionen der Enzyme der antioxidativen
Antwort, welche zum NAD(P)H abhingigen und unabhédngigen System gehoren, im
Herzen: NQO1 und HO-1 im NADPH abhéngigen und KAT und SOD im NAD(P)H

unabhingigen System.
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Abb. 10: Einfluss der oralen (-) Epicatechin-Gabe auf die Proteinexpression der Enzyme des
antioxidativen Systems im Herzen

Die Proben wurden in der Western Blot Analyse in zwei Gruppen (-) Epicatechin und Kontrolle mit
oTubulin als loading control aufgetragen. (A) Western Blot Analyse des NAD(P)H abhingigen
Schutzsystems. (B) Western Blot Analyse des NAD(P)H unabhéngigen Schutzsystems. (HUVEC=
human umbilical vein endothelial cells, (-) Epicatechin 2 mg/kg Korpergewicht, aTUB= oTubulin
(50 kDa), SOD-1= Superoxiddismutase-1, KAT= Katalase, NQO1= NAD(P)H Dehydrogenase 1, HO1=
Hamoxygenase-1) Verdiinnungen siche Tabelle 1.

In der densitometrischen Auswertung zeigten, nach der Normierung auf oTubulin, die
Enzyme des NAD(P)H abhingigen Systems, NQO1 und HO-1, im Student’s t-Test

keine signifikante Anderung.
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Die normierte Proteinexpression der SOD-1 des NAD(P)H unabhéngigen Systems
zeigte ebenfalls keine signifikante Regulation. Die Proteinexpression der KAT hingegen
wurde im Vergleich zur Kontrolle nach (-) Epicatechin-Gabe signifikant erniedrigt. Im
Vergleich mit den (-) Epicatechinproben zeigte die Kontrollproben eine breitere

Streuung (Abb. 10) (Abb. 11).

In der Western Blot Analyse wurde nach Farbung mit HO-1 Antikorpern ein weniger
starkes Signal detektiert als bei den anderen Antikdrpern. Dieser Unterschied spiegelte
sich in der densitometrischen Auswertung wieder. Die Werte der normierten Daten

zeigten eine breite Streuung fiir die Proteinexpression der HO-1.
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Abb. 11: Densitometrische Auswertung Enzyme des antioxidativen Systems im Herzen

Die Western Blot Analyse wurde mittels Image J densitometrisch ausgewertet. Die (-) Epicatechin- und
Kontrollproben wurden mit Hilfe von aTubulin normiert und mittels Boxplot dargestellt. (A) Western
Blot Analyse des NAD(P)H abhédngigen Schutzsystems, NQO1 und HO-1. (B) Western Blot Analyse des
NAD(P)H unabhéngigen Schutzsystems, SOD-1 und KAT. ((-) Epicatechin 2 mg/kg Kdorpergewicht,
SOD-1= Superoxiddismutase-1, KAT= Katalase, NQOl= NAD(P)H Dehydrogenase 1, HOIl=
Hamoxygenase-1; Mittelwertvergleich anhand des Student’s t-Test von zwei unabhidngigen Gruppen,
Gruppengrofe je N=10, Signifikanz bei *=p<0,05.)
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Lunge

Die Western Blot Analyse der Proteinexpression der Glutathion Homdostase in der

Lunge.
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Abb. 12: Einfluss der oralen (-) Epicatechin-Gabe auf die Proteinexpression der Enzyme der
Glutathion-Homoostase in der Lunge

Die Proben wurden in der Western Blot Analyse in zwei Gruppen (-) Epicatechin und Kontrolle mit
aTubulin als loading control aufgetragen. (A) Western Blot Analyse der Glutathion Synthese. (B)
Western Blot Analyse des Glutathion abhéngigen Schutzsystems. (HUVEC= human umbilical vein
endothelial cells, (-) Epicatechin 2 mg/kg Korpergewicht, aTUB= aTubulin (50 kDa), GPx= Glutathion-
Peroxidase, GST mu/GST pi= Isotypen mu und pi der Glutathion-S-Transferase, GR= Glutathion-
Reduktase, GCLM/GCLC= modulatorische/katalytische Untereinheit der Glutamatcysteinligase)
Verdiinnungen siehe Tabelle 1.
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In der Lunge wurden nach der densitometrischen Auswertung die Enzyme der
Glutathion-Homoostase, GCLM, GPx, GST mu und GR durch die orale (-) Epicatechin-
Gabe nicht signifikant beeinflusst (Abb. 12) (Abb. 13).

Die GCL Untereinheiten, GCLC zeigte eine tendenzielle Steigerung im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Die GST Isoform pi, von den Enzymen des GSH abhingigen
Schutzsystems wurde nach (-) Epicatechin-Gabe signifikant hochreguliert (Abb. 13).
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Abb. 13: Densitometrische Auswertung der Glutathion-Homdoostase in der Lunge

Die Western Blot Analyse wurde mittels Image J densitometrisch ausgewertet. Die (-) Epicatechin- und
Kontrollproben wurden mit Hilfe von aTubulin normiert und mittels Boxplot dargestellt. (A) Western
Blot Analyse der Glutathion-Synthese. (B) Western Blot Analyse des Glutathion abhéngigen
Schutzsystems. ((-) Epicatechin 2 mg/kg Korpergewicht, GPx= Glutathion-Peroxidase, GST mu, GST pi=
Isotypen mu und pi der Glutathion-S-Transferase, GR= Glutathion-Reduktase, GCLM/GCLC=
modulatorische/katalytische Untereinheit der Glutamatcysteinligase; Mittelwertvergleich anhand des
Student’s t-Test von zwei unabhéngigen Gruppen, Gruppengrdofie je N=10, Signifikanz bei *=p<0,05.).
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Die Western Blot Analyse der Proteinexpressionen der Enzyme der antioxidativen
Antwort, NQO1 und HO-1 im NAD(P)H abhéngigen und KAT und SOD im NAD(P)H

unabhingigen System in der Lunge.
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Abb. 14: Einfluss der oralen (-) Epicatechin-Gabe auf die Proteinexpression der Enzyme des
antioxidativen Systems in der Lunge

Die Proben wurden in der Western Blot Analyse in zwei Gruppen (-) Epicatechin und Kontrolle mit
oTubulin als loading control aufgetragen. (A) Western Blot Analyse des NAD(P)H abhingigen
Schutzsystems, NQO1 und HO-1. (B) Western Blot Analyse des NAD(P)H unabhingigen Schutzsystems,
KAT und SOD-1. (HUVEC= human umbilical vein endothelial cells, (-)Epicatechin 2 mg/kg
Korpergewicht, aTUB= aTubulin (50 kDa), SOD-1= Superoxiddismutase-1, KAT= Katalase, NQO1=
NAD(P)H Dehydrogenase 1, HO1= Himoxygenase-1) Verdiinnungen siche Tabelle 1.

In der Lunge waren die Proteinexpressionen der Enzyme des antioxidativen Systems
nach Normierung auf aTubulin, in der densitometrisch Auswertung, grofitenteils nicht

beeinflusst.
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Die NQO1 und HO-1 des NADPH abhédngigen Schutzsystems zeigte keine signifikant
verdnderte Expression. Ebenso wurde die Proteinexpression der SOD-1 des NAD(P)H

unabhingigen Systems nicht signifikant reguliert.

Im Gegensatz wurde die Proteinexpression der KAT durch die (-) Epicatechin-Gabe im

Student’s t-Test signifikant hochreguliert (Abb. 14) (Abb. 15).
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Abb. 15: Densitometrisch Auswertung Enzyme des antioxidativen Systems in der Lunge

Die Western Blot Analyse wurde mittels Image J densitometrisch ausgewertet. Die (-) Epicatechin- und
Kontrollproben wurden mit Hilfe von aTubulin normiert und mittels Boxplot dargestellt. (A) Western
Blot Analyse des NAD(P)H abhéngigen Schutzsystems, NQO1 und HO-1. (B) Western Blot Analyse des
NAD(P)H unabhingigen Schutzsystems, KAT und SOD-1. ((-) Epicatechin 2 mg/kg Korpergewicht,
oTUB= oTubulin (50 kDa), SOD-1= Superoxiddismutase-1, CAT= Katalase, NQOl= NAD(P)H
Dehydrogenase 1, HO1= Hamoxygenase-1; Mittelwertvergleich anhand des student’s t-Test von zwei
unabhéngigen Gruppen, Gruppengrofle je N=10, Signifikanz bei *=p<0,05.)
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Leber

In der Western Blot Analyse der Leber zeigt sich die Proteinexpression der Enzyme der

Glutathion-Homoostase.
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Abb. 16: Einfluss der oralen (-) Epicatechin-Gabe auf die Proteinexpression der Enzyme der
Glutathion Homoostase in der Leber

Die Proben wurden in der Western Blot Analyse in zwei Gruppen (-) Epicatechin und Kontrolle mit
oTubulin als loading control aufgetragen. (A) Western Blot Analyse der Glutathion Synthese. (B)
Western Blot Analyse des Glutathion abhéngigen Schutzsystems. (HepG2= human liver hepatocellular
carcinoma cell line, (-)Epicatechin 2 mg/kg Korpergewicht, aTUB=aTubulin (50 kDa), GPx=
Glutathion-Peroxidase, GST mu/GST pi= Isotypen mu und pi der Glutathion-S-Transferase, GR=
Glutathion-Reduktase, GCLM/GCLC= modulatorische/katalytische Untereinheit der
Glutamatcysteinligase) Verdiinnungen siehe Tabelle 1.
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Die orale (-) Epicatechin-Gabe verminderte die Expression der Enzyme, GCLC und
GST pi der GSH Homdostase.

Im Student’s t-Test der densitometrisch Auswertung waren die Anderungen signifikant
vermindert. Die Proteinexpression der GPx, GST mu, GR und GCLM wurde nicht
signifikant reguliert (Abb. 16) (Abb. 17).
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Abb. 17: Densitometrisch Auswertung der Glutathion-Homdoostase in der Leber

Die Western Blot Analyse wurde mittels Image J densitometrisch ausgewertet. Die (-) Epicatechin- und
Kontrollproben wurden mit Hilfe von aTubulin normiert und mittels Boxplot dargestellt. (A) Western
Blot Analyse der Glutathion-Synthese. (B) Western Blot Analyse des Glutathion abhéngigen
Schutzsystems. ((-) Epicatechin 2 mg/kg Korpergewicht, GPx= Glutathion-Peroxidase, GST mu, GST pi=
Isotypen mu und pi der Glutathion-S-Transferase, GR= Glutathion-Reduktase, GCLM/GCLC=
modulatorische/katalytische Untereinheit der Glutamatcysteinligase; Mittelwertvergleich anhand des
Student’s t-Test von zwei unabhingigen Gruppen, Gruppengrof3e je N=10, Signifikanz bei *=p<0,05.)
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Die Proteinexpression der NQOI1 und HO-1 im NADPH abhéngigen und KAT und
SOD im NADPH unabhéngigen System in der Western Blot Analyse.
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Abb. 18: Einfluss der oralen (-) Epicatechin-Gabe auf die Proteinexpression der Enzyme des
antioxidativen Systems in der Leber

Die Proben wurden in der Western Blot Analyse in zwei Gruppen (-) Epicatechin und Kontrolle mit
oTubulin als loading control aufgetragen. (A) Western Blot Analyse des NAD(P)H abhingigen
Schutzsystems. (B) Western Blot Analyse des NAD(P)H unabhingigen Schutzsystems. (HepG2= human
liver hepatocellular carcinoma cell line, (-)Epicatechin 2 mg/kg Korpergewicht, aTUB= oTubulin
(50kDa), SOD-1= Superoxiddismutase-1, KAT= Katalase, NQO1= NAD(P)H Dehydrogenase 1, HO1=
Hamoxygenase-1) Verdiinnungen sieche Tabelle 1.

Nach densitometrisch Auswertung der Western Blot Analyse in der Leber zeigten sich
im Student’s t-Test die Proteinexpression der Enzyme des NAD(P)H abhdngigen
Schutzsystems, NQO1 und HO-1 nicht signifikant nicht verdandert.

Ebenso zeigte sich bei der Proteinexpression der SOD-1 des NAD(P)H abhingigen

Schutzsystems keine Regulation.

Dagegen konnte im Student’s t-Test bei der Proteinexpression der KAT eine
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signifikante Hochregulation unter der oralen (-) Epicatechin-Gabe festgestellt werden

(Abb. 18) (Abb. 19).

A 4.
] Kontrolle

e 3l B (-) Epicatechin
=
=
a
z 2]
=
W
1 -

ol 3 + =

NQOI HO-1

B ». )

[ Kontrolle

= (-) Epicatechin
1 £

SOD-1 KAT

Relative Dichte
[uary

Abb. 19: Densitometrisch Auswertung Enzyme des antioxidativen Systems in der Leber

Die Western Blot Analyse wurde mittels Image J densitometrisch ausgewertet. Die (-) Epicatechin- und
Kontrollproben wurden mit Hilfe von aTubulin normiert und mittels Boxplot dargestellt. (A) Western
Blot Analyse des NAD(P)H abhdngigen Schutzsystems. (B) Western Blot Analyse des
NAD(P)H unabhingigen  Schutzsystems. ((-) Epicatechin 2 mg/kg  Korpergewicht, SOD-1=
Superoxiddismutase-1, KAT= Katalase, NQO1= NAD(P)H Dehydrogenase 1, HO1= Hédmoxygenase-1;
Mittelwertvergleich anhand des Student’s t-Test von zwei unabhéngigen Gruppen, Gruppengrofle je N=10,
Signifikanz bei *=p<0,05.)
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4.3 Nach oraler (-) Epicatechin-Gabe induzierte
Anderung der Proteinexpression der
Transkriptionsfaktoren Nrf2 und Nrf1

Zur Evaluation der Auswirkungen der oralen (-) Epicatechin-Gabe auf die
Proteinexpression der Transkriptionsfaktoren wurden die behandelten Proben aus Herz,

Lunge und Leber mit Kontrollen verglichen.
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Abb. 20: Einfluss der oralen (-) Epicatechin-Gabe auf die Proteinexpression der
Transkriptionsfaktoren Nrf2 und Nrfl in Herz, Lunge und Leber

Die Proben wurden in der Western Blot Analyse in zwei Gruppen (-) Epicatechin und Kontrolle mit
oTubulin als loading control aufgetragen. (A-C) Darstellung der Proteinexpression des
Transkriptionsfaktors Nrf2 und Nrfl (A) im Herzen, (B) in der Lunge und (C) in der Leber in der Western
Blot Analyse. (Nrf2= nuclear factor erythroid derived2-like-2, Nrfl= Nuclear respiratory factor 1,
HUVEC= human umbilical vein endothelial cells, HepG2= human liver hepatocellular carcinoma cell
line, (-) Epicatechin 2mg/kg Korpergewicht, aTUB= aTubulin (50kDa)) Verdiinnungen siehe Tabelle 1.
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Die densitometrische Auswertung der Western Blot Analyse. im Herzen, der Lunge und

der Leber
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Abb. 21: Densitometrisch Auswertung der Proteinexpression der Transkriptionsfaktoren Nrf2 und
Nrfl im Herzen, in der Lunge und in der Leber

Die Western Blot Analyse wurde mittels Image J densitometrisch ausgewertet. Die (-)Epicatechin und
Kontrollproben wurden mit Hilfe von aTubulin normiert und mittels Boxplot dargestellt. (A) Im Herzen,
(B) in der Lunge und (C) in der Leber. (Nrf2= nuclear factor erythroid derived2-like-2, Ntfl= Nuclear
respiratory factor I; Mittelwertvergleich anhand des Student’s t-Test von zwei unabhingigen Gruppen,
GruppengroBBe je N=10, Signifikanz bei *=p<0,05.)
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Es zeigten sich die Proteinexpression des Transkriptionsfaktors Nrf2 nicht signifikant
verandert. Im Herzen war die Proteinexpression des Transkriptionsfaktors Nrfl im
Student’s t-Test signifikant unter (-) Epicatechin-Gabe herunterreguliert, allerdings
zeigten die Kontrollproben eine deutlich breitere Streuung als die (-) Epicatechinproben.
In der Lunge und der Leber wurde die Proteinexpression von Nrfl nicht signifikant

reguliert. (Abb. 20) (Abb. 21).
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5. Diskussion

In epidemiologischen Studien zeigte ein hoher Konsum flavanolreicher Nahrung einen
protektiven Effekt auf die Inzidenz von Herzerkrankungen [6-8,79]. In vitro haben
Polyphenole, darunter auch Flavanole, einen Effekt auf antioxidative Proteine gezeigt
[75,76,80]. Klinisch konnte bereits eine vermehrte NO-Bioverfligbarkeit nachgewiesen
werden [14]. Es besteht Bedarf bei der Frage, ob auch invivo ein Effekt auf
antioxidative Proteine nachgewiesen werden kann. Mit dieser in vivo-Arbeit liegt jetzt
die Wirkung der oralen Gabe von (-) Epicatechin (2mg/kg Korpergewicht) im wildtype-
Mausmodell durch Bestimmung des GSH-Gehaltes und der Enzyme der antioxidativen
Antwort von ausgesuchten Organen vor. Neben der Messung des GSH-Gehaltes
erfolgte die Bestimmung der Proteinexpression der Enzyme der antioxidativen Antwort:

GPx, GST mu, GST pi, GR, GCLC, GCLM, NQO1, HO-1, SOD-1 und KAT.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit unter der oralen (-) Epicatechin-Gabe
eine organabhingige Beeinflussung des GSH-Gehaltes und der GSH-Synthese. Eine

generelle Beeinflussung der antioxidativen Antwort war nicht nachzuweisen.

Obwohl die Proteinexpressionen der Transkriptionsfaktoren nicht beeinflusst waren,
scheint die organabhédngige Aktivierung des Nrf2 Signalweges eine Rolle zu spielen.
Vermutlich liegen zusétzlich noch nicht untersuchte Mechanismen vor. Diese sind
moglicherweise zeit-, und organ-, sowie umweltabhéngig. Die orale (-) Epicatechin-

Gabe kann zu den protektiven Effekten flavanolreicher Erndhrung beitragen.

5.1 Die orale (-) Epicatechin-Gabe hat organanhangige

Wirkungen auf den GSH-Gehalt
Der GSH Gehalt

Unter der oralen Gabe von (-)Epicaetchin fiir vier Tage zeigte sich im
C57/B6 Mausmodell ein organabhédngiger Effekt auf den GSH-Gehalt der Organe.

In dieser Arbeit dnderte sich der GSH-Gehalt unter oraler (-) Epicatechin-Gabe im
Herzen nicht, wihrend der GSH-Gehalt in der Lunge tendenziell nach Mann-Whitney U
signifikant stieg und in der Leber signifikant sank. Aufgrund der kleinen
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StichprobengrdBe wird hier eine signifikante Anderung des GSH-Gehaltes in der Lunge

angenommen.

GSH ist ein antioxidatives Protein. Es ist in der Zelle als Antioxidans und als
Radikalfanger wirksam [38,63]. Der GSH-Gehalt wird u.a. durch die de novo-Synthese
stabil gehalten [81]. Das Enzym fiir die GSH-Synthese ist die Glutamatcysteinligase
(GCL).

In der durchgefiihrte Western Blot Analyse wurden die GCL-Untereinheiten, GCLC
und GCLM untersucht. Die Proteinexpressionen der GCL-Untereinheiten zeigte sich,
entsprechend dem GSH Gehalt, in der Lunge vermehrt und in der Leber vermindert. Im
Herzen filihrte die verminderte Proteinexpression der GCL Untereinheiten dagegen nicht
zu einem GSH-Abfall. Daraus folgt: Neben der Anderung der GSH-Synthese durch die
(-) Epicatechin-Gabe scheinen noch weitere Mechanismen beteiligt zu sein, die zu einer
relevanten Anderung des GSH-Gehaltes in der Lunge und der Leber, jedoch nicht im
Herzen, fiihrten.

Die Anderungen in dieser Arbeit zeigen eine kleine Amplitude. Vergleichbare
Ergebnisse finden sich zumeist bei den Kontrollen bei Versuchen zu toxisch induzierten
Schadigungen. Im Vergleich zeigte sich nach (-) Epicatechin-Gabe bei Kleintieren ohne
toxische Schiadigung in Herz, Leber und Niere ebenfalls kleine Amplituden bis keine
Anderung im GSH-Gehalt der Organe [26,82]. Ahnlich den Ergebnissen der Leber in
dieser Arbeit nahm der GSH-Gehalt in den Nieren von nur mit 10 mg/kg Korpergewicht
(-) Epicatechin behandelten Ratten leicht ab [82]. Die Konzentration scheint dabei ein in
geringem MaRe einflussnehmender Faktor zu sein, auch bei Konzentrationen von 10, 15
und 30 mg/kg Korpergewicht zeigten sich keine groBeren Amplituden bei Anderungen
des GSH-Gehaltes [26,82]. Es ist jedoch nicht vollkommen auszuschlieBen, dass die

Effekte durch eine hohere Dosierung leicht verdndert werden.

Im Plasma von neu diagnostizierten Lungentuberkulosepatienten dagegen stieg der
GSH-Gehalt nach (-) Epicatechin Gabe an [83]. Es ist nicht auszuschlieen, dass die
Pathophysiologie der Erkrankung zu diesem Ergebnis beitrdgt und somit erst die

Vorraussetztung schafft, dass (-) Epicatechin wirken kann.
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Es bleibt festzuhalten, dass die Organe nicht nur untereinander unterschiedlich auf die
orale (-) Epicatechin-Gabe reagieren, sondern dass scheinbar auch ein Unterschied

zwischen den Organen und der Wirkung im Plasma besteht.

Was sind die hinter den Ergebnissen stehenden Mechanismen?

Ausgehend von der Hypothese einer organabhingigen Reaktion auf die (-) Epicatechin-
Gabe konnte der GSH-Gehalt im Herzen zusétzlich stabilisiert worden sein. Krzywanski
et al. (2004) beschrieben neben der Stabilisation des GSH-Gehaltes durch die de novo
GSH-Synthese die Reduktion von GSSG iiber die GR [81]. Jedoch war die
Proteinexpression der GR in dieser Arbeit nicht gesteigert. Prince et al. (2011) zeigten
aullerdem in Ratten, dass im Herzen eine Aktivititssteigerung der GR durch
(-) Epicatechin (20 mg/kg Korpergewicht) nicht eintritt [84]. Es ist wahrscheinlich, dass
der Unterschied durch einen hoheren Verbrauch von GSH in der Leber verursacht

wurde.

Griffith et al. (1999) formulierten in diesem Zusammenhang, dass die Rate des GSH-
Abfalls zwischen den Geweben mit der Hohe ihres Verbrauchs variiert [85]. Die Leber
wiirde bei Inhibition der GSH-Synthese schneller Glutathion verlieren als andere
Gewebe [85]. Ein weiterer beschriebener Einflussfaktor ist die Steigerung des billidren
hepatischen GSH-Effluxes durch polyphenolische Antioxidantien [86], es bleibt jedoch
fraglich, ob auch Flavanole diesen Effekt erzielen konnen. In Endothelzellen wurde eine
Wirkung von (-) Epicatechin iiber den Proteinkinase A (PKA)-Signalweg vermutet [32].
Aufgrund der Steigerung des hepatischen Effluxes iiber den PKA-Signalweg kénnten
durch den gesteigerten Efflux auch geringe Anderungen der GSH-Synthese den GSH-
Gehalt relevant beeinflussen [87,88].

Die daraus folgende Schlussfolgerung ist, eine verringerte Synthese im Herzen und in
der Leber, wie sie in dieser Arbeit vorlag, bewirkt bei gleichbleibendem Verbrauch eine
schnellere Leerung der intrahepatischen Vorrite. Ein gesteigerter hepatischer GSH-
Efflux der Leber wire ein weiterer Faktor, der im Gegensatz zum Herzen zu einem

zusitzlichen intrahepatischen GSH-Verlust fithren wiirde.

Diese Mechanismen konnten einen Anstieg des GSH-Gehaltes im Plasma, wie er bei

Lungentuberkulosepatienten auftrat, trotz des Einflusses der Erkrankung erklédren [83].
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Wie beschrieben bestimmt der hepatische Efflux (GSH-Efflux) vorrangig den Plasma-
GSH-Gehalt und der Grofiteil des Verbrauchs an Glutathion in der Leber entsteht durch
die Abgabe in die Zirkulation [44,85,89]. Trotz der verminderten GSH-Synthese kdme
es zu einem messbaren GSH-Anstieg im Plasma. Des Weiteren ist ein Anstieg im
Plasma immer auch mit Blick auf den mdglicherweise durch polyphenolische

Antioxidantien gesteigerten hepatischen Efflux zu betrachten [86].

Die Unterschiede werden neben der Konzentration und der intestinalen und hepatischen
Metabolisierung durch die orale Gabe vermutlich auch durch die Dauer der Anwendung

beeinflusst.

5.2 Die orale (-) Epicatechin-Gabe hat organabhangige
Wirkungen auf die Proteinexpression der Enzyme der

antioxidativen Antwort

Die antioxidative Antwort

Mit der Untersuchung der Proteinexpression von den Enzymen GCLM, GCLC, GPx,
GST mu und pi, GR, NQO1, HO-1, SOD-1 und KAT in den Organe, Herz, Lunge und
Leber wurden die systemischen Auswirkungen der oraler (-) Epicatechin-Gabe auf die
antioxidative Antwort verfolgt. Insgesamt konnte organabhdngig eine signifikante
Anderung der Proteinexpression der Enzyme GCLM, GCLC GST pi und KAT
beobachtet werden. Jedoch war keine signifikante Anderung der Proteinexpression der
Enzyme GPx, GST mu, GR, NQOI1, HO-1 und SOD-1 in allen drei Organen zu
beobachten. Es ldsst sich in dieser Hinsicht nicht generell eine Wirkung der oralen
(-) Epicatechin-Gabe (2 mg/kg Korpergewicht) auf die antioxidative Antwort
nachweisen. Vielmehr spielen die im Organismus zur Zeit der Anwendung

vorherrschenden Mechanismen eine Rolle.

GSH abhingige Schutzsystem

Der zelluldire GSH Gehalt der Organe wurde durch die GSH-Synthese reguliert. Die

densitometrisch Auswertung der Proteinexpression der Glutamatcysteinligase (GCL)-
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Untereinheiten GCLC und GCLM stellt sich im Herzen signifikant vermindert dar, ohne
Einfluss auf den GSH-Gehalt zu nehmen. In der Lunge war die Proteinexpression der
GCL Untereinheit, GCLC, gesteigert und in Leber signifikant vermindert. Die aus
GCLC und GCLM zusammengesetzte GCL wird als das Enzym der GSH-Synthese
beschrieben, wobei die GCLC als katalytische Einheit und syntheselimitierend

identifiziert werden konnte [85].

In Astrozyten konnte in vitro die Induktion der GSH-Synthese iiber den PI3K/Nrf2
Signalweg [75] und die Induktion des Nrf2-Signalweges durch Epicatechin [73] gezeigt
werden. Nrf2 ist ein Induktor von ARE-abhéngigen Genen, zu denen auch die GCL-
Untereinheiten zdhlen [66,78]. Eine in vivo-Wirkung wurde aufgrund der starken
Konzentrationsunterschiede durch die Bioverfiigbarkeit von Flavanolen kontrovers
diskutiert [5,18]. In dieser Arbeit konnte ein dhnlicher Effekt nur in der Lunge gezeigt
werden. Der redoxsensitive Transkriptionsfaktor Nrf2 konnte die Anderung der
Proteinexpression der GCL in der Lunge bewirkt haben. Allerdings sind diese
Ergebnisse nicht so eindriicklich, wie sie in vitro in Astrozyten vorbeschrieben wurden.
Es scheinen andere Effekte im Herzen und der Leber zu wirken. Moglicherweise ist die
Metabolisation von (-) Epicatechin in dieser Hinsicht von Bedeutung. Die Ergebnisse in
Herz und Leber deuten darauf hin, dass der Transkriptionsfaktor organabhingig

beeinflusst wurde.

Korrelierend zur vermehrten GSH-Synthese ist die Proteinexpression der GST-Isoform
pt des GSH abhdngigen Schutzsystems in der densitometrischen Auswertung in der
Lunge vermehrt exprimiert, wihrend in der Leber der gegenteilige Effekt zu beobachten

ist.

In Lungenzellen kam es in vitro durch didtische phytochemischen Substanzen, darunter
auch ein Flavanol, zu einer Induktion von Enzymen der antioxidativen Antwort,
darunter auch GST pi [90]. Die orale (-) Epicatechin-Gabe konnte die Induktion der
GST pi durch den redoxsensitiven Transkriptionsfaktor Nrf2 bewirkt haben. Itoh et al.
(1997) konnten eine Nrf2 abhdngige Induktion von Enzymen der antioxidativen
Antwort, darunter auch GST, durch ARE zeigen [66]. Die organabhdngigen
Unterschiede in der Induktion kénnten durch gewebespezifisch ausgepriagten Isoformen

der GST zusammenhéngen [58].
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Ein weiterer zu beriicksichtigender Mechanismus ist die GSH-Gehalt abhingige
Regulation der Expression der GST pi. GST benutzt GSH als Kofaktor zur Konjugation
von Fremdstoffen und wird zusétzlich durch den Redox-Status der Zelle reguliert [91].
Der Redox-Status entspricht dem Verhiltnis von GSH zu GSSG, womit Anderungen im
GSH-Gehalt entsprechend den Redox-Status und folglich auch die GST pi beeinflussen.
In der Lunge und Leber wire dieser Effekt durch den tendenziell aufgetretenen Anstieg
bzw. Abfall des GSH-Gehaltes ebenfalls gegeben. Die Proteinexpression der GST pi im
Herzen wire durch den gleichbleibenden GSH-Gehalt nicht veréndert.

NAD(P)H abhingiges und unabhingiges Schutzsystem

In allen drei Organen zeigte sich ein Anstieg der Katalase (KAT). In einer klinischen
Studien mit neu diagnostizierten Lungentuberkulose-Patienten konnte im Plasma ein
Abfall der Katalase unter der (-) Epicatechin-Behandlung gezeigt werden [83]. Die
Autoren vermuteten eine Verminderung von oxidativem Stress. In dieser Arbeit lag
keine Schéadigung vor, vermehrter oxidativer Stress war nicht zu erwarten. Ein Einfluss
der Erkrankung auf die Ergebnisse ist nicht auszuschlieBen. In vitro wurde die
Proteinexpression der Katalase iiber den Nrf2-Transkriptionsfaktor durch Epicatechin
gesteigert [92]. (-) Epicatechin zeigte in verschiedenen Studien, sowohl einen
aktivierenden als auch inhibitorischen oder keinen Effekt auf die Katalase [82,83,93,94].
Moglicherweise wirken in dieser Arbeit zusdtzliche Nrf2 unabhingige Mechanismen,

die zu einer Steigerung der Proteinexpression der Katalase in allen Organen gefiihrt hat.

Eine weiterfiihrende Induktion der Enzyme der antioxidativen Antwort konnte in dieser
Arbeit nicht nachgewiesen werden. In dieser Dosierung wurde die Proteinexpression der
SOD-1, HO-1 und NQOI, als Nrf2 abhidngige Enzyme [62], nicht beeinflusst.
Im Vergleich mit anderen Studien finden sich sowohl vergleichbare, als auch
widersprechende Ergebnisse.

In der Aorta von Ratten, nach einer Gabe von (-) Epicatechin (fiinf Wochen, oral
(Gavage), 10mg/kg Korpergewicht, Aorta), kam es zu einer Steigerung der Nrf2-
abhingigen Enzyme, NQOI1 und HO-1, der antioxidativen Antwort. Andere Versuche
zeigten: Nach Gabe einer (-) Epicatechin/Catechin-Mischung wurde die Expression der
Enzyme der antioxidativen Antwort unterschiedlich beeinflusst (SOD 1, KAT, GPx |,
Mensch, 4 Monate, 3 x wochentlich, oral, 500 pg, Lungentuberkulose, Blut) [83,95],
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(HO-1 |, SOD-1, NQOI1 1, Méuse, 3 Stunden, tdglich bis 72 Stunden, oral, 5, 15, 45
mg/kg KG, interzerebrale Blutung, Gehirn) [93].

Vergleichbar zeigte die antioxidative Antwort in Nieren von (-) Epicatechin
behandelten Ratten kaum eine Verdnderung der Expressionen von SOD, KAT und GPx
(Ratte 10 Tage, i.p., 10 mg/kg KG, wildtyp, Niere) [82]. GPx konnte in vitro auch unter
Ausschaltung von Nrf2 weiterhin induziert werden [96] und blieb in der Expression

stabil.

Es scheint eine selektive Beeinflussung Nrf2 abhidngiger Enzyme stattzufinden. Noch
nicht untersuchte Mechanismen oder die unterschiedlichen Versuchsaufbauten kénnten
auf die Ergebnisse Einfluss gehabt haben.

Insgesamt zeigte sich in Abhéngigkeit von der Dauer, dem Einfluss einer Schidigung,
der Applikationsart und der Spezies ein sehr unterschiedliches Wirkspektrum der oralen

(-) Epicatechin-Gabe.

5.3 Die orale (-) Epicatechin-Gabe hat organabhangige

Wirkungen auf die Transkriptionsfaktoren
Nrf2

Die Proteinexpression des Transkriptionsfaktors Nrf2 wurde durch die orale

(-) Epicatechin-Gabe im Herzen, in der Lunge und Leber nicht reguliert.

Im Zellkern findet die Bindung von Nrf2 an Enzyme der antioxidativen Antwort
kodierende ARE-Genregionen und deren Induktion statt [66]. Leonardo et al. (2013)
beschrieben eine Wirkung von (-) Epicatechin iiber Nrf2, als bei ihren Versuchen mit
Nrf2- knockout-Miausen die Wirkung ausblieb [35]. Die Aktivitdt von Nrf2 ist liber die

Proteinexpression Nrf2-abhéngigen Proteine der antioxidativen Antwort evaluierbar.

Lunge

In der Lunge kann, aufgrund der Steigerung des GSH-Gehaltes durch eine vermehrte
Synthese, von einer Aktivierung des Nrf2-Signalweges ausgegangen werden. Ebenso ist

eine Nrf2 abhingige Induktion von GST pi durch ARE nicht auszuschlie3en [66].
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Ein dem (-) Epicatechin verwandtes Flavanol, Epigallocatechingallat, konnte in der
Lunge bei einer intraperitonealen Gabe von tdglich 20 mg/kg Korpergewicht iiber 28
Tage die Proteinexpression des Transkriptionsfaktors Nrf2 und die Induktion von Nrf2
abhéngigen Phase II-Enzymen steigern [97]. Jedoch ist neben der hoheren Dosis und
Applikationsart auch die Wirkung der Flavanole untereinander verschieden - alleine
ihre stereometrische Struktur veridndert den Effekt [21]. In HepG2-Zellen konnte eine
(-) Epicatechin induzierte Steigerung der Mechanismen gegen oxidativen Stress iiber
den Nrf2-Signalweg beschrieben werden [73]. Die Autoren wiesen schon dort auf die
Regulation der Signalwege in Abhidngigkeit vom Zelltyp und der Natur des Stimulus
hin.

Herz und Leber

Die Proteinexpressionen der GCL Untereinheiten, GCLC und GCLM (nur Herz), waren
vermindert. Diese Enzyme gehdren zu den Nrf2 abhéngig induzierbaren Enzymen der
antioxidativen Antwort, mit einer ARE-kodierten Genregion [66]. Eine verminderte

Expression ist somit auf die Beeinflussung des Nrf2-Signalweges zuriickzufiihren.

In dieser Arbeit kam es folglich in der Leber und im Herzen zu einer verminderten

Aktivierung des Nrf2-Signalweges.

Die Anderung des GSH-Gehaltes und der antioxidativen Antwort war abhingig von der
organabhdngigen Aktivierung des Nrf2-abhingigen Signalweges. Dies spiegelte sich in
den Organen in der vermehrten (Lunge) oder verminderten Proteinexpression (Herz und
Leber) der antioxidativen Enzyme wieder. Es stellt sich die Frage, wie es zu diesem

Unterschied kommen konnte.

Was sind die hinter den Ergebnissen stehenden Mechanismen?

Wie kam es zu einer Steigerung der GSH Synthese ohne sichtbare Verdnderung der

Proteinexpression von Nrf2?

In der Lunge wurde die GSH-Synthese gesteigert, trotz gleichbleibender
Proteinexpression des Transkriptionsfaktors Nrf2. Moglicherweise war der Effekt auf
den Transkriptionsfaktor voriibergehend und konnte zum Zeitpunkt der Erhebung der

Ergebnisse nicht beobachtet werden. Nach Nguyen et al. (2003) ist eine Steigerung der
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Nrf2- abhingigen Proteine durch eine verldngerte Proteinstabilitit von Nrf2 mdglich
[42]. Dieses kurzfristige Ansteigen von Nrf2, durch orale (-) Epicatechin-Gabe, konnte
zu einer Aktivierung des Nrf2-Signalweges gefiihrt haben. Die Aktivierung erfolgt liber
die Dissoziation des Keapl/Nrf2-Komplexes im Zytosol und anschlieBender nukledre
Translokation [75]. Ein voriibergehender Anstieg von Nrf2, durch Anreicherung und
nicht durch vermehrte Bildung, kdnnte eine Steigerung der Proteinexpression der GCL-
Untereinheiten bewirken. Durch einen schnellen Abbau wire die Steigerung nur anhand

der Proteinexpression der Nrf2—abhdngigen Proteine nachvollziehbar.
Wie kénnte der Nrf2-Signalweg in den Organen unterschiedlich beeinflusst werden?

Um diese Frage zu beantworten, scheint es wichtig zu sein, zuerst zu erdrtern, wie es zu
dieser nicht erwarteten verminderten Aktivierung von Nrf2 im Herzen und der Leber

kommen konnte.

In der Leber kam es aufgrund der verminderten Expression der GCL zu einem Abfall
des GSH-Gehaltes. Es ist anzunehmen, dass die verminderte Aktivierung des Nrf2-
Signalweges diese Ergebnisse verursachte. Wie bereits beschrieben wird Nrf2 als
redoxsensitiver  Transkriptionsfaktor durch ROS induziert [98,99]. Neben
(-) Epicatechin konnen verschiede Klassen von chemischen Substanzen die Enzyme der
antioxidativen Antwort induzieren [49], darunter nahmen auch ROS in vitro auf die
Genexpression von verschiedenen Enzymen Einfluss [100]. Granado-Serrano et al.
(2010) formulierten, dass in vitro in HepG2-Zellen eine durch (-) Epicatechin induzierte
ROS regulierte Induktion des Nrf2-Signalweges iiber PI3K und ERK stattfindet [73].

Interessanterweise sind von (-) Epicatechin-Wirkungen beschrieben- die oxidativen
Stress reduzieren. Epicatechin konnte in vifro die endogene ROS-Produktion durch
Hemmung der NAD(P)H-Oxidase vermindern [28]. Dieser Effekt zeigte sich auch nach
fiinf Wochen Behandlung, in vivo, in der Aorta von Ratten [101]. Gomez-Guzman et al.
(2012) schlussfolgerten jedoch, dass in der Aorta von mit (-) Epicatechin behandelten,
Ratten die Regulation des Nrf2-Signalweges unabhédngig von der ROS-Produktion sei
[101]. Jedoch reagieren die Organe sehr unterschiedlich und die Dauer der Anwendung
war verlidngert, im Gegensatz zu dieser Arbeit, sodass ein zeitabhidngiger Unterschied
nicht auszuschlieBen ist. Zusitzlich konnte sich der Effekt in der Aorta durch die hohen

Druckverhéltnisse und einhergehend hoheren Belastungen anders ausgewirkt haben.
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Gleichwohl spricht fiir eine protektive Wirkung der (-) Epicatechin-Gabe bei Gomez-
Guzman et al. (2012) eine Verminderung von systemischen Markern von oxidativem
Stress [101]. Ebenso  zeigten sich unter (-) Epicatechin  verminderte
Lipidoxidationsprodukte im Plasma von neudiagnostizierten
Lungentuberkulosepatienten [83]. Eine Verminderung von oxidativem Stress konnte im
Herzen und der Leber zu einer herabgesetzten Aktivierung des Nrf2-Signalweges
fiihren. Im Folgenden resultierend in einer verminderten Induktion der antioxidativen
Antwort (GCLY, GST pil), wie sie im Herzen und der Leber beobachtet werden konnte.
Die Interaktion mit dem Nrf2 Signalweg, infolge der oralen Gabe von (-) Epicatechin,
wére somit gleichbedeutend mit einer Verminderung der antioxidativen Antwort. Die
Effekte haben jedoch eine kleine Amplitude, sodass nicht von einem daraus

resultierenden Schaden fiir den Organismus ausgegangen werden kann.

Bei zusitzlichem oxidativem Stress, der zu Schidigungen im Gefdflsystem fiihren und
letztendlich in einem Herzinfarkt miinden wiirde, wire dieser Mechanismus durch z.B.
vermehrte ROS-Spezies nachrangig. Die variable Wirkung auf z.B. den Nrf2-Signalweg
bietet eine Erkldrung, weshalb (-) Epicatechin zum einen protektiv auf die Entstehung
eines Herzinfarktes wirkt und somit die Inzidenz senkt. Zum anderen, weshalb
auftretende Schidden oder Herzinfarkte unter (-) Epicatechin-Gabe weniger massive
Folgen haben, z.B. konnten Reperfusionsschdden durch die Gabe von (-) Epicatechin
vermindert werden [31]. In weiteren Versuchen konnte (-)Epicatechin die
Schiadigungen in Streptomycin induzierten diabetischen Ratten, Nicotin induzierten
oxidativem Stress und Cyclosporin A induzierter Nierentoxizitit vermindern [26,82,94].
Klinisch profitierten neu diagnostizierte Lungentuberkulosepatienten von der

(-) Epicatchin-Gabe [83].

Die orale (-) Epicatechin-Gabe konnte in der Lunge den Nrf2-Signalweg aktivieren
(GCLCT, GSTpiT). Der Nrf2-Signalweg schiitzt die Lunge vor oxidativem Stress [62].
Nach dem oben genannten Mechanismus schien die exogene ROS-Exposition
auszureichen um die antioxidative Antwort induzierende (-) Epicatechin-Wirkung
auszulosen. Die Lunge ist, ihrer weiten Oberfliche und Blutfluss geschuldet, das
einzige Organen im ganzen Organismus, welches die groffte Exposition zu
atmosphérischem Sauerstoff und anderen Umwelttoxinen hat [102]. Dadurch ist die
Lunge, ebenso wie die Aorta, durch die stindigen Druckverhiltnisse gegeniiber
oxidativer Schidigung durch ROS besonders verwundbar und erfordert besondere
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Schutzmechanismen. Einer davon ist der redoxsensitive Transkriptionsfaktor Nrf2 [62].
Nrf2 ist ubiquitdr in den Geweben exprimiert, aber besonders reichlich in Lunge.
[65,66]. Die in der Lunge physiologisch vermehrte Expression von Nrf2 im Gegensatz
zu den anderen Organen konnte zu einer bevorzugten Aktivierung dieses Signalweges

beitragen.
Nrfl

Der Transkriptionsfaktor Nrfl wurde durch die orale (-) Epicatechin-Gabe in Lunge und
Leber nicht in seiner Proteinexpression reguliert. Im Herzen zeigte sich eine gesteigerte

Proteinexpression von Nrfl.

Was sind die hinter den Ergebnissen stehenden Mechanismen?

Die Expression von Nrfl im Herzen konnte durch die orale (-) Epicatechin-Gabe
verursacht worden sein. Gesteigerte NO - oder H,O, -Produktion ist in der Lage das
Transkriptionsprogramm fiir die Mitochondrien-Biogenese zu induzieren und fiihrt
dariiber zu einer Steigerung der Proteinexpression von Nrfl, wie bei Bartz ef al. (2015)
und Nisoli et al. (2006) zusammengefasst [103,104].
Die vermehrte Proteinexpression der Katalase, wie sie in dieser Arbeit gezeigt werden
konnte, spricht fiir eine gesteigerte H>O, -Produktion. Auflerdem konnte (-) Epicatechin
die Steigerung der NO-Synthese bewirken [14,15,76].
Eine Induktion des Transkriptionsfaktors Nrfl {iber die gesteigerte NO-
Bioverfligbarkeit wire moglicherweise zu erortern. Die Rolle von NO bei der
Expression von Nrf2 und Nrfl wurde von Merry et al. (2016) in Muskelgewebe von
Maiusen sowie in vitro beschrieben [105]. Des Weiteren verhinderten Suliman et al.
(2007) bewusst eine Synthese von NO um ihre Ergebnisse fiir die CO induzierte
Steigerung von Nrf2 und Nrfl auszuschliefen [53]. Sie zeigten auch, dass in eNOS(-/-)

knockout-Miusen die Transkription der Faktoren niedriger war [53].

Die orale (-) Epicatechin-Gabe tragt zum Schutz des Herzen bei durch Steigerung des
Transkriptionsfaktors Nrfl, welcher die Mitochondrienbiogenese induziert.
Dieser Effekt scheint ein Indiz dafiir zu sein, dass die Wirkung der oralen

(-) Epicatechin-Gabe auf das Herz weniger durch Induktion der antioxidativen Antwort,
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sondern vielmehr durch die vermehrte NO-Bioverfiigbarkeit herbeigefiihrt werden

konnte.
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6. Schlussfolgerung

Ziel der Arbeit war die Untersuchung der in vivo Auswirkungen auf den GSH-Gehalt
und die antioxidative Antwort in wildtype-Mausen. Es wurde eine klinisch relevante
Dosierung von 2mg/kg Korpergewicht verwendet, die in Studien bereits protektive

Effekte auf das kardiovaskulédre System zeigte [14].

In dieser Arbeit konnten gezeigt werden, dass die orale (-) Epicatechin-Gabe den GSH-
Gehalt organabhingig beeinflusst werden (Herz=, LungeT, Leberd). Von der
antioxidativen Antwort konnte die Glutathion-Synthese in Form einer vermehrten
Proteinexpression der GST pi und GCLC gesteigert werden. Die iibrigen Enzyme der
antioxidativen Antwort, mit Ausnahme der Katalase, zeigten in allen Organen keine

veranderte Proteinexpression.

Die organabhingige Beeinflussung ist vermutlich auf die unterschiedliche Aktivierung
von Signalwegen zuriickzufiihren. Dies hat zur Folge, dass sich im Herzen, der Lunge
und der Leber ein gegenteiliger Effekt zeigte. Vermutlich ist eine verminderte
Aktivierung von Nrf2 im Herzen und der Leber ausschlaggebend fiir die
interorganischen Unterschiede. Eine Aktivierung anderer Signalwege ( z.B. PKA, PI3-
Akt, MAPK, ERK, AhR, u.a.) ist nicht auszuschlieBen [53,73]. Besonders im Herzen
konnten auch NO induzierte Effekte, wie z.B. auf den Transkriptionsfaktor Nrfl,

iiberwiegen.

In der Lunge kam es zu einer organabhéngigen Aktivierung des Nrf2-Signalweges unter
der oralen (-) Epicatechin-Gabe. Im Vergleich mit Studien scheinen die Auswirkungen
der (-) Epicatechin-Gabe abhingig vom Vorliegen einer Schidigung oder zumindest
ROS-Exposition zu sein. Mechanismen wie eine Hemmung der NAD(P)H-Oxidase
durch (-) Epicatechin, wie sie in vitro gezeigt werden konnte, [28] und damit der
endogenen ROS-Produktion, konnten in den Organen Herz und Leber zu einer
verminderten Induktion des Nrf2-Signalweges gefiihrt haben. Demzufolge werden die
Signalwege in den Geweben und Organen abhdngig von ihrer ROS Exposition

unterschiedlich stark induziert.

Bezugnehmend darauf war auffillig zu beobachten, dass in der Lunge, als Organ der

besonderen ROS-Exposition, ein anderes Ergebnis auftrat als in Herz und Leber. Dieses
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Ergebnis &hnelte den Ergebnissen von Studien, in denen medikamentds oder

physiologisch induzierten oxidativen Stress ausgeiibt wurde [26,31,82].

Schlussfolgernd unterscheiden sich die gezeigten Effekte dieser Arbeit durch die
organabhdngigen Eigenschaften. Die genauen Mechanismen, die Interaktionen der
Signalwege in den einzelnen Organen, bleiben jedoch fraglich. Diese Mechanismen
haben, konkurrierend oder synergistisch, zu den beobachteten Anderungen im GSH-
Gehalt und Regulation der antioxidativen Antwort in den Organen gefiihrt. Es ist
anzunehmen, dass umwelt-, applikations- und organabhéngige Effekte die Wirkung

bestimmen.

Ausblick

Trotz jahrelanger Forschung sind vor allem die in vivo-Auswirkungen der
(-) Epicatechin-Gabe noch nicht vollstindig ergriindet. Insbesondere werfen die
Interaktionen der beteiligten Signalwege noch Fragen auf. Teilweise liefern aktuelle
Forschungen uneinheitliche Ergebnisse. Diese Arbeit zeigt einen protektiven Effekt der
oralen (-) Epicatechin-Gabe, gibt aber auch neue Fragen auf. Sollte sich eine ROS
sensible Wirkung bestdtigen, konnte ein prdventiver Einsatz bei der Inzidenz von
Herzinfarkten oder eine Gegenregulation zu oxidativen Stress nach einer Schadigung
Ziel weiterer Forschung sein. Bis dahin werden noch weitere Daten {iber den komplexen,
weitreichenden Effekt der (-) Epicatechin-Wirkung in vivo und im Folgenden auch in

klinischen Studien bendtigt werden
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