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A Thesen zur Dissertation 

Zur Schutzwirkung des Polyphenols (–)-Epicatechin auf Gefäßendothelzellen 

These 1: 

Experimentelle Daten der Literatur belegen einen Zusammenhang zwischen Aktivität der 

Myeloperoxidase (MPO) und Entzündung bei kardiovaskulären Erkrankungen. Ein möglicher 

Angriffspunkt der MPO ist die Bildung von oxidativ modifiziertem LDL (oxLDL; erzeugt 

durch Myeloperoxidase/H2O2/Nitrit oder Cu2+). Eigene Daten zeigen, dass die LDL-Oxidation 

durch MPO maßgeblich durch Nitrit moduliert wird. Im MPO/H2O2/Nitrit-oxLDL sind die 

Mengen an konjugierten Dienen und thiobarbitursäurereaktiven Substanzen zwar deutlich 

niedriger als im Cu2+-oxLDL, jedoch ist die cytotoxische und proapoptotische Wirkung des 

MPO/H2O2/Nitrit-oxLDL auf verschiedene Endothelzellen deutlich stärker ausgeprägt.  

Die Cytotoxizität von oxLDL beruht auf einer Stimulierung prooxidativer Prozesse. Dies 

drückt sich in einer erhöhten Produktion von Superoxidanionen über die NADPH-Oxidase aus 

und führt zu Veränderungen in Endothelzellen, welche für die Atherogenese in vivo von 

Bedeutung sind. OxLDL-vermittelter Stress führt in Endothelzellen zur Proteinnitrierung, 

Carbonylierung und Bildung von 4-Hydroxynonenal-Addukten, die durch Vorinkubation der 

Zellen mit (–)-Epicatechin verhindert werden. 

(–)-Epicatechin wirkt in doppelter Weise auf diese Prozesse, indem es sowohl die Bildung des 

oxLDL als auch dessen Wirkungen auf Endothelzellen unterdrückt. 

[Publikationen 1,2,3] 

These 2: 

Oxysterole lösen in Endothelzellen oxidativen Stress und Apoptose aus. 7β-OH-Cholesterol 

ist cytotoxischer als 7-Ketocholesterol. Letzteres wirkt in biologischen Systemen als 

Gegenspieler des 7β-OH-Cholesterols. Auch hier unterdrückt (–)-Epicatechin sowohl die 

Bildung im LDL als auch die Wirkung der Oxysterole auf Endothelzellen. 

Die Effektivität, mit der (–)-Epicatechin die Lipidperoxidation des LDL hemmt, wird von 

anderen Antioxidanzien und Endothelschutzstoffen, wie Vitamin C und Aspirin, nicht 

erreicht. Diese Substanzen wirken über andere Mechanismen. (–)-Epicatechin schützt sowohl 

die Protein- als auch die Lipidkomponente des LDL vor oxidativer Modifikation.  

[Publikationen 2,7] 



These 3: 

Kurz -oder besser Langzeitbehandlung von Endothelzellen mit (–)-Epicatechin hemmt die 

O2·– Freisetzung aus Endothelzellen und bedingt eine Anzahl von vorteilhaften 

Veränderungen im NO-Stoffwechsel, deren gemeinsame Ursache die Hemmung der NADPH-

Oxidase-Aktivität ist. (–)-Epicatechin wirkt dabei als „Prodrug“ für dessen Methylether als 

eigentliche Wirkstoffe. Dies folgt aus der Zeitabhängigkeit des (–)-Epicatechineffektes sowie 

aus den Hemmungen durch Apocynin und 2-Desoxyglucose und dem fehlenden Hemmeffekt 

durch Allopurinol. Dabei wirkt (–)-Epicatechin nicht auf die Aktivität der eNOS oder ihre 

Coenzyme. 

[Publikationen 3, 4, 5, 6] 

These 4: 

Die Metabolisierung von (–)-Epicatechin erfolgt nicht nur in Darmmukosa und Leber, 

sondern auch in Gefäßendothelzellen. Durch Einsatz des Catechol-O-Methyl-Transferase 

(COMT)-Inhibitors 3,5-Dinitrocatechol wurde die Natur der Metabolisierung des (–)-Epi-

catechins als COMT-abhängige Reaktion nachgewiesen. Eigene Untersuchungen ergaben, 

dass sich der cGMP-Spiegel in Endothelzellen unter verschiedenen experimentellen 

Bedingungen mit dem NO-Spiegel parallel verhält, woraus zu schließen ist, dass der erhöhte 

Spiegel an ·NO auch bioverfügbar ist.  

[Publikationen 4,5] 

These 5: 

Die Hemmung der NADPH-Oxidase durch (–)-Epicatechin wird durch eine Reihe anderer 

ernährungsrelevanter Polyphenole geteilt, darunter monomethylierte und andere Flavonoide, 

die über einen apocyninanalogen Mechanismus wirken. Eine Mono-O-Methylierung der 

Catecholgruppe verstärkt die Wirksamkeit vieler Verbindungen auf die NADPH-Oxidase-

Aktivität, geht aber einher mit dem Verlust der Radikalfängereigenschaft. 

[Publikation 6] 



B Publikationen zur Dissertation  

Die kumulative Dissertation umfasst 7 Beiträge, die zwischen 2003 und 2007 aus je aktuellen 

Forschungszusammenhängen entstanden sind und in unterschiedlichen Zeitschriften publiziert 

wurden. 

1: Steffen Y, Schewe T, Sies H.  
Epicatechin protects endothelial cells against oxidized LDL and maintains NO synthase. 
Biochem Biophys Res Commun. 2005; 331(4):1277-83 

2: Steffen Y, Wiswedel I, Peter D, Schewe T, Sies H 
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(-)-Epicatechin elevates nitric oxide in endothelial cells via inhibition of NADPH oxidase. 
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Zur Schutzwirkung des Polyphenols (–)-Epicatechin auf Gefäß-
Endothelzellen 
Hintergrund, Ergebnisse und Schlussfolgerungen der Dissertation  

1 Polyphenole als bioaktive Mikronährstoffe 
1.1 Struktur, Vorkommen und Nahrungsaufnahme von Flavonoiden 

Flavonoide sind ubiquitäre sekundäre Pflanzeninhaltsstoffe und gehören neben 

Phenolsäuren, Lignanen und Stilbenen zu den pflanzlichen Polyphenolen (SCALBERT & 

WILLIAMSON 2000). Flavonoide sind durch ein Phenylchromangrundgerüst, bestehend 

aus drei aromatischen Ringen A, B und C, gekennzeichnet. Ring A ist mit einem O-

haltigen heterocyclischen Ring C kondensiert, der in Position 2 einen Phenylrest (Ring B) 

trägt (Abbildung 1). 

 

Abb. 1 

Flavan, das Phenylchromangrundgerüst der 
Flavonoide 

 

Abhängig von Hydroxylierungsgrad, Oxidationsgrad des Ringes C, Art der Substituenten 

und Polymerisierungsgrad werden die Flavonoide in insgesamt 16 Unterklassen eingeteilt 

(BORS et al., 1997; AGULLO et al., 1997; MONAGAS et al., 2005). Einen besonders hohen 

Flavonoidgehalt weisen Zwiebeln, Brokkoli, Äpfel, Aprikosen, Tomaten, Johannisbeeren, 

grüner Kopfsalat, Tee, Rotwein und Schokolade auf, siehe Tabelle 1 (MANACH UND 

DONOVAN 2004; Ding et al., 2006).  

Nahrungsmittel Flavonoid   Flavonoidunterklasse Gehalt 

Schokolade (–)-Epicatechin 
(+)-Catechin 

Flavanol 
Flavanol 

327,41) 

132,41) 

Rotwein (–)-Epicatechin 
(+)-Catechin 
Quercetin 

Flavanol 
Flavanol 
Flavonol 

15-882) 

0-2082) 

8,32) 

Tee (Schwarz) Quercetin 
Kaempferol 
(–)-Epicatechin 

Flavonol 
Flavanol 
Flavanol 

14-172) 

14-162) 

31-792) 

Zwiebel Quercetin Flavonol 3423) 

Staudensellerie Luteolin 
Apigenin 

Flavon 
Flavon 

2002) 

7502) 

1) ARTS et al. (1999) ; ARTS et al. (2000); 2) ARTS & HOLLMANN (2005); 3) CROZIER et al. (2000)  

Tabelle 1 
Durchschnittliche 
Flavonoidgehalte einiger 
ausgewählter Nahrungsmittel 
(mg/kg Frisch-gewicht) 
 



Aufgrund ihres ubiquitären Charakters werden Flavonoide mit nahezu jedem pflanzlichen 

Nahrungsmittel aufgenommen. Die tägliche Aufnahme ist dabei abhängig von der Art der 

Ernährung bzw. von den verwendeten Nahrungsmitteln und daher schwer zu bestimmen 

(ORTEGA et al., 2006; PECHANOVA et al. 2006, PEREZ-VIZCAINO et al., 2006; OPARA et 

al., 2006). Einen guten Überblick über das Vorkommen und die Struktur der Polyphenole 

liefert der Übersichtsartikel von Bitsch und dort zitierte Arbeiten (BITSCH 2006). 

1.2 Antioxidative Flavonoide – mehr als nur Radikalfänger 
Umfangreiche epidemiologische Untersuchungen haben ergeben, dass die 
Nahrungszufuhr von Flavonoiden, einschließlich Flavanolen, gesundheitsfördernd für das 
Herz-Kreislaufsystem ist (siehe Abschnitte 1.3 und 1.4). Diese Eigenschaft wird in der 
Literatur überwiegend auf antioxidative Wirkungen der Flavonoide zurückgeführt. 
Bezüglich des antioxidativen Effektes von Flavonoiden werden verschiedene 
Wirkungsmechanismen diskutiert, die bisher fast ausschließlich in vitro gezeigt wurden. 
Flavonoide wirken als Radikalfänger. Aufgrund ihrer niedrigen Redoxpotentiale sind 
Flavonoide thermodynamisch in der Lage, reaktive Sauerstoff- bzw. Stickstoffspezies durch 
Abgabe eines Wasserstoffatoms zu reduzieren und damit zu desaktivieren (VAN ACKER et al., 
1996, PIETTA, 2000, PANNALA et al. 2001 BORS et al. 2002). Obwohl die Wirkung von 
Flavonoiden als Radikalfänger, d.h. als Antioxidanzien im engeren Sinne, in zahlreichen 
Untersuchungen gezeigt wurde, ergeben sich erhebliche Zweifel hinsichtlich des 
Auftretens derselben Effekte auch in vivo, da entsprechende Ex-vivo-Untersuchungen 
nach Verabreichung von Flavonoiden entweder gar keine oder nur geringe Effekte 
ergaben. Somit könnte die Radikalfängerwirkung bisher überschätzt, die Hemmung 
prooxidativer Enzyme (Tabelle 2) hingegen unterschätzt worden sein. Die vorliegende 
Dissertation liefert Anhaltspunkte für eine besondere Rolle der Hemmung der NADPH-
Oxidasen durch Umwandlungsprodukte des (–)-Epicatechins und anderer Flavonoide für 
den Schutz der Blutgefäße. 

Tabelle 2 Eigenschaften der Flavonoide 

Eigenschaft Literatur 

Komplexierung von Metallionen  KANDASWAMI & MIDDELTON 1994, FERRALI et al., 
1997, PIETTA 2000 

Hemmung prooxidativer Enzyme wie z.B. 
Lipoxygenasen, Myeloperoxidase, induzierbare NO-
Synthase, NADPH-Oxidasen und Xanthinoxidase 

[3, 4, 5, 6], SELLOUM et al., 2001;  SADIK et al., 2003; 
SIES et al., 2005; VAFEIADOU et al., 2007 

Regeneration antioxidativer Vitamine wie Vitamin C 
und Vitamin E 

PIETTA 2000 

Hemmung der Proliferation, Apoptose, 
Zelldifferenzierung  

WILLIAMS et al., 2004 

Regulation der Genexpression z.B. durch inhibitorische 
Wirkung auf den Nuclear-Factor-κ-B (NFκB) 

SEN & PACKER 1996 

 



1.3 Polyphenole und gesunde Ernährung 
Es ist seit langem bekannt, dass Nahrungsmittel pflanzlichen Ursprungs z. T. einen hohen 

Gehalt an antioxidativ wirksamen Substanzen enthalten, die das Risiko für das Auftreten 

sogenannter „Free Radical Diseases“, wie z. B. Atherosklerose und damit verbundenen 

Herz-Kreislauferkrankungen oder bestimmte Tumorformen, möglicherweise reduzieren 

(KROMHOUT 1999, KUMAR et al. 2007 und dort zitierte Arbeiten). Obwohl eine Wirkung 

von Flavonoiden bei der Prävention von mit oxidativem Stress in Zusammenhang 

stehenden Herz-Kreislauferkrankungen noch nicht eindeutig belegt ist, weist die 

Mehrzahl der epidemiologischen Studien auf eine negative Korrelation zwischen der 

Häufigkeit des Auftretens dieser Erkrankungen und der Flavonoidaufnahme hin (KNEKT 

et al. 1996, LIN et al. 2007, STANGl et al. 2007 und dort zitierte Arbeiten).  
Tabelle 3 Zusammenfassung einiger prospektiver epidemiologischer Studien zur Aufnahme von Flavonolen und 

Flavonen und dem Mortalitätsrisiko für Herzinfarkt und Schlaganfall.  
Population Alter  

(Jahre) 
Beobachtungs-

zeitraum  
(Jahre) 

Studien- 
ort 

Bezugsquelle Relevantes 
Risiko1) 

Zutphen Elderly Study, 
805 Männer, Herzinfarkt 

65-84 5 Niederlande HERTOG et al., 
1993 

0,32 

Zutphen Elderly Study, 
552 Männer, Schlaganfall 

50-69 15 Niederlande  0,27 

Finnish Mobile Clinic 
Health, Examination 
Survey, 5133 Männer u. 
Frauen 

30-69 

20 

Finnland KNEKt et al., 
1996 

0,73 

Health Professionals 
Study, 34789 Männer, 
Herzinfarkt 

40-75 
6 

USA RIMM et al., 
1996 

1,082) 

Rotterdam Study, 4807 
Männer, Herzinfarkt 

> 55 6 Niederlande GELEIJNSE et al., 
2002 

0,35 

1) Relatives Risiko der Gruppe mit der höchsten gegenüber der mit der niedrigsten Flavonoidaufnahme 
2) tödlich und nicht tödlich verlaufende Herzinfarkte 



1.4 Epicatechin – ein bioaktiver Bestandteil des Kakaos 
Dass Kakao und Schokolade reich an antioxidativ wirksamen Polyphenolen sind, ist seit 

langem bekannt (ALSPACH 2007 und dort zitierte Arbeiten). Polyphenolische 

Verbindungen finden sich in Speicherzellen der Kotyledonen (Keimblätter) der 

Kakaobohne und gelangen bei der Verarbeitung in den Kakao und in die Schokolade. 

Hauptkomponenten sind die Catechine (ca. 37 %) (Abb.2), Procyanidine (ca. 58 %) 

(Abb.2) und Anthocyane (ca. 4 %) (LAZARUS et al., 1999; HAMMERSTONE et al., 2000, 

KELM et al., 2006, MORILLAS et al., 2007). Verschiedene epidemiologische Studien haben 

bereits gezeigt, dass der regelmäßige Konsum von Rotwein, Tee und anderen 

flavonoidhaltigen Lebensmitteln das Risiko, an einer koronaren Herzkrankheit (KHK) zu 

erkranken, senken kann (Tabelle 3). Neuere Studien belegen diese Effekte auch für 

Kakao und Schokolade, siehe Tabelle 4 (Engler 2006, DING et al. 2006 und dort zitierte 

Arbeiten, ALSPACH 2007 und dort zitierte Arbeiten). 
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Abb.2 
(–)-Epicatechin, ein Hauptflavonoid von Theobroma  
cacao (Kakaobaum); es kommt nicht ausschließlich als 
Monomer vor, sondern auch oligomerisiert als 
Proanthocyanidine, die im Falle von (–)-Epicatechin und (+)-
Catechin, Procyanidine genannt werden. 

Procyanidin B2  
(–)-Epicatechin und (+)-Catechin (Abb.2) kommen etwa in gleichen Konzentrationen im 

Kakao vor, aber das (–)-Epicatechin scheint das ernährungsphysiologisch wichtigere 

Flavanol zu sein, denn es wurden von verschiedenen Autoren nach Verabreichung von 

Kakaoprodukten höhere Plasmakonzentrationen an (–)-Epicatechin als an (+)-Catechin 

gefunden (DING et al und dort zitierte Arbeiten). Die Arbeitsgruppe von Espin 

beobachtete kürzlich nach Gabe eines „High“-Flavanol Schokotrunks eine Diskrepanz in 

der Plasmakinetik zwischen den Plasmametaboliten des Epicatechins und den Harnaus-

scheidungsprodukten (MORILLAS et al., 2007). Nach Durchlaufen eines Maximums der 

Plasmametabolite (ca. 1-2 h) waren die Glucuronide nach 3 h wieder verschwunden, 



obwohl sich die Harnausscheidung von (–)-Epicatechinmetaboliten über 24 h erstreckte. 

Der Hauptausscheidungsmetabolit im Harn war hingegen O-Methyl-Epicatechin-Sulfat. 

Diese Ergebnisse und eigene Daten lassen folgende Schlussfolgerungen zu: Sulfate sind 

die Harnausscheidungsprodukte und werden in der Leber gebildet. Es muss aber einen 

zusätzlichen Speicher für (–)-Epicatechin außerhalb des Plasmas geben, möglicherweise 

das Endothel. Eigene Untersuchungen zeigten eine (–)-Epicatechinaufnahme durch 

Endothelzellen. Diese Beobachtungen (Abschnitte 9 und 10) und die Daten anderer 

Autoren (HALLE et al., 1981; WITTIG  Dissertation 2002) stützen die Annahme, dass 

Endothelzellen Glukuronidaseaktivität aufweisen und daher (–)-Epicatechin in Form von 

Glucuroniden aus dem Plasma aufnehmen, zum Aglykon spalten und dann akkumulieren 

können. Flavonoid-Glucuronide dienen außerdem dem Transport zu anderen Zielorganen, 

insbesondere Leber und werden dort ebenfalls zu Aglykonen gespalten und weiter 

verstoffwechselt. Die Glucuronide sind somit keine Harnausscheidungsformen, sondern 

Transportmetabolite zu anderen Zellen und Organen, einschließlich dem Gefäßendothel. 

Diese unterliegen dem enterohepatischen Kreislauf, obwohl sie 3 h nach oraler Aufnahme 

im Plasma nicht mehr nachzuweisen sind. Diese und andere Beobachtungen (Tabelle 4) 

sprechen für die besondere Rolle des (–)-Epicatechins als ernährungsrelevantes Flavonoid 

im Kakao.  
Tabelle 4 Belege für eine besondere ernährungsphysiologische Rolle des Epicatechins 

Hinweis  Literatur 
Die Wirkungen von flavanolreichem Kakao auf 
Endothelfunktion und NO-Stoffwechsel können durch 
orale Gabe von (–)-Epicatechin simuliert werden. 

SCHROETER  et al., 2006 

(–)-Epicatechin macht fast die Hälfte des 
Gesamtflavanol-Gehaltes der Schokolade aus 

MURSU et al., 2004, DING et al., 2006 und dort zitierte 
Arbeiten 

Es werden höhere Plasmakonzentrationen an (–)-Epi-
catechin erreicht, als an (+)-Catechin. 

DING et al., 2006 und dort zitierte Arbeiten 

Deutlicher Anstieg des Plasmaspiegels an (–)-
Epicatechin etwa 2 h nach Einahme eines 
Kakaoproduktes.  

HEISS et al., 2003; ENGLER et al., 2004, DING et al., 
2006 und dort zitierte Arbeiten 

Mäuseaorta-Endothelzellen akkumulieren (–)-
Epicatechin. 

SCHROEDER et al., 2003 

Spaltung von (–)-Epicatechin durch verschiedene 
Zellen. 

KHOKHAR et al., 1997, MANACH et al., 1999; 
VAIDYANATHAN et al., 2003 

Antikanzerogene Wirkung von Flavonoiden BOYER et al., 2004 

 



1.5 Resorption und Metabolismus der Flavonoide 
Die Resorption der Flavonoide beginnt bereits mit der oralen Aufnahme. Viele Flavonole 

hingegen, wie das Quercetin, liegen in Nahrungsmitteln überwiegend als Glykoside vor. 

Grundsätzlich kann zwischen zwei Arten der Resorption unterschieden werden. Im 

Dünndarm werden diese Glykoside über einen spezifischen Transporter („Sodium-

dependent glucose transporter 1“ (SGLT1)) aufgenommen (HOLLMAN et al., 1995, FENG 

2006). Dabei werden die Glykoside in der Mucosazelle durch Glycosidasen im 

Darmlumen gespalten und das Flavonoid als Aglykon resorbiert. In den Epithelzellen der 

Dünndarmmukosa findet als weiterer Metabolisierungsschritt die Konjugation mit 

Glucuronsäure statt (DONOVAN et al., 2001; FENG 2006). Die UDPGT (Uridin-5’-

diphosphat-glucuronyltransferase; UGT) ist ein Phase-II-Enzym, das die Konjugation von 

Flavonoiden an Glucuronsäure katalysiert. Die Glucuronidierung der Flavonoide findet in 

erster Linie durch Enzyme der Familie UGT1A statt, die vor allem im Intestinaltrakt, in 

der Leber und in den Nieren zu finden sind. Eine Gruppe zytosolischer Enzyme stellen 

die P-PST (Phenolsulfotransferasen, SULT) dar. Flavanole gehören zu den wenigen 

Flavonoiden, die in ihrer nativen Form nicht an einen Zuckerrest gebunden sind, jedoch 

liegen sie nicht selten acyliert vor (besonders mit Gallussäuren). Diese Substitution 

verursacht, im Gegensatz zur Glykosylierung, nur geringe Veränderungen in der 

Lipophilie und beeinflusst die Bioverfügbarkeit wenig. Flavanole können biologische 

Membranen mittels passiver Diffusion passieren und werden ohne vorherige 

Dekonjugation oder Hydrolyse absorbiert (AHERNE & O’BRIEN 2002; STARP et al., 2006). 

In Darmmucosa und Leber werden Flavonoide methyliert, sulfatiert und glucuronidiert. 

Die COMT (Catecholamin-O-methyltransferase) ist eines der Hauptenzyme im Dopamin-

Stoffwechsel. Sie ist weit verbreitet im Organismus und methyliert Polyphenole an einer 

der Hydroxylgruppen des Catecholrings (CHEN et al., 2005).  

1.6 Gefäßendothelzellen – ein Ort des Flavonoidstoffwechsels 
Wie in Abschnitt 1.3 beschrieben, findet eine Hauptverstoffwechslung von  

(–)-Epicatechin hauptsächlich in Darmmukosa und Leber statt. In dieser Dissertation 

wurde an humanen Nabelschnurendothelzellen (HUVEC) die Metabolisierung von  

(–)-Epicatechin untersucht (s.a. Abschnitt 9). Dafür wurde ein In-vitro-Modell unter 

Verwendung von HUVEC-Monolayerkulturen unter folgenden Bedingungen entwickelt: 

• Wenn (–)-Epicatechin und andere Flavonoid-Aglykone getestet wurden, wurde kein 

Serumalbumin dem Medium hinzugesetzt, da dieses die Aglykone bindet. 



• Die Zellen wurden hinreichend lange inkubiert, um eine volle Verstoffwechslung der 

Aglykone zu gewährleisten. 

• Die Stabilität und Intaktheit der Zellen wurden über den Versuchszeitraum geprüft. 

• Durch Einsatz des COMT-Inhibitors 3,5-Dinitrocatechol wurde der Nachweis der 

Metabolisierung des (–)-Epicatechins als COMT-abhängige Reaktion gesichert (siehe 

Abschnitt 9.3). 

• Die Rolle der Serumalbumine und der Glucuronidierung bzw. Deglucuronidierung des 

(–)-Epicatechins durch Glucuronidasen in Endothelzellen wurde mituntersucht (siehe 

Abschnitte 1.2 und 9.1). 

Eigene Daten belegen, dass auch Endothelzellen in der Lage sind, (–)-Epicatechin zu 

verstoffwechseln. Dabei wurde nach Inkubation der Zellen mit (–)-Epicatechin die 

Bildung von O-methylierten Metaboliten (3` und 4`-Methylether) nachgewiesen. Bekannt 

war, dass die COMT in Endothelzellen exprimiert wird. Dies wurde in eigenen 

Untersuchungen bestätigt, die biologische Rolle war bislang unklar. Unter Anwendung 

von HPLC und TLC (Dünnschichtchromatographie) konnten erstmals Methylether des  

(–)-Epicatechins als endotheliale Metabolite des (–)-Epicatechins nachgewiesen werden 

[7].  

1.7 Wie wirkt Epicatechin auf das Gefäßendothel? – Zielstellung dieser Dissertation 
Die Daten dieser Dissertation stützen die Annahme, dass der Modulierung des NO-

Stoffwechsels (siehe Abschnitt 2) eine Schlüsselrolle zuzukommen scheint. Die In–vivo-

Effekte von (–)-epicatechin-reichem Kakao auf das menschliche Endothel wurden in 

klinischen Studien nachgewiesen. Es wurde beobachtet, dass die Menge der im Plasma 

zirkulierenden NO-Verbindungen (als RXNO zusammengefasst: S-Nitrosothiole und N-

Nitrosoverbindungen) sowie der Plasmaspiegel an Nitrit zwei Stunden nach Gabe eines 

Kakaotrunkes mit hohem Flavanolgehalt im Vergleich zum Kontrolltrunk deutlich 

ansteigen (HEISS et al., 2003; 2005; 2007). In diesen Studien zeigte sich auch eine 

Verbesserung der blutflussvermittelten Gefäßdilatation der Brachialarterien, („flow-

mediated dilation“), FMD, ein nicht invasiv messbarer Parameter, der zur Beurteilung 

einer endothelialen Dysfunktion herangezogen wird (KELM 2002). Der NO-

Synthaseinhibitor  

L-NMMA (L-N. G. –Monomethylarginin) hob die Wirkung auf (HEISS et al., 2005). Die 

Wirkung der Kakaoflavanole konnte durch direkte Gabe von (–)-Epicatechin (1 mg/kg 

Körpermasse) simuliert werden. Diese Beobachtung spricht dafür, dass das  

(–)-Epicatechin der endothel-protektive Bestandteil des Kakaos ist (SCHROETER et al., 



2006). Die von flavanolreichem Kakao oder (–)-Epicatechin ausgeübten Effekte waren 

vorübergehend, doch trat bei einer wiederholten Gabe eine gewisse Nachhaltigkeit auf 

(HEISS et al., 2005; HEISS et al., 2007). Insgesamt sprechen diese Daten für eine erhöhte 

Bioverfügbarkeit von Stickstoffmonoxid (NO) als Ursache der Verbesserung der 

Gefäßfunktion nach (–)-Epicatechingabe. Somit stellte sich die Frage, worauf die erhöhte 

NO-Konzentration zurückgeführt werden kann. Folgende Möglichkeiten wären denkbar: 

1. eine Freisetzung von NO aus zellulären Speichern 

2. eine Stimulierung der eNOS, d.h. direkte oder indirekte Erhöhung der Enzymaktivität 

bzw. Kapazität der NO-Synthasen, sei es durch Erhöhung der Ca2+-Konzentration oder 

durch Serinphosphorylierung oder durch ein höheres Angebot des Coenzyms 

Tetrahydrobiopterin 

3. eine Verlängerung der Lebensdauer von NO durch Verlangsamung des oxidativen 

Abbaus zu Nitrat über die Bildung von Peroxynitrit  

Die Daten der vorliegenden Dissertation stützen die drittgenannte Möglichkeit. 

1.8 Zur möglichen Rolle der Procyanidine für den Oxidationsschutz des Menschen 
Die Resorption der Procyanidine im Dünndarm beim Menschen ist noch nicht geklärt. 

Procyanidine werden, wenn überhaupt, nur geringfügig resorbiert (HOLT et al., 2002). In 

Humanstudien wurde gezeigt, dass (–)-Epicatechin zwischen 20% und 60% (BABA et al., 

2002; DING et al.; 2006 und dort zitierte Arbeiten) und Procyanidine höchstens zu etwa 

1% resorbiert werden. Holt und Mitarbeiter (HOLT et al., 2002) interpretieren das 

Auftreten von Procyanidin B2 und B5 im Plasma nach Gabe von flavanolreichem Kakao 

als Nachweis einer geringen Resorption, aber die Möglichkeit einer sekundären Bildung 

aus (–)-Epicatechin wurde dabei nicht geprüft. Dies hätte durch Isotopenexperimente 

oder Verabreichung von reinem (–)-Epicatechin  anstelle von Kakao geschehen müssen. 

Bei der Ratte kann hingegen eine geringe Procyanidin-Resorption als gesichert gelten 

(BABA et al. 2002). Diese Autoren haben Procyanidin B2 verabreicht  und (–)-

Epicatechin und dessen Metaboliten im Plasma nachgewiesen. Außerdem wurde 3`-O-

Methyl-Epicatechin im Harn nachgewiesen. Dies lässt auf eine Umwandlung des 

Procyanidin B2 in (–)-Epicatechin im Organismus schließen. Diese Umwandlung findet 

aber nicht im Magen-Darmtrakt statt, wie zunächst von Schroeter et al aufgrund von 

Modelluntersuchungen postuliert wurde (SCHROETER et al., 2001). Mehrere Autoren 

haben diese Möglichkeit in vivo ausgeschlossen (SPENCER 2003; ZHU 2002). Die 

dehydrierende Bildung von (–)-Epicatechindimeren muss in vivo in Betracht gezogen 

werden, insbesondere unter Bedingungen des oxidativen Stresses. Eigene 



Untersuchungen zeigten in einer Modellreaktion mit der Myeloperoxidase (MPO) eine 

Dimerisierung von (–)-Epicatechin. Im Falle der Verifizierung der Bildung von 

Procyanidinen aus (–)-Epicatechin im Säugerorganismus hätte das biologische 

Bedeutung, da auf diesem Wege eine direkte Wechselwirkung mit Endothelzellen 

möglich wäre und Procyanidine dort wirksamer als (–)-Epicatechin sind (CARINI et al., 

2001; ALDINI et al., 2003). Eigene Daten ergaben, dass Procyanidin B2 im Gegensatz 

zum (–)-Epicatechin ein direkter Hemmer der NADPH-Oxidase ist [6]. 

Trotz der fraglichen Resorbierbarkeit der Procyanidine dienen sie dem Oxidationsschutz 

des Menschen. Die Wirkungen beschränken sich jedoch auf den Magen-Darm-Trakt. 

Aufgrund der reduzierenden Eigenschaften vermögen sie organische Hydroperoxide der 

Nahrung zu reduzieren, und durch die Fähigkeit zur Komplexbildung werden 

prooxidative Übergangsmetallionen gebunden. Diese Wirkungen der Procyanidine tragen 

möglicherweise gerade infolge ihrer schlechten oder fehlenden Resorbierbarkeit zum 

Schutz vor Darmkrebs durch polyphenolreiche Nahrungszufuhr bei, wie 

epidemiologische Studien ergeben haben (WILLIAMSON & MANACH 2005). Die nicht 

resorbierbaren Flavonoide und der nicht resorbierte Anteil der resorbierbaren Flavonoide 

können durch die Darmflora zu Phenolcarbonsäuren verstoffwechselt werden, die 

resorbierbar und somit als bioaktive Verbindungen systemisch verfügbar sind (SPENCER 

et al., 2001). 

2 Das Gefäßendothel als Angriffspunkt bioaktiver Verbindungen 
2.1 Das Gefäßendothel ist funktionell komplexer als früher angenommen 

Während dem Endothel früher hauptsächlich nur eine strukturelle Funktion im Sinne 

einer Innenauskleidung der Gefäßwand zugeordnet wurde, wird es heute zunehmend als 

eigenständiges Organ mit erheblichen Stoffwechselleistungen angesehen (MICHIELS 

2003; NAPOLI et al., 2006). Eine wesentliche Besonderheit des Endothels stellt seine 

disseminierte Verteilung über den gesamten Organismus entlang der Gefäße dar. Dies 

führt dazu, dass Endothelzellen den entscheidenden Regulator der Gefäßhomöostase 

darstellen. Sie interagieren einerseits direkt mit den zirkulierenden Zellen des Blutes und 

andererseits mit den angrenzenden Zellen der Gefäßwand (insbesondere den glatten 

Muskelzellen). Als Grenze zwischen Blut und Gefäßwand sind sie den Veränderungen in 

der Blutzusammensetzung (z.B. Konzentrationen von Glukose, Fettsäuren, oxidiertem 

LDL, Gerinnungsaktivatoren) direkt ausgesetzt. Auf diese Veränderungen reagieren 

Endothelzellen hochsensitiv und spielen eine zentrale Rolle in den Pathomechanismen, 

die zur Entwicklung von Herz-Kreislauferkrankungen führen (CARMELIET 2003; RASK-



MADSEN & KING 2007). Neben Stickstoffmonoxid, auf das im folgenden Abschnitt 

genauer eingegangen wird, spielen noch andere vasoaktive Substanzen und Moleküle 

eine wichtige Rolle bei der Endothelfunktion, die in Tabelle 5 aufgelistet sind. 
Tabelle 5 Vasoaktive Mediatoren des Endothels 

Antithrombotisch Prothrombotisch 
Prostazyklin Plättchen aktivierender Faktor 
Thrombomodulin Gewebefaktor 
Heparin-Proteoglykane Von Willebrand-Faktor 
Gewebeplasminogenaktivator Plasminogenaktivator-Inhibitor I 

Vasorelaxantien Vasokonstriktoren 
Prostazyklin Endothelin-1 
Stickstoffmonoxid (EDRF) Angiotensin II 
 PDGF 

Wachstumsinhibitoren Wachstumsfaktoren 
TGF-ß VEGF 
Stickstoffmonoxid PDGF 

Antiinflammatorisch Proinflammatorisch 
Stickstoffmonoxid Zytokine (IL-1α, IL-1ß) 
Prostazyklin Chemokine (IL-8) 

 Oxidativ modifizieretes „Low-density-Lipoprotein“ 
Antioxidative Enzyme: Prooxidative Enzyme: 

Katalase NADPH-Oxidase, entkoppelte NO-Synthase 
Superoxiddismutase  

2.2 Stickstoffmonoxid (NO) – ein Molekül für die Funktion des Gefäßendothels 
Stickstoffmonoxid ist ein zentrales Signalmolekül in Endothelzellen, das bei gestörter 

Endothelfunktion vermindert freigesetzt wird. FURCHGOTT & ZAWADZKI wiesen 1980 

erstmals nach, dass Endothelzellen eine wesentliche Rolle bei der Gefäßerweiterung 

spielen (FURCHGOTT & ZAWADZKI 1980). Nur bei intakten Endothelzellen konnte eine 

Dilatation der isolierten Gefäße durch Acetylcholin oder Bradykinin gezeigt werden. In 

darauffolgenden Arbeiten wurde eine vom Endothel kontinuierlich freigesetzte 

gefäßerweiternde Substanz entdeckt, der man die Bezeichnung „endothelium derived 

relaxing factor“ (EDRF) gab. Sie wird durch die Stimulation vasoaktiver Mediatoren von 

Endothelzellen gebildet und bewirkt eine Relaxation der glatten Gefäßmuskulatur sowie 

eine Hemmung der Thrombozytenaggregation und -adhäsion. Spätere Untersuchungen 

zeigten, dass EDRF mit ·NO identisch ist (IGNARRO et al., 1987; FURCHGOTT 1999; 

MURAD 2004).  



2.3 Im Herz-Kreislaufsystem spielt die NO-Synthese durch die endotheliale NOS eine 
zentrale Rolle 
Katalysatoren der ·NO-Produktion sind die NO-Synthasen. Drei Isoformen sind im 

Endothel identifiziert worden: die endotheliale, die neuronale NO-Synthase und die 

induzierbare NO-Synthase (eNOS/nNOS/iNOS; NATHAN 2006, MALINSKI 2007). eNOS 

und nNOS einerseits und die iNOS andererseits weisen verschiedene Kinetik, Regulation 

und Verteilung im Gewebe auf. Tabelle 6 zeigt einige charakteristische Eigenschaften. 

Tabelle 6 Isoformen und Eigenschaften der NO-Synthasen (BREDT & SNYDER 1990) 
 nNOS (NOS I) iNOS (NOS II) eNOS (NOS III) 

Subfamilie konstitutiv induzierbar konstitutiv 

Molekulargewicht 160 kDa 133 kDa 140 kDa 

Vorkommen Neuronen  
Epithelzellen  
Mesangialzellen 
Skelettmuskelzellen 

Makrophagen 
Endothelzellen 
Mesangialzellen 
Glatte Muskelzellen 

Endothelzellen 
Glatte Muskelzellen 
Epithelzellen 
etc. 

Enzymlokalisation cytosolisch cytosolisch cytosolisch, membrangebunden 

Ca2+/Calmodulin-
Abhängigkeit ja nein ja 

Stimulatoren Glutamat 
Lithium 
etc. 

TNF-α 
IL-1β 
Angiotensin II 
Oxidativ modifizertes 
LDL 
etc. 

Acetylcholin 
Bradykinin 
„Shear stress“ 
Ionomycin 
etc. 

NO-Produktion pmol (sec) nmol (h bis d) pmol (sec) 

Biologische Wirkung Neurotransmission 
etc. 

Cytotoxizität; 
kompensatorische 
Bildung von NO bei 
endothelialer 
Dysfunktion; 
DNA Schädigung 
etc. 

Vasodilatation 
Thrombozytenaggregationsinhibition
Proliferationsinhibition glatter 
Muskelzellen 
etc. 



2.4 Die NO-Synthasen synthetisieren aus L-Arginin Stickstoffmonoxid (NO) 
·NO entsteht substratspezifisch aus der Aminosäure L-Arginin durch enzymatische 

Umwandlung der terminalen Guanidinogruppe mit Hilfe von NO-Synthasen, siehe 

Abbildung 3 (PALMER et al., 1987; CHEN et al., 2007).  

 

Abb.3 
Biosynthese von Stickstoffmonoxid (modifiziert 
nach GROVES &WANG, 2000). 

In einem ersten Oxidationsschritt wird aus L-Arginin und molekularem Sauerstoff zunächst das Zwischenprodukt 

L-Hydroxyarginin gebildet, das dann in einem zweiten Oxidationsschritt wieder unter Verbrauch von Sauerstoff zu 

L-Citrullin und ·NO umgewandelt wird. Wichtige Coenzyme beider Reaktionsschritte sind Tetrahydrobiopterin und 

NADPH (ANDREW & MAYER 1999; WERNER et al., 2003; KALINOWSKI & MALINSKI 2004). 

2.5 Regulation des NO-Stoffwechsels 

Die NO-Synthese wird auf verschiedenen Ebenen reguliert 

Obwohl die eNOS konstitutiv exprimiert wird, konnte in den letzten Jahren gezeigt 

werden, dass sie nicht nur auf Proteinebene, sondern auch transkriptionell reguliert wird. 

Erhöhte Scherkräfte („shear stress”) bewirken eine eNOS-Phosphorylierung und damit 

eine Aktivierung der eNOS [5] (SESSA et al., 1994, HELLER et al., 2004). OxLDL, TNF-α 

und Hypoxie hingegen verringern die Menge der eNOS-Transkripte (FÖRSTERMANN et al. 

1998). Die Halbwertszeit des eNOS-Proteins beträgt ca. 20 h. Die Behandlung von 

Endothelzellen mit oxLDL beschleunigt den eNOS-Abbau und senkt die Halbwertszeit 

[1] (LIAO et al., 1995; FÖRSTERMANN et al., 1998).  

Acylierung durch Palmitin- und Myristinsäure 

Die Translation der eNOS geht einher mit der Myristoylierung eines Glycinrests an ihrem  

N-terminalen-Ende und ist irreversibel (GOVERS & RABELINK 2001). Nach der 

Translation wird die eNOS an zwei Cysteinresten ihres N-terminalen-Endes 

palmitoyliert; dieser Vorgang ist reversibel (GOVERS & RABELINK 2001).  



Die eNOS liegt im aktiven Zustand an Ca2+/Calmodulin assoziiert vor. Das Caveola-

Membranprotein Caveolin-1 ist ein direkter Antagonist von Ca2+/Calmodulin, der mit 

Ca2+/Calmodulin um die Bindung an der eNOS konkurriert und die eNOS Aktivität 

erniedrigt. Die eNOS Aktivität wird deshalb durch das Verhältnis an Ca2+/Calmodulin-

gebundener und Caveolin-1-gebundener eNOS bestimmt (GOVERS & RABELINK 2001). 

Calmodulin bindet an die eNOS nur nach Einlagerung von Ca2+.  

Regulation durch Phosphorylierung 

Die eNOS-Aktivität kann über Protein-Phosphorylierung reguliert werden. Eine 

Phosphorylierung von Serin 1177 erhöht die Aktivität, während eine Phosphorylierung an 

Threonin 495 die Aktivität reduziert [5]. Die (De)phosphorylierungen können über 

Phosphatasen bzw. Kinasen als Antwort auf diverse Stimuli vermittelt werden. Die 

Signalkaskade der Proteinkinase A (PKA) erhöht die eNOS-Aktivität durch 

Phosphorylierung von Serin-1177 und über eine Dephosphorylierung von Threonin-495. 

Die Proteinkinase C (PKC) dagegen bewirkt über ihre Signalkaskade eine eNOS-

Aktivitätshemmung, indem Serin-1177 dephosphoryliert und Threonin-495 

phosphoryliert wird. Der Effekt von Scherstress auf die Phosphorylierung der eNOS am 

Ser-1177 wurde in eigenen Untersuchungen an Nabelschnurendothelzellen bestätigt und 

durch Behandlung der Zellen mit Epicatechin nicht beeinflusst [5]. 

Regulation des Expression der NO-Synthasen 

Im Rahmen dieser Dissertation wurde gezeigt, dass MPO/H2O2/Nitrit-oxLDL und Cu2+-

oxLDL nicht das Expressionsniveau der eNOS-mRNA, wohl aber das der iNOS-mRNA 

beeinflussen [3]. Eine Induktion der iNOS, ist auch für eine Reihe von 

proinflammatorischen Cytokinen (IFN-y, TNF-α, IL-1β u.a.) bekannt. Dabei spielen die 

Transkriptionsfaktoren NF-κB und STAT1 eine zentrale Rolle. Andere Induktoren des 

iNOS-Gens sind Lipopolysaccharide und reaktive Sauerstoffverbindungen (LIEW 1994; 

PERSICHINI et al., 2006).  

Proteasomaler Abbau des eNOS Proteins bei oxidativem Stress 

In dieser Dissertation wird gezeigt, dass es unter oxidativem Stress zu 

Proteinmodifizierungen der eNOS kommt (Abschnitt 6). Vermutlich ist das oxidativ 

modifizierte eNOS-Protein funktionell geschädigt und damit für die Zelle unbrauchbar 

oder gar schädlich. Für die Eliminierung aberranter und geschädigter Polypeptide ist der 

proteasomale Proteinabbau verantwortlich [3]. Der in dieser Dissertation erbrachte 

Nachweis des proteasomalen Abbaus von eNOS-Protein in Endothelzellen nach oxLDL-

Behandlung steht im Einklang mit dieser Funktion des Proteasoms. 



2.6 Umwandlung des NO zu anderen Verbindungen und ihre Konsequenzen 
Peroxynitrit (ONOO-) ist eine reaktive Verbindung, die aus dem Superoxidanion (O2·–) 

und Stickstoffmonoxid (·NO) in einer diffusionslimitierten Reaktion (k = ~7 x 109 M–1  

s–1) entsteht (PADMAJA & HUIE et al.1993). In der deprotonierten Form ist Peroxynitrit 

relativ stabil. Durch Protonierung dagegen wird das Molekül instabil und isomerisiert zu 

Nitrat (NO3
–) oder zerfällt zu hochreaktiven Hydroxylradikal und Stickstoffdioxid 

(BECKMAN et al., 1990). Auf diese Weise vermag Peroxynitrit mit jeder Klasse von 

Biomolekülen zu reagieren (KOPPENOL et al., 1992). Eigene Daten zeigen eine 

Proteinnitrierung von LDL und eNOS (Abschnitte 5 und 6) [3] (KRAEMER et al., 2003). 

Als spezifischer Marker für die Wirkung von Peroxynitrit wird die Nitrierung von 

Tyrosinresten zu 3-Nitrotyrosin angesehen (ISCHIROPOULOS 1998). Die OONO--Bildung 

ist der Grund dafür, dass sich die stationären Konzentrationen von ·NO und O2·– 

gegenläufig verhalten, d.h. wenn O2·– ansteigt, sinkt ·NO. Das Superoxidanionradikal 

kann ·NO inaktivieren. Es stammt aus verschiedenen Quellen wie z.B. der endothelialen 

NAD(P)H-Oxidase oder der Xanthinoxidase. Andere Befunde zeigen, dass auch die 

endotheliale NOS selbst bei oxidativem Stress Superoxidanionradikale bildet, wenn das 

Coenzym Tetrahydrobiopterin oder das Substrat L-Arginin für die NO-Synthese 

begrenzend sind oder fehlen. Die Kapazität der Bildung von ·NO wird auch durch die 

Coenzyme, BH4 (Tetrahydrobiopterin) und NADPH, bestimmt.  

(–)-Epicatechin schützt mehrfach vor Peroxynitrit 

(–)-Epicatechin und seine Oligomeren bieten Schutz gegen Peroxynitrit sowohl im Sinne 

der Prävention durch Abfangen des Superoxidanionradikals (ROBAK und GRYGLEWSKI 

1988) und damit der Unterbindung der Entstehung von Peroxynitrit, als auch im Sinne 

des Abfangens und Entgiftens entstandenen Peroxynitrits (ARTEEL und SIES 1999). 

Eigene Daten zeigen, dass durch Behandlung von Endothelzellen mit (–)-Epicatechin die 

NADPH-Oxidaseaktivität, eine der Hauptquellen von Superoxidanionen, gehemmt wird 

[3]. Als wichtiges physiologisches Schutzsystem gegenüber Peroxynitrit wurden die 

Glutathionperoxidasen (GPx) identifiziert (SIES et al., 1997). Eigene Beobachtungen 

zeigen, dass bei oxidativem Stress die Aktivität der GPx durch oxLDL gesteigert wird, 

anscheinend als kompensatorischer Mechanismus auf den durch oxLDL vermittelten 

Stress. Es gibt jedoch Stoffwechselsituationen, wie z.B. im oxidativen Stress oder beim 

Selenmangel, wo die Kapazität der GPx nicht ausreicht. Hier kann der endogene 

Schutzfaktor GPx durch den exogenen Schutzfaktor (–)-Epicatechin ergänzt werden, 

wodurch der Oxidationsschutz verstärkt wird. 



2.7 Mangel an NO führt zur endothelialen Dysfunktion 
Bei einer endothelialen Dysfunktion kommt es durch die unterschiedlichen 

Risikofaktoren wie Nikotin, Hyperlipoproteinämie, arterielle Hypertonie und Diabetes 

mellitus zu einer Schädigung des Endothels und zu einer Abnahme der 

endothelabhängigen Vasodilatation (ROSS 1993, RASK-MADSEN & KING 2007). Diese 

Abnahme kann durch eine verminderte Stickstoffmonoxid (·NO)-Bioverfügbarkeit erklärt 

werden (NAPOLI et al. 2006).  

2.8 Wie kann einer endothelialen Dysfunktion entgegengewirkt werden ? 
Im gesunden Gefäßendothel besteht ein Gleichgewicht zwischen Bildung reaktiver 

Sauerstoffspezies (ROS) und deren Beseitigung. Dies betrifft auch das Verhältnis der 

Aktivitäten antioxidativer (z.B. SOD) und prooxidativer Enzymsysteme (z.B. die 

NAD(P)H-Oxidase) und beeinflusst die stationäre Konzentration von biologisch aktivem 

·NO. Ein Ungleichgewicht durch ein Überwiegen von ROS führt zu einer Abnahme der 

NO-Bioverfügbarkeit. Ein gemeinsamer Pathomechanismus dieses multifaktoriellen 

Geschehens ist eine vermehrte Produktion reaktiver Sauerstoffspezies –der oxidative 

Stress– in der Gefäßwand. Oxidativer Stress ist das Ergebnis einer Störung des 

"normalen" Gleichgewichts zwischen Pro- und Antioxidanzien. (SIES 1986; 1991a und 

1991b). Daraus folgt, dass eine gezielte Unterdrückung der Bildung reaktiver 

Sauerstoffspezies eine sinnvolle Strategie zur Prävention und Therapie der endothelialen 

Dysfunktion ist. 



2.9 Methodische Aspekte der Untersuchung des NO-Stoffwechsels; 

Nachweismöglichkeiten von Stickstoffmonoxid und seiner Folgeprodukte 

Zur Analytik des Stickstoffmonoxids kommen sowohl direkte als auch indirekte 

Messmethoden zur Anwendung, welche sich z.T. unmittelbar aus dem NO-Stoffwechsel 

(Abbildung 4) ableiten. Die Tabellen 7a und b geben einen Überblick über ausgewählte 

Methoden. 

 

Abbildung 4  

Bildung von ·NO und 

seinen Folgeprodukten 

 



Tabelle 7a Methoden zur direkten ·NO Bestimmung 

direkte NO-Bestimmung Prinzip Nachweisgrenze Bemerkungen 
DAF-2 Fluoreszenz  
(NAKATSUBO et al., 1998)

Der membrangängige Indikator 
DAF-2 DA (4,5-
Diaminofluoreszeindiacetat) wird 
durch intrazelluläre Esterasen 
gespalten u. fängt NO ab unter 
Bildung des fluoreszierenden  
Farbstoff Triazolofluoreszein 
(DAF-2T)  

5 nM Bestes Verfahren zur Messung 
der intrazellulären stationären 
NO-Konzentration, die nicht 
nur durch die Geschwindigkeit 
der NO-Bildung (wie oft 
fälschlich behauptet), sondern 
auch durch die 
Geschwindigkeit des Abbaus 
bestimmt wird. 

ISO-NO-Elektrode 
(BERTSCH 1996) 

aus dem Endothel freigesetztes NO 
diffundiert durch eine relative 
Polymermembran und wird an der 
Elektrode oxidiert. Das elektrische 
Stromsignal ist proportional zur 
freien NO-Konzentration an der 
äußeren Oberfläche der Membran 

1,5 nM Nur das extrazellulär 
freigesetzte NO wird 
gemessen, welches aber nur 
bedingt die Bioverfügbarkeit 
des intrazellulären NO 
widerspiegelt. Diese Methode 
eignet sich sehr gut für 
Zellsuspensionen oder -
homogenate, während die 
Anwendung auf Zell-
Monolayer mit erheblichen 
methodischen Schwierigkeiten 
verbunden ist. 

Elektronenspinresonanz-
Messung (EPR)  
(BATZ et al., 1999; 
KOPPENOL 1996; 1998) 
direkt oder nach 
Abfangen mit Spintraps 

erfasst Moleküle mit ungepaarten 
Elektronen  (Radikale) darunter 
NO• 

4 μM/l Oftmals nicht sensitiv genug. 
Dies kann durch integrale 
Messung über die Zeit mittels 
Spintraps überbrückt werden. 
 

Tabelle 7b Methoden zur indirekten ·NO Bestimmung 

Indirekte NO-
Bestimmung 

Prinzip Nachweisgrenze Bemerkungen 

L-Arginin/L-Citrullin 
Umwandlungsassay 
(HELLER et al., 1999 ) 

Bildung von Citrullin aus 
radioaktivem L-Arginin. Diese 
erfolgt stöchiometrisch zur NOS-
abhängigen NO-Brutto-Synthese 

1-10 nM Die Bruttobildung von NO ist 
naturgemäß höher als die 
resultierende NO-
Konzentration, da ein 
bedeutender Teil in 
Folgeprodukte umgewandelt 
wird. 

Griess-Assay 
(PRIVAT et al., 1997, 
ROMITELLI et al., 2007) 

Umsetzung von Griess-Reagenz 
(Sulfanilsäure/N-(1-
naphthyl)ethylendiamin) mit Nitrit 
zu einem Diazofarbstoff, dessen 
Absorption im sichtbaren Bereich 
bei 548 nm bestimmt wird 

300 nM Daten der vorliegenden 
Dissertation (6.4) zeigen, dass 
ein Anstieg des Nitrat/Nitrit-
Quotienten einen oxidativen 
Stress in kultivierten 
Nabelschnurendothelzellen 
anzeigt. 

cGMP Assay  
(MURAD et al., 1994) 

Die NO-induzierte Aktivierung der 
löslichen Guanylatcyclase wird 
durch Quantifizierung des 
cyclischen 
Guanosinmonophosphates (cGMP) 
durch einen ELISA gemessen 

1-100 nM Der cGMP-Assay ist ein guter 
Parameter für bioverfügbares 
·NO 
 

3-Nitrotyrosin 
Immunoblot 
(HINSON et al., 2000) 

Nachweis nitrierter Polypeptide 
durch Immundetektion (Westernblot 
mit Anti-Nitrotyrosin-Antikörper) 

 Durch Immunopräzipitation 
können nitrierte Proteine 
identifiziert werden 



3 Endotheliale Dysfunktion und Atherosklerose  
3.1 Die endotheliale Dysfunktion als Frühstadium der Atherogenese 

Atherosklerose ist die häufigste systemische Erkrankung der Arterien und die 

Haupttodesursache in Industrieländern. Zu den wichtigsten Risikofaktoren gehören 

erhöhter Blutdruck, Diabetes mellitus, Störungen des Plasma-Lipoproteinstoffwechsels, 

Rauchen und Übergewicht (ROSS 1995). Die Pathogenese der Atherosklerose ist nicht 

eindeutig geklärt. Von zentraler Bedeutung sind jedoch reaktive Sauerstoffspezies 

(„reactive oxygen species“, ROS), die bei Patienten mit Risikofaktoren und klinisch 

manifester Atherosklerose vermehrt gebildet werden (REILLY et al., 1998). Initial werden 

Endothelzellen, welche die Gefäßwand auskleiden, wiederholten oder kontinuierlichen 

Schädigungen ausgesetzt, die ihre Homöostase- und Schutzfunktion beeinträchtigen. 

Dadurch können Plasmabestandteile, wie z.B. Lipoproteine, in die Gefäßwand 

eindringen, dort oxidiert werden und inflammatorische Reaktionen auslösen, die zur 

Bildung atherosklerotischer Plaques führen („response to injury“-Theorie) (ROSS und 

GLOMSET 1973).  

3.2 LDL-Oxidation und Endothelzellschädigung  
Epidemiologische Untersuchungen haben ergeben, dass die Hypercholesterolämie und 

hierbei insbesondere die Erhöhung der Plasmakonzentration an oxidativ modifizierten 

Low-Density-Lipoprotein (oxLDL) ein wichtiger Risikofaktor für die Entstehung der 

Atherosklerose ist (HOLVOET et al., 2003; HANSSON et al., 2005; MOR et al., 2007). Für 

einen Zusammenhang zwischen der Entstehung der Atherosklerose und der 

Hypercholesterolämie spricht die in vitro beobachtete Oxidation von LDL (Abschnitte 5 

und 6) [1,9]  (ESTERBAUER et al., 1992; KOSTYUK et al., 2003, KRÄMER et al., 2003). 

Lipoproteine niedriger Dichte sind die Hauptquelle der Lipide in atherosklerotischen 

Läsionen (STEINBERG & WITZTUM 2002) und von Bedeutung für die Entstehung der 

Atherosklerose. Sie transportieren etwa 60% des Serumcholesterols und versorgen damit 

Zellen unterschiedlicher Gewebe, die zum Aufbau ihrer Zellmembran oder zur 

Biosynthese von Steroidhormonen auf Cholesterol angewiesen sind. (Abbildung 5). 



 

Abb. 5  
Schematische Darstellung des Low-Density-Lipoproteins  
(LDL) (BROWN & GOLDSTEIN 1979).  
 

Es bezeichnet Vertreter einer von mehreren Klassen der Lipoproteine. Es dient als Transportvehikel für im 
Blutplasma lipophile Substanzen wie Cholesterol, Cholesterolester, Triglyceride, Fettsäuren und Phospholipide 
sowie fettlösliche Vitamine, etwa Vitamin E und Vitamin A. 

Einen Überblick zum Metabolismus, der Struktur und der Zusammensetzung von LDL 

geben die Übersichtsarbeiten von ESTERBAUER (1992), LaRosa (2007) und MAY (2007). 

Die Oxidation von LDL führt zu Reaktionen der mehrfach ungesättigten Fettsäuren im 

Innern sowie zu Veränderungen des Apolipoproteins B-100 auf der LDL-Oberfläche. 

Modifiziertes oxLDL wird deswegen nicht mehr über den regulierten Weg via Apo B-

Rezeptor aufgenommen, sondern über „Scavenger-Rezeptoren“ (HANSSON et al., 2005). 

Dieser Prozess unterliegt , im Gegensatz zur Aufnahme von nativem LDL, keiner 

negativen Rückkopplung. Große Mengen von Lipiden reichern sich daher in 

Makrophagen und glatten Muskelzellen der arteriellen Gefäßwand an und führen zu 

Schaumzellbildung und Tod der phagozytierenden Zellen (ROSS et al., 1993; NAKAJIMA 

et al., 2006), Vorgänge bei der Atherosklerosentwicklung.  

Tabelle 8 Rolle von oxLDL an der Atheroskleroseentstehung 

Hinweis Literatur 
Erhöhte oxLDL-Spiegel korrelieren mit kardiovaskulären 
Ereignissen.  

HOLVOET 2003; HANSSON 2005 

Isoliertes LDL aus atherosklerotioschen Gefäßläsionen 
ähnelt in vitro erzeugtem oxLDL. 

STEWART et al., 2007 

Epitope, charakteristisch für oxLDL, sind in 
atherosklerotischen Läsionen zu finden. 

PALINSKI 1989; STEWART et al., 2007 

Atherosklerotische Läsionen enthalten Immunglobuline, 
die oxLDL erkennen. 

YLÄ-HERTTUALA et al., 1994; LOPEZ et al., 2007 

Serum enthält Auto-Antikörper gegen oxLDL. PALINSKI et al., 1989; NILSSON et al., 2007 
Antioxidative Behandlung vermindert die Entstehung von 
Atherosklerose in Tierexperimenten. 

STEINBERG 1997; WIKLUND et al., 2007 

3.3 Wirkungen von „nativem“ LDL und oxLDL auf Endothelzellen 
In dieser Dissertation wird gezeigt, dass sowohl MPO/H2O2/Nitrit-oxLDL als auch Cu2+-

oxLDL für Endothelzellen cytotoxisch sind, im Gegensatz zu unbehandeltem LDL 



(„natives LDL“). Erstmals wurde auch eine Senkung sowohl durch MPO/H2O2/Nitrit-

oxLDL als auch durch Cu2+-oxLDL auf das Expressionsniveau des eNOS-Proteins 

gezeigt, ohne dass dabei der Spiegel der mRNA verändert wurde. „Natives LDL“ übte 

dagegen kaum einen Einfluß auf den Gehalt an eNOS-Protein aus [1]. Diese 

Beobachtungen deuten darauf hin, dass die oxLDL-induzierte Abnahme des eNOS-

Proteins die Folge selektiven Abbaus ist, worauf in Abschnitt 2.5 bereits hingewiesen 

wurde. Eine erhöhte DCFA Fluoreszenz (Abschnitt 6.3) und insbesondere die Bildung 

von Proteincarbonylen (Abschnitt 6.4) zeigen, dass die beiden Formen des oxLDL einen 

oxidativen Stress in Endothelzellen auslösen. Unbehandeltes LDL ist unter diesen 

Bedingungen hingegen unwirksam. Diese Beobachtungen stehen im Einklang mit den 

Befunden anderer Autoren (GALLE et al., 2005; MÜLLER et al., 2006). Weitergehende 

Untersuchungen belegen, dass dies über eine Aktivierung der NADPH-Oxidase und 

dadurch bedingte O2·–-Bildung erfolgt (Abschnitt 6.4). Identische Ergebnisse wurden mit 

Angiotensin II anstelle von oxLDL erhalten. Daher wurde die Angiotensin II-Behandlung 

von Zellen als einfacher handhabbares und reproduzierbares Modell in die 

Untersuchungen einbezogen. 

4 Myeloperoxidase (MPO) und Atherogenese 
4.1 Die biologische Rolle der MPO ist umfassender als früher angenommen 

Die Myeloperoxidase (MPO) ist eine Häm-Peroxidase, die einer Proteinfamilie 

zugeordnet ist, zu der auch die Eosinophilenperoxidase, die Laktoperoxidase, die 

Schilddrüsenperoxidase und die Cyclooxygenasen gehören. Sie besteht aus einem 

glykosylierten Homodimer mit einer Molekulargröße von 150 kDa, verbunden durch eine 

einzige Disulfidbrücke. Die Myeloperoxidase spielt in neutrophilen Granulozyten und 

anderen Phagozyten bei der Abwehr von Pathogenen eine Rolle. Mit Hilfe von 

Wasserstoffperoxid vermag die MPO Chlorid in das starke Oxidationsmittel Hypochlorit 

zu oxidieren, welches für die Tötung und den oxidativen Abbau der Bakterien und Viren 

verantwortlich ist (HANSSON et al., 2006).  

4.2 Reaktionen und Reaktionsmechanismus 

Die Vielfältigkeit der Rolle der MPO ergibt sich unter anderem aus der Heterogenität der 

Substrate, die durch die MPO in Gegenwart von H2O2 umgesetzt werden können. Diese 

lassen sich entsprechend den Reaktionstypen mindestens vier Gruppen zuordnen: 

 Halogenide (Cl– und Br–) und Pseudohalogenide (SCN–) 

 Stickstoffmonoxid (NO) 

 Nitrit 



 Phenole (Tyrosin, Polyphenole) 

Das MPO-System umfasst zwei Hauptreaktionen: Während des katalytischen Zyklus der 

MPO bildet das Wasserstoffperoxid mit der MPO die aktivierte Redox-Zwischenstufe 

Compound I. In Schritt zwei oxidiert Compound I Chloridionen zur unterchlorigen Säure 

(HOCl). Die Reaktionen der MPO laufen in einem katalytischen Zyklus mit mehreren 

aktiven Zwischenstufen ab (BURNER et al., 2000; FURTMÜLLER et al., 2000) (Abb. 10). 

Die Gesamtheit der Reaktionen dieses Enzyms mit all seinen Substraten, Co-Substraten 

und Liganden ist noch nicht vollständig aufgeklärt. Einen guten Überblick über die 

Reaktionen der MPO bietet der Übersichtsartikel von SCHEWE & SIES (2005) und 

PATTISON & DAVIS (2006). 

Eigene Daten zeigen, dass (–)-Epicatechin LDL einen multiplen Schutz vor einer 

Modifizierung durch Myeloperoxidase bietet. Dieser Schutz übertrifft sogar den des als 

herkömmliches Antioxidanz verwendeten Vitamin C (Ascorbat), das sich hier als 

wirkungslos erwies [8]. Der Wirkmechanismus der Flavonoide mit MPO und Nitrit ist 

noch nicht genau verstanden. Mögliche Angriffspunkte sind Compound I und Compound 

II; die Interaktion führt zur Oxidation der Flavonoide.  

4.3 Was spricht für eine Rolle der MPO bei endothelialer Dysfunktion und Athero- 
genese? 

In Tabelle 9 sind einige.Argumente für die Rolle der MPO bei der Entwicklung einer 

Atherosklerose zusammengestellt. 

Tabelle 9 Rolle der MPO in der Atherogenese 

Hinweis Literatur 
Die MPO und ihre Reaktionsprodukte wurden in 
atherosklerotischen Läsionen nachgewiesen, aber nicht in 
intakter Arterienintima. 

DAUGHERTY et al., 1994; MALLE et al., 2000 

MPO bindet an LDL und kann dieses zu oxLDL 
modifizieren, wie in vitro gezeigt werden konnte. 

CARR et al., 2000a 

Der Plasmaspiegel von MPO ist erhöht bei Personen die 
kurz vor einem Myokardinfarkt stehen, lange vor den 
anderen Parametern wie Troponin T. MPO ist hier ein 
hochsensitiver Marker, der neuerdings auch klinisch benutzt 
wird, um Hochrisikopatienten zu identifizieren. 

BRENNAN et al., 2003 

5 Wechselwirkungen der Myeloperoxidase mit LDL 
5.1 Reaktion des MPO/H2O2/Nitrit/-Systems mit LDL als besondere Form der 

Modifizierung des LDL 
In Abschnitt 4.3 wurde bereits auf die potenzielle Rolle der MPO für die Entstehung der 

Atherogenese eingegangen. In der vorliegenden Arbeit kamen die Cu2+-Katalyse und das 

MPO/H2O2/Nitrit-System für die Modifizierung des LDL zur Anwendung. Beide 

Systeme lösten eine Bildung konjugierter Diene im LDL aus, die sich sowohl im 



Gesamtansatz als auch im Lipidextrakt des Reaktionsansatzes spektrophotometrisch gut 

quantifizieren ließen, sowie die Bildung von thiobarbitursäure-reaktiven Substanzen 

(TBARS), die die Gegenwart von Hydroperoxylipiden anzeigen. Das MPO/H2O2/Nitrit-

System wurde von Kraemer et al (2003) etabliert. Um die MPO-vermittelte 

Lipidperoxidation zu quantifizieren, wurde die Extinktionsänderung der Verlaufskurven 

bei 234 nm verfolgt. Dies ist das Absorptionsmaximum der konjugierten Diene in den 

veresterten und nicht-veresterten Hydro(pero)xypolyen-Fettsäuren. Durch UV-

spektrophotometrische Bestimmung der Menge an konjugierten Dienen im Lipidextrakt 

wurde sichergestellt, dass die beobachtete Extinktionsänderung bei 234 nm im 

kompletten Reaktionsansatz wirklich auf die Lipidperoxidation und nicht etwa auf 

Veränderungen der Absorption des Apo B-100 oder Trübungseffekte zurückzuführen 

war. Das von vielen Autoren benutzte Modell der Lipidperoxidation des LDL durch 

Cu2+-Ionen wurde zum Vergleich herangezogen. In dieser Dissertation wurde gezeigt, 

dass sich bei beiden Lipidperoxidationssystemen die Menge an TBARS nicht 

stöchiometrisch zur Menge an gebildeten konjugierten Dienen verhält. Ursache dafür 

könnte eine begrenzte Zugänglichkeit der lipophilen Hydroperoxydiene gegenüber dem 

hydrophilen TBARS-Reagenz sein. Hydroperoxydiene können außerdem partiell zu den 

entsprechenden Hydroxyverbindungen reduziert worden sein. Der geringere Anteil an 

TBARS im MPO/H2O2/Nitrit-oxLDL im Vergleich zum Cu2+-oxLDL könnte auf die 

Hydroperoxidaseaktivität der Myeloperoxidase zurückzuführen sein (FURTMULLER et al. 

2000). Mit dem Cu2+-System entstanden unter den hier angewendeten experimentellen 

Bedingungen mehr Hydroperoxide und konjugierte Diene als mit dem MPO/H2O2/Nitrit-

System. So war im MPO/H2O2/Nitrit-oxLDL die Menge an konjugierten Dienen nur etwa 

halb so hoch wie im Cu2+-oxLDL. [1, 2]. 

5.2 (–)-Epicatechin unterdrückt die Lipidperoxidation im LDL durch das MPO/H2O2/ 
Nitrit-Reaktionssystem; Vergleich mit anderen vasoprotektiven Verbindungen 
In der vorliegenden Dissertation wurden zum erstenmal mit diesem System die 

Wirkungen von (–)-Epicatechin, Vitamin C, dem wasserlöslichen Vitamin E Analogon 

Trolox und Acetylsalicysäure (ASS, Aspirin) verglichen. Die Ergebnisse zeigten 

signifikante Unterschiede in der Wirksamkeit der verschiedenen Substanzen hinsichtlich 

der Hemmung der Lipidperoxidation des LDL durch das MPO/H2O2/Nitrit-System. 

Schon ab einer Konzentration von vier µM wurde eine vollständige Hemmung der 

Bildung konjugierter Diene durch (–)-Epicatechin erreicht und war damit genauso 

wirksam wie Trolox. Vitamin C bewirkte in dieser Konzentration lediglich eine leichte 

Verlängerung der Lag-Phase, während Aspirin selbst bei einer Konzentration von 100 



µM unwirksam war. Obwohl sowohl Aspirin als auch die Flavonoide der dunklen 

Schokolade eine Hemmung der Plättchenaggregation zeigen (PEARSON et al., 2005), 

scheinen ihre Wirkmechanismen verschieden zu sein. Aspirin ist ein nicht selektiver 

Inhibitor beider COX-Isoformen. Durch eine irreversible Acetylierung der COX hemmt 

ASS schon in geringen Konzentrationen (IC 50 = 10 µM) die TXA2-Bildung 

(Thromboxan 2). Da die kernlosen Thrombozyten über einen limitierten 

Proteinsyntheseapparat verfügen, kann die COX nur begrenzt nachsynthetisiert werden. 

Flavanole wie z.B. (+)-Catechin zeigen eine vergleichbare Wirkung in vitro erst bei 

relativ hohen Konzentrationen (IC50 = 200 ± 12 µM) (GROSSER et al., 2000). Dagegen 

scheint ein enger Zusammenhang mit der NO-konservierenden Eigenschaft von 

Flavonoiden zu bestehen (Abschnitt 1.7). Mittels Citrullin-Assay und cGMP-

Bestimmung wurde gezeigt, dass ASS zu einer Steigerung der endothelialen NO-

Synthese führt. Das Expressionsniveau der endothelialen NO-Synthase wurde nicht 

beeinflusst. Die Stimulation NO/cGMP-abhängiger Signalwege durch ASS lässt sich, im 

Gegensatz zur (–)-Epicatechinbehandlung, mit einem direkten Effekt auf die Aktivität der 

NO-Synthase erklären. (GROSSER et al., 2000; GROSSER & SCHRODER 2003). Dieser 

Effekt war konzentrationsabhängig und konnte durch den NO-Synthase-Inhibitor L-

NAME inhibiert werden. 

5.3 (–)-Epicatechin schützt auch vor oxidativer Modifizierung des Apoproteins des LDL 
Neben Untersuchungen, die der Lipidkomponente des LDL gewidmet waren, wurde auch 

die Tyrosinnitrierung des ApoB-100 Proteins im LDL durch MPO/H2O2/Nitrit mittels 

„Dot-Blot“ untersucht. Das MPO/H2O2/Nitrit-System zeigte bei einer Nitritkonzentration 

von 50 µM eine deutliche Bildung von konjugierten Dienen, aber nur eine sehr geringe 

Tyrosinnitrierung. Dies war erst bei höheren Nitritkonzentrationen (100-1000 µM) 

nachweisbar. Die Oxidation von LDL beeinflusst nicht nur die Lipidkomponente des 

LDL, sondern auch verschiedene Eigenschaften der Lipoproteine, unter anderem die 

elektrophoretische Mobilität. Eigene Untersuchungen ergaben eine erhöhte 

elektrophoretische Mobiltät des LDL nach Oxidation durch Cu2+ oder MPO/H2O2/Nitrit. 

Dies ist auf eine Oxidation der positiv geladenen Lysinreste der Apoproteine zum 

entsprechenden Aldehyd oder durch Kondensation der Lysinreste mit reaktiven 

Aldehyden, die bei der Lipidperoxidation entstehen, zu Azomethinen zurückzuführen, so 

dass das Molekül zunehmend negativer wird und die anionische elektrophoretische 

Mobilität steigt. Diese Veränderung lässt sich in der Agarose-Gelelektrophorese 

nachweisen (ESTERBAUER et al., 1989). Bei der MPO/H2O2/Nitrit-vermittelten LDL-



Oxidation nimmt die elektrophoretische Mobilität des LDL im Vergleich zum 

unbehandelten LDL zu. (–)-Epicatechin schützte konzentrationsabhängig vor dieser 

Veränderung [8]. Die Protein-Tyrosinnitrierung des LDL wurde durch (–)-Epicatechin 

und Trolox gehemmt. Vitamin C und Aspirin erwiesen sich unter diesen Bedingungen als 

wirkungslos [8]. Das (–)-Epicatechin schützte nicht nur vor einer Veränderung des 

Lipidanteils des LDL, sondern auch vor einer Modifizierung des Proteinanteils [1, 8] 

(KRAEMER et al., 2003). 

5.4 Vergleich der Cytotoxizitäten des Cu2+-oxLDL und des MPO/H2O2/Nitrit–oxLDL 
Ausgehend von der Überlegung, dass die Wechselwirkung zwischen MPO, NO-

Stoffwechsel und LDL eine Schlüsselrolle bei der Schädigung des Gefäßendothels und 

damit auch für den vermutlichen Schutzeffekt der Flavonoide spielen könnte, wurden die 

Wirkungen von MPO/H2O2/Nitrit-behandeltem LDL des Menschen auf kultivierte 

Endothelzellen untersucht. Dabei wurde mittels des MTT-Tests die allgemeine 

Zellvitalität geprüft. Der MTT-Test (MOSMANN et al. 1983) gibt ein Bild über die 

mitochondriale Funktionstüchtigkeit von Zellen und lässt außerdem auf ihre 

Zellproliferation schließen. In dieser Arbeit wurde der MTT-Test ausschließlich als 

Vitalitätstest verwendet, da den Versuchsansätzen kein serumhaltiges Nährmedium 

zugesetzt wurde, das für die Zellproliferation essenziell wäre. In Tabelle 10 sind einige 

andere ausgewählte Methoden zur Erfassung der Zellvitalität aufgeführt. 



Tabelle 10 Methoden zur Messung der Zellvitalität bzw. -proliferation 

Test Aussage Besonderheiten 
MTT Test Mitochondriale Energiekonservierung Gibt die Anzahl der 

funktionstüchtigen Mitochondrien an 
und findet als Proliferationstest und 
Vitalitätstest Anwendung 

Lactatdehydrogenase (LDH ) Integrität der Plasmamembran Nachweis zur Unterscheidung von 
Apoptose u. Nekrose 

BrdU Test Funktionelle Intaktheit der DNA Messung erfolgt in einer 
Zellpopulation, Nachweis der 
Zellproliferation 

Trypanblau Test Trypanblau wird aufgrund der 
Zellmembrandurchlässigkeit nur von 
den toten Zellen aufgenommen 

reiner Vitalitätstest 

Es wurden drei Linien von Endothelzellen hinsichtlich der Cytotoxizität von oxLDL 

untersucht und gezeigt, dass das MPO/H2O2/Nitrit-oxLDL gegenüber Maus-Aorta-

Endothelzellen (MAEC) weitaus toxischer als Cu2+-oxLDL ist. Während das 

MPO/H2O2/Nitrit-oxidierte LDL innerhalb von 24 h stark cytotoxisch wirkte, traten mit 

Cu2+-oxidiertem LDL nach dieser Zeitspanne noch keine wesentlichen Zellschädigungen 

auf. Protein-Tyrosin-Nitrierungen als Ursache der höheren Cytotoxizität des 

MPO/H2O2/Nitrit-oxLDL waren kaum wahrscheinlich, da diese bei der hier eingesetzten 

Konzentration an Nitrit in der Regel nicht auftraten (KRAEMER et al., 2004). 

Möglicherweise kommt der schädigende Effekt beider Formen des oxidierten LDL nicht 

nur durch eine Modifizierung im Lipidanteil, sondern auch im Proteinanteil des LDL 

zustande. Diese Annahme wurde durch die Beobachtung gestützt, dass weder der 

Hydroperoxid-Gehalt noch der Gehalt an konjugierten Dienen mit der Cytotoxizität 

beider Formen des oxLDL korrelierte. Diese Beobachtung ist insofern bemerkenswert, da 

im MPO/H2O2/Nitrit-oxLDL die Mengen an konjugierten Dienen, TBARS und dem bei 

223 nm absorbierenden Oxidationsprodukt deutlich niedriger waren als im Cu2+-oxLDL 

[1]. Als Ursache für diese Diskrepanz konnte die Zusammensetzung an Oxysterolen im 

oxLDL, d.h. das Verhältnis 7β-Hydroxycholesterol/7-Ketocholesterol als bestimmenden 

Faktor für die Cytotoxizität identifiziert werden (Abschnitt 8) [2]. 

6 Wirkungen von oxLDL auf Endothelzellen 
6.1 MPO/Nitrit-oxLDL ist cytotoxisch für Endothelzellen und fördert in Endothelzellen 

einen proteasomalen Abbau von eNOS-Protein; (–)-Epicatechin unterdrückt diesen 
Prozess, ist aber selbst kein Proteasomeninhibitor 
Eigene Daten zeigten eine Regulation des Expressionsniveaus von NO-Synthasen durch 

oxLDL in Endothelzellen. Während der Gehalt an eNOS-Protein durch proteasomalen 

Abbau nach oxLDL-Behandlung abnahm, stieg der Gehalt an iNOS-Protein an (Abschnitt 

6.4). Eigene Daten belegten einen proteasomal vermittelten Abbau von eNOS-Protein in 

oxLDL-behandelten Endothelzellen [1, 3]. Die Hemmung des durch oxLDL induzierten 



proteasomalen Abbaus von eNOS Protein steht im Einklang mit Daten anderer Autoren 

(MEINERS et al. 2006). Um die modifizierten Proteine zu bestimmen, wurden sowohl 

carbonylierte als auch nitrierte Proteine immunpräzipitiert. Folgende Beobachtungen 

wurden gemacht und wie folgt interpretiert: (–)-Epicatechin verhindert den Abfall des 

Expressionsniveaus der endothelialen NO-Synthase, indem es den proteasomalen Abbau 

des Enzyms unterdrückt, der durch oxidativen Stress ausgelöst wird. Die 

Proteasomenaktivität ist aber selbst nicht der Angriffspunkt von (–)-Epicatechin. Dem 

proteasomalen Abbau ging eine Modifikation des eNOS-Proteins voraus, welches von 

den Proteasomen als Zielobjekt erkannt wurde. Die proteasomale Aktivität ist vermutlich 

der begrenzende Schritt im oxLDL-vermittelten Abbau der eNOS, so dass modifiziertes 

eNOS-Protein vorübergehend akkumuliert wird, bevor es durch den Proteasomenapparat 

vollständig abgebaut wird. Diese Vorstellung wurde durch eigene Untersuchungen mit 

dem konfokalen Fluoreszenzmikroskop sowie durch Immunpräzipitation gestützt, die 

eine enge Nachbarschaft von eNOS Protein, Proteasomen und carbonylierten Proteinen 

bzw. einen erhöhten relativen Gehalt an modifiziertem eNOS-Protein zeigten (Abb 6 und 

7). 

Abb. 6  
Bild A: Lokalisation der 20S Proteasomen. 
Bild B: Proteincarbonyle.  
Bild C: DNA des Nucleus gefärbt mit 4',6-

Diamidino-2-phenylindol (DAPI). 
Bild D: „Overlay“. Die gelb gefärbten 

Bereiche zeigen Co-Lokalisationen 
von Proteincarbonylen und 
Proteasomen an [3].  

 
Cy = Cytoplasma 
Nu = Nucleoplasma 
No = Nucleolen 
Ne = Kernhülle (nuclear envelope). 

Aus eigenen Untersuchungen sowie Literaturdaten geht hervor, dass oxLDL den 

proteasomalen Abbauweg in humanen Endothelzellen auf vielfältige Weise beeinflusst 

(VIEIRA et al., 2000). Die durch oxLDL induzierte Hochregulation der iNOS könnte ein 

Schutzmechanismus von Endothelzellen gegenüber oxidativen Stress sein, denn ·NO 



reguliert die proteasomalen Untereinheiten  LMP2 und LMP7 hoch (KOTAMRAJU et al., 

2006). Andererseits bewirkt oxLDL einen verstärkten Abbau des eNOS-Proteins [1, 3].  

Abb. 7  
Bild A:  endothelialen NO Synthase  
Bild B:  Proteincarbonyle  
Bild C:  DNA des Nukleus gefärbt mit 4',6-

Diamidino-2-phenylindol (DAPI). 
Bild D:  einen „Overlay“. Die gelb gefärbten 

Bereiche zeigen Co-Lokalisationen 
von eNOS und Proteincarbonylen an 
[3]. 

 
Cy = Cytoplasma 

Nu = Nucleoplasma 

No = Nucleolen 
Ne = Kernhülle (nuclear envelope). 
 

Der durch oxLDL-vermittelte proteasomale Abbau bezieht nach Auffassung anderer 

Autoren den NFκB -Weg ein (ROBBESYN et al., 2003). Der proteasomale Proteinabbau in 

Endothelzellen stellt demnach eine Kombination aus vorteilhaften und nachteiligen 

Prozessen dar. Der Einsatz von niedrig dosierten Proteasomenhemmern könnte zur 

Behandlung einer endothelialen Dysfunktion (POON et al., 2006) und anderen Herzgefäß-

Störungen beitragen. 

6.2 (–)-Epicatechin schützt vor Schädigung kultivierter Endothelzellen durch oxLDL 
Eigene Daten belegen, dass (–)-Epicatechin vor einer Vielzahl an cytotoxischen 

Wirkungen in Endothelzellen schützt [1,3,8] und die Oxidation von LDL sowohl durch 

das MPO/H2O2/Nitrit-Reaktionssystem, als auch durch das Cu2+ Reaktionssystem hemmt 

[1,3,8] (KOSTYUK et al., 2003; KRAEMER et al., 2003). Es scheint sowohl die Bildung als 

auch die Wirkung von schädlichem oxLDL zu hemmen und so einer endothelialen 

Dysfunktion entgegenzuwirken. Bei einer Übertragung von In-vitro-Daten auf mögliche 

In-vivo-Prozesse sollten folgende Fakten berücksichtigt werden: Bislang war der 

Metabolismus von (–)-Epicatechin in Endothelzellen noch weitgehend unbekannt. Auch 

existieren kaum Daten über die wirklich erreichten Konzentrationen von (–)-Epicatechin 

oder seiner Metaboliten in Endothelzellen. Dagegen sind die Wirkungen des (–)-

Epicatechins nach oraler Einnahme auf die Endothelfunktion in vivo ausreichend 

untersucht worden und liefern eine Erklärung für eine günstige Beeinflussung der 



Endothelfunktion durch polyphenolreichen Kakao. Die in vivo nachgewiesenen 

Schutzwirkungen von (–)-Epicatechin auf das Endothel legen nahe, dass (–)-Epicatechin 

dort in seiner bioaktiven Form in ausreichend hohen Konzentrationen akkumuliert 

werden kann. Ein Vergleich mit Plasmakonzentrationen in vivo ist nicht hilfreich, ja 

sogar irreführend, da (–)-Epicatechin in vitro akkumuliert werden kann (SCHROEDER et 

al., 2003). Die Wirkung von (–) Epicatechin auf die Endothelfunktion in vivo legt auch 

eine Verbesserung der Bioverfügbarkeit und- aktivität von ·NO nahe (SCHROETER et al., 

2006).  

Die in der vorliegenden Dissertation nachgewiesenen Effekte von (–)-Epicatechin auf das 

Expressionsniveau der eNOS- und iNOS-Proteine und die Nitrit/Nitrat-Quotienten in 

oxLDL-behandelten Endothelzellen sprechen für eine NO-konservierende Rolle. Das 

breite Wirkungsspektrum von (–)-Epicatechin in Endothelzellen beruht zu einem großen 

Teil auf einer Hemmung der NADPH-Oxidaseaktivität und damit einer Unterdrückung 

von O2
–.-Bildung bzw. oxidativen und nitrosativen Stress, wobei die zusätzliche 

Beteiligung anderer antioxidativer Wirkungen des (–)-Epicatechins nicht ausgeschlossen 

werden kann. 

6.3 (–)-Epicatechin schützt vor oxLDL-vermittelter Bildung reaktiver Sauerstoffspezies 
(ROS) in Endothelzellen 
In der vorliegenden Dissertation wird gezeigt, dass zwei verschiedene als Modelle für  

oxidativ modifiziertes LDL herangezogenen Präparationen (MPO/H2O2/Nitrit-oxLDL 

und Cu2+-oxLDL) oxidativen Stress in Gefäßendothelzellen auslösen (Abschnitt 3), 

welcher anhand des Auftretens von DCF-DA-Fluoreszenz (Dichlorofluoreszeindiacetat), 

Proteincarbonylen, Tyrosin-nitrierten Proteinen und 4-HNE-Addukten erstmals 

überzeugend nachgewiesen wurde (Abschnitt 6.4) [3]. DCF-DA ist eine neutrale 

Verbindung, die leicht durch Diffusion in die Zelle gelangt. In der Zelle hydrolysiert es zum 

nichtfluoreszierenden geladenen Spaltprodukt DCFH, welches nicht mehr zellpermeabel ist 

und daher in der Zelle akkumuliert wird. Bei Vorliegen von prooxidativen Prozessen in der 

Zelle wird das DCFH zu dem fluoreszierendem 2’,7’-Dichlorofluoreszein (DCF) (ROYALL & 

ISCHIROPOULUS 1993) oxidiert. Eigene Untersuchungen ergaben, dass (–)-Epicatechin vor 

oxidativem Stress in der Zelle, angezeigt durch eine deutliche Abnahme der DCF-

Fluoreszenz, schützt. Da die DCF-Fluoreszenz ein unspezifischer Marker für oxidativen 

Stress in der Zelle ist, wurden zusätzlich spezifischere Marker des oxidativen Stresses 

verfolgt. Darauf wird in den nachfolgenden Abschnitten eingegangen. Tabelle 11 fasst einige 

Schutzwirkungen des  



(–)-Epicatechin vor oxidativem Stress in Endothelzellen zusammen, die in der vorliegenden 

Dissertation nachgewiesen wurden. 

Tabelle 11 Schutzwirkungen des Epicatechin vor oxidativem Stress in Endothelzellen 

 Zelllinie Testsystem Schutz durch 
Epicatechin- 
behandlung 

Literatur 

Integrität der 
Plasmamembran 

HUVEC LDH-Freisetzung + 8 

Mitochondriale 
Energiekonservierung 

HUVEC, BAEC, 
EA.hy 926 

MTT-Reduktion + 1, 8 

Zellproliferation HUVEC BrdU-Proliferation + 8 
Integrität der DNA HUVEC DNA-Fragmentierung + 5, 8 
Proteinoxidation BAEC Glutathion Spiegel + 3 
Proteinnitrierung HUVEC Proteincarbonylierung + 3 
Redox Status in der 
Zelle  

HUVEC 3-Nitrotyrosin + 8 

 



6.4 (–)-Epicatechin unterdrückt Kennzeichen von oxLDL-vermitteltem oxidativen und 
nitrosativen Stress  

Modulierung des GSH-Stoffwechsels 

Wie in Abschnitt 2.5 erwähnt bewirkt oxLDL in Endothelzellen eine Abnahme des 

endogenen antioxidativen Schutzstoffs GSH (Glutathion). (–)-Epicatechin schützt da-

gegen vor einem Abbau von GSH und unterstützt so das endogene Abwehrsystem. 

Unterdrückung der Bildung von Proteincarbonylen 

ROS (reaktive Sauerstoffspezies) können Proteine unter anderem durch Oxidation oder 

Nitrierung modifizieren. Proteinmodifizierungen in Gefäßendothelzellen wurden zuvor 

vom Kooperationspartner dieser Arbeit beschrieben (GRUNE et al., 2005; JUNG et al., 

2006). Angiotensin II, ein physiologischer Vermittler von Gefäßfunktionen, führt zur 

Bildung von Proteincarbonylen und nitrierten Proteinen. Es stimuliert sowohl die NO-

Bildung durch die iNOS als auch die O2
–·-Freisetzung durch die NADPH-Oxidase in 

Endothelzellen [3]. Diese Beobachtungen belegen zugleich grundlegende 

Gemeinsamkeiten der Wirkungen von Angiotensin II und verschiedenen Formen des 

oxLDL. Insbesondere die Oxidation der Proteine kann direkt durch Schäden am Molekül und 

Ausfall der Katalysatorfunktion eine weitergehende pathologische Folge haben. Oxidierte 

Proteine können funktionell beeinträchtigt sein und sind dann für die Zelle unbrauchbar. 

Zugleich wird die Empfindlichkeit gegenüber Proteinasen erhöht, wodurch sie durch 

Proteasomen selektiv eliminiert werden können (GRUNE et al. 1998, POPPEK et al. 2006). Auf 

diese Weise können die Zellen oxidierte Proteine entfernen. Carbonyl-Gruppen werden auf 

Protein-Seitenketten (besonders Pro, Arg, Lys, und Thr) gebildet, wenn sie oxidiert werden. 

Der Gehalt an Proteincarbonylen ist ein allgemeines Kennzeichen und der am häufigsten 

verwendete Indikator für eine Proteinoxidation und damit ein guter Parameter für oxidativen 

Stress in Endothelzellen (Abb 6 u. 7). In dieser Dissertation wird gezeigt, dass sowohl die 

Verstärkung der DCF-Fluoreszenz, als auch die Bildung von modifizierten Proteinen 

Parameter für oxidativen Stress in Endothelzellen, durch den NADPH-Oxidase-Inhibitor 

Apocynin unterdrückt werden [3]. Damit wird eine Beteiligung der NADPH-Oxidase in 

Endothelzellen beim Entstehen prooxidativer Effekte durch oxLDL und Angiotensin II 

sehr wahrscheinlich gemacht. Eine Beteiligung der durch NADPH-Oxidase gebildeten 

Superoxidanionen in BAEC wurde von anderen Autoren für oxidiertes 

Phosphatidylcholin gezeigt (ROUHANIZADEH et al., 2005). Mindestens zwei Mitglieder 

der gp91phox Familie NOX2 und NOX4, katalytische Untereinheiten von NADPH-

Oxidasen, sind in vaskulären Endothelzellen vorhanden (VAN BUUL et al., 2005). Die 



Daten der intrazellulären Verteilung der modifizierten Proteine [3] lassen eine vorrangige 

Rolle der Isoform NOX4 vermuten. Diese wird in vaskulären Endothelzellen stärker 

exprimiert als die NOX2 und trägt sowohl zur basalen O2
–.- als auch zur TGF-β 

induzierten ROS-Bildung bei (MURILLO et al., 2007). In Gefäßendothelzellen ist die 

NOX4 in der Zellkernhülle lokalisiert. So wurden die höchsten Konzentrationen an 

modifizierten Proteinen in unbehandelten und oxLDL-behandelten Zellen in der 

perinukleären Zone gefunden [3]. Erstaunlicherweise wurde ein bevorzugtes Auftreten 

von modifizierten Proteinen an der zum Cytoplasma hin angrenzenden Seite der 

perinukleären Zone der Endothelzellen gefunden. In der Kernmembran sitzt eine 

katalytische Untereinheit der NADPH-Oxidase. Diese in der Nukleusmembran 

gebundene Untereinheit kann mit anderen cytosolischen Untereinheiten wie 47phox, 

p67phox, p40phox und dem kleinen G-Protein Rac 1 zu einem enzymatisch aktiven 

Multienzymkomplex assoziieren. Dieser setzt dann O2
–. zur Cytoplasmaseite hin frei. O2·– 

diffundiert nur über kurze Distanzen und reagiert diffusionskontrolliert mit ·NO zum 

starken Oxidanz Peroxynitrit (KRÖNCKE et al., 2002; SUSCHEK et al., 2006). In nicht-

endothelialen Zellen ist hingegen eine Co-Lokalisation des Cytoskeletts mit 

Proteincarbonylen beschrieben worden (THOMAS & ADVANI 2006, DIVALD et al., 2006), 

z.B. eine Carbonylierung von Actin. Dies konnte in eigenen Untersuchungen an 

Gefäßendothelzellen nicht festgestellt werden. Die NADPH-Oxidase-Aktivität ist in 

Endothelzellen anscheinend hauptsächlich auf die Umgebung des Zellkerns beschränkt 

(RAJAGOPALAN et al., 1996). Die Tatsache, dass zwei unterschiedliche Formen des 

oxLDL, MPO/H2O2/Nitrit-oxLDL und Cu2+-oxLDL, ähnliche Effekte in Endothelzellen 

auslösen, lässt auf eine universelle Wirkung verschiedener Formen des oxLDL 

unabhängig von deren Genese schließen. Die Bildung von modifizierten Proteinen nach 

oxLDL-Behandlung hängt in vitro von verschiedenen Parametern ab. Dazu gehören der 

Oxidationsgrad des LDL, die Menge an oxLDL pro definierter Anzahl von Zellen und die 

Dauer der Inkubation der Endothelzellen mit oxLDL. Bei der Interpretation dieser Daten 

ist zu berücksichtigen, dass das Ausmaß der prooxidativen Effekte innerhalb einer so 

kurzen Zeitspanne nicht in vivo erzielt werden kann. Hinzu kommt die Tatsache, dass 

hinsichtlich der Entstehung des oxLDL in vivo noch Unklarheit herrscht, zumal eine 

Anzahl mechanistisch sehr unterschiedlicher endogener prooxidativer Faktoren dafür 

potenziell in Frage kommt. Eigene Daten zeigen, dass bei oxLDL-vermitteltem Stress in 

Endothelzellen Radikale mit vinyloger Doppelbindung und HNE (4-Hydroxy-2-nonenal)-

Addukte gebildet werden. HNE wird als Begleitprodukt der Lipidperoxidation gebildet, 

ist gentoxisch, mutagen und bildet promutagene DNA-Addukte, die zur Krebsentstehung 



führen können. Eine (–)-Epicatechinbehandlung der Zellen schützt vor der Bildung von 

HNE-Protein-Addukten, vermutlich über die Unterdrückung der HNE-Bildung. 

Unterdrückung der Nitrierung von Proteinen 

Eigene Daten belegen eine Regulation des Expressionsniveaus von NO-Synthasen durch 

oxLDL in Endothelzellen [3]. Während der Gehalt an eNOS-Protein durch proteasomalen 

Abbau nach oxLDL-Behandlung abnahm, stieg der Gehalt an iNOS Protein an. Es 

erfolgte dadurch eine Umkehr des eNOS/iNOS-Quotienten im Vergleich zu 

unbehandelten Zellen. Einerseits ist ·NO wichtig für die Tonusregulation von Gefäßen 

und Apoptoseprozesse, andererseits demonstrieren Experimente, dass die destruktiven 

Eigenschaften des Stickstoffmonoxids nicht, wie längere Zeit angenommen, diesem 

selbst innewohnen, sondern vielmehr seinen Folgeprodukten, darunter dem Peroxynitrit  

(ONOO-). Ein Marker für nitrosativen Stress ist das 3-Nitrotyrosin. Die Zunahme an 

nitrierten Proteinen nach Behandlung mit oxLDL sowie die Wirkung des selektiven 

iNOS-Hemmers L-NIO sprechen für eine durch iNOS vermittelte NO-Bildung. Der 

Arbeitskreis um Ischiropoulos postulierte, dass die NO-abhängige 

Proteintyrosinnitrierung ein physiologisch relevanter Prozess in spezifisch speziellen 

Kompartimenten in der Nähe der iNOS und anderer ROS-bildender Enzyme ist (HEIJNEN 

et al., 2006). Die oxLDL-vermittelte Hochregulation der iNOS sowie die iNOS-

abhängige Nitritbildung in Endothelzellen könnte mit dem Auftreten von nitrierten 

Proteinen in atherosklerotischen Läsionen im Zusammenhang stehen (LUOMA et al. 1998, 

DEPRE et al. 1999, CROMHEEKE et al. 1999). Auf diese Weise könnte die Proteinnitrierung 

in Endothelzellen am Frühstadium der Entstehung von Atherosklerose beteiligt sein.  

7 Oxysterole 
7.1 Vorkommen und Entstehung der Oxysterole 

Oxysterole sind oxygenierte Cholesterolderivate, die neben der Hydroxylgruppe am C-

Atom 3 ein weiteres Sauerstoffatom als Carbonyl-, Hydroxyl- oder Epoxidgruppe am 

Ring A oder B oder an der Seitenkette des Cholesterols aufweisen. Sie werden im 

Organismus entweder endogen gebildet oder exogen über die Nahrung zugeführt. Zum 

einen erfolgt die endogene Bildung von Oxysterolen im Organismus auf enzymatischem 

Wege entweder durch Oxygenasen der Cytochrom P450-Familie kurz CYP-Enzyme 

genannt oder durch Nichthämeisen-Enzyme wie der Cholesterol-25-Hydroxylase 

(LEONARDUZZI et al., 2007). Zum anderen entstehen Oxysterole im Organismus auch auf 

nicht-enzymatischem Weg durch direkte Einwirkung von reaktiven Sauerstoffspezies 

(ROS) (SMITH 1996), insbesondere aber als Folge der Peroxidation polyungesättigter 



Fettsäuren (PUFA) (SEVANIAN & MCLEOD 1987). Deshalb werden vor allem 7β-

Hydroxycholesterol (7β-OH-Chol) (Abb. 8), aber auch 7-Ketocholesterol (7-Keto-Chol) 

(Abb. 8), Cholestantriol (= 3β,5α,6β-trihydroxycholestane) und die epimeren Cholesterol-

5,6-epoxide als In-vivo-Parameter der Lipidperoxidation, bzw. als Marker für oxidativen 

Stress, herangezogen (ISHII et al., 2001, IULIANO et al., 2000, IULIANO et al., 2003). 

 
Cholesterol 7-Ketocholesterol 

 
7α-Hydroxycholesterol 7β-Hydroxycholesterol 

Abb. 8  

Ausgewählte Oxysterole im 

Humanplasma (BJÖRKHEM et al., 

2002) 

Die Bildung von Oxysterolen im Zuge der Lipidperoxidation erfolgt wahrscheinlich 

dadurch, dass eine Wasserstoffabstraktion an der besonders reaktiven bis-allylständigen-

Methylengruppe der PUFA und nachfolgende Anlagerung von Sauerstoff zur Bildung 

eines Fettsäureperoxylradikals führt (FRANKEL 1991; GUTTERIDGE 1995). Dieses 

Fettsäureperoxylradikal kann nun ein Wasserstoffatom am Brücken-C-Atom 5 des 

Cholesterols abstrahieren. Das dabei entstehende alizyklische Radikal isomerisiert dann 

sofort zum thermodynamisch stabileren Radikal, das dann mit Sauerstoff zum 

entsprechenden 7-Peroxyradikal und schließlich unter H-Aufnahme zu epimeren 

Hydroyperoxycholesterolen (7-OOH-Chol) reagiert. Diese sind chemisch sehr reaktiv 

und werden über verschiedene Mechanismen wie Radikal-Kombinierung und/oder –

Disproportionierung zu den stabileren Endprodukten 7α- und 7β-OH-Chol und 7-Keto-

Chol weiter reagieren (GARDNER 1987). Darauf deutet unter anderem die 7-OOH-Chol-

Bildung in der Frühphase und die 7-OH-Chol-Bildung in der Spätphase der LDL-

Oxidation hin (BROWN et al. 1997). Die Dominanz des 7β-Hydroxycholesterols 

gegenüber dem 7α-Hydroxycholesterol (Abb. 8) in biologischen Systemen könnte durch 

Isomerisierung des 7α-OOH-Cholesterols in das thermodynamisch stabilere 7β-OOH-

Cholesterol vor der Umwandlung zum entsprechenden OH-Cholesterol erklärt werden.  



7.2 Methodische Probleme der Oxysterolanalytik im oxLDL 

Das Oxysterolmuster in ox-LDL-Präparationen, die mittels Katalyse durch Cu2+ bzw. 

Myeloperoxidase/H2O2/Nitrit erhalten wurde, unterschied sich ebenso wie ihre 

Cytotoxizität gegenüber vaskulären Endothelzellen. Für einen präzisen Vergleich war es 

erforderlich, die für Analysen im Blutplasma etablierte Methodik für die Analytik im 

oxLDL zu adaptieren. Notwendige Adaptationen waren die Reduktion der 

Hydroperoxysterole und Hydroperoxyfettsäuren, die im Plasma nicht nennenswert 

auftreten, im oxLDL jedoch sekundäre Umlagerungen während der Probenaufbereitung 

bedingen würden. Als Reduktionsmittel für oxLDL-gebundene Hydroperoxide hat sich 

Triphenylphosphin bewährt, wohingegen Natriumborhydrid aufgrund seines hydrophilen 

Charakters versagte. Außerdem konnte als zusätzliches Oxysterol das 7α–

Hydroxycholesterol detektiert und quantifiziert werden. 

7.3 MPO/H2O2/Nitrit-oxLDL und Cu2+-oxLDL zeigen unterschiedliche Oxysterol-
Muster  
Im Abschnitt 5.1 wurde beschrieben, dass MPO/H2O2/Nitrit-oxLDL trotz geringeren 

Gehaltes an TBARS und konjugierten Dienen stark cytotoxisch war. Zu dieser erhöhten 

Toxizität könnte das Oxysterolmuster beitragen. Im MPO/H2O2/Nitrit-oxLDL war der 

Gehalt an 7β-Hydroxycholesterol gegenüber 7-Ketocholesterol 5 bis 11 fach höher, 

wohingegen im Cu2+-oxLDL 7β-Hydroxycholesterol und 7-Ketocholesterol in etwa 

gleichen Mengen vorlagen. Die Ursache für diesen Unterschied könnte in der 

Hydroperoxidaseaktivität der Myeloperoxidase liegen (FURTMULLER et al., 2000). Bei der 

Lipidperoxidation von Cholesterol entsteht als erstes fassbares Produkt 7-Hydro-

peroxycholesterol, das durch Umlagerungsreaktionen zum stabileren 7-Ketocholesterol 

isomerisieren kann. Durch die Hydroperoxidaseaktivität der MPO wird das 7-Hydro-

peroxid zum entsprechenden Hydroxid reduziert. Diese Reaktion kommt der Umlagerung 

zum 7-Ketocholesterol zuvor und unterdrückt diese somit. Bei der Cu2+-katalysierten 

LDL-Modifizierung ist diese Möglichkeit hingegen nicht gegeben. Die Hydroperoxidase-

aktivität der MPO gegenüber Hydroperoxypolyenfettsäuren gibt außerdem eine mögliche 

Erklärung, weshalb MPO/H2O2/Nitrit-oxLDL deutlich weniger TBARS als Cu2+-oxLDL 

enthielt; denn der TBARS-Assay erfasst unter anderem die Hydroperoxypolyenfett-

säuren. 



 

7.4 Biologische Wirkungen der Oxysterole; Oxysterole als proinflammatorische und 
atherogene Mediatoren 
Eine Vielzahl von Studien sind den biologischen Wirkungen spezifischer Oxysterole, die 

im Zusammenhang mit pathologischen Prozessen (Atherogenese, Kanzerogenese, 

Mutagenese) diskutiert werden, gewidmet (MOREL et al., 1996). Die meisten 

Beobachtungen stammen jedoch aus In-vitro-Studien, in denen die Wirkungen isoliert 

verabreichter Oxysterole untersucht wurden. In vitro-Studien lieferten Hinweise, dass 

Oxysterole wie 7β-Hydroxycholesterol und 7-Ketocholesterol oxidativen Stress 

induzieren (O´CALLAGHAN et al., 2002; LARSSON et al., 2007). Die Tabelle 12 gibt einen 

Überblick über die Rolle der Oxysterole bei der Entstehung von Atherosklerose. 

Die biologische Rolle von 7β-Hydroxycholesterol wird weiterhin gestützt durch eine von 

Rimner und Mitarbeiter durchgeführte Studie (RIMNER et al., 2005). Diese Autoren 

stellten eine signifikant höhrere Cytotoxizität von 7β-Hydroxycholesterol gegenüber 

menschlichen Endothelzellen als 7α-Hydroxycholesterol fest. Allerdings wurde gezeigt, 

dass 7α-Hydroxycholesterol und nicht 7β–Hydroxycholesterol zu einer Hochregulation 

von proinflammatorischen Mediatoren in U937-Zellen führt (Leonarduzzi et al. 2005). 

Die biologische Rolle des 7-Ketocholesterols dagegen erscheint widersprüchlich. Im 

Gegensatz zu Annahmen anderer Autoren (BROWN et al., 1997; HAYDEN et al., 2002; 

SHIMOZAWA et al., 2004) sprechen die Daten dieser Dissertation eher für eine 

antiatherogene Aktivität (Abschnitte 7.2 und 7.3). 



Tab.12 Hinweise auf eine mögliche Beteiligung der Oxysterole an der Atheroskleroseentstehung 

Hinweis Literatur 
In frühen und fortgeschrittenen atheromatösen 
Läsionen konnten Oxysterole in hohen 
Konzentrationen nachgewiesen werden. 

BROWN et al., 1997; GARCIA-CRUSET et al., 
1999 und 2001 ; VAYA et al., 2001 

7β-OH-Chol und 7-Keto-Chol wurden neben dem 
Intermediat 7β-Hydroperoxycholesterol als 
Komponenten mit der höchsten Cytoxizität im 
oxidierten LDL identifiziert. 

CHISOLM et al., 1994 

Oxysterole wirken zelltoxisch und/oder apoptose-
induzierend auf Endothelzellen [2], glatte Muskelzellen 
und Fibroblasten, aber auch auf Monocyten bzw. 
Macrophagen.  

O´CALLAGHAN et al., 1999 und 2002; RIMNER et 
al., 2005 

Oxysterole führen zu einer erhöhten Sekretion von 
Interleukin-1β und zu einer erhöhten endothelialen 
Expression verschiedener Adhäsionsmoleküle (ICAM-
1, VCAM-1, E-Selektin). 

LEMAIRE et al., 1998 ; LIZARD et al., 1997 

Humanstudien konnten belegen, dass erhöhte 
Plasmakonzentrationen an 7β-OH-Chol ein erhöhtes 
Atheroskleroserisiko und eine erhöhte in vivo 
Lipidperoxidation anzeigen. 

ZIEDEN et al., 1999 

 

7.5 Zytotoxische Wirkungen von Oxysterolen auf kultivierte Endothelzellen 
7β-Hydroxycholesterol und Ketocholesterol erwiesen sich, allein zugesetzt, als äußerst 

toxische Komponenten gegenüber vaskulären Endothelzellen, indem sie oxidativen Stress 

auslösen. Die Cytotoxizität war von einer DNA-Fragmentierung begleitet und wurde 

durch den NADPH-Oxidase-Hemmstoff Apocynin verhindert, was auf eine Aktivierung 

der NADPH-Oxidase durch Oxysterole schliessen ließ [2]. Dies wurde an einem anderen 

zellulären System (Maus-Makrophagen) bereits gezeigt (LEONARDUZZI et al., 2006). Mit 

(–)-Epicatechin  ließ sich der Schutzeffekt des Apocynins simulieren, was auf einen 

ähnlichen Wirkmechanismus hindeutet (Abschnitt 9.5). 7-Ketocholesterol erwies sich 

allein zwar cytotoxisch, wenn auch weniger als 7ß-Hydroxycholesterol, schützte aber in 

Mischungen mit 7ß-Hydroxycholesterol vor den toxischen Wirkungen [2]. Die in der 

vorliegenden Dissertation erarbeiteten Daten belegen, dass (–)-Epicatechin  auf mehreren 

Ebenen die Schädigungen von oxLDL und seiner Oxidationsprodukte unterdrückt. Es ist 

denkbar, dass sich das Oxysterolmuster als klinischer Parameter für Herz-

Kreislaufkrankheiten eignet, jedoch bedarf dies der Überprüfung durch klinische Studien. 

Der Vorteil der Oxysterole besteht darin, dass es sich um einen Plasmalipoprotein-

bezogenen Parameter handelt und damit eine größere Nähe zur Atherogenese gegeben ist. 

Darüber hinaus bestätigen die erhaltenen Daten, dass die biologische Wirksamkeiten von 

einzelnen Oxysterolen und einem Oxysterolmix verschieden sind (AUPEIX  et al., 1995, 

BIASI et al. 2004).  



7.6 Neubewertung der biologischen Rolle der Oxysterole 
In der Literatur wurde vielfach über die cytotoxische Wirkung von Oxysterolen 

geschrieben. Es wurden jedoch fast ausschließlich Einzelkomponenten getestet, die sich 

auch in eigenen Experimenten als äußerst cytotoxisch erwiesen. Von Mitarbeitern der 

Gruppe Poli (Turin) wurde erstmals beobachtet, dass anscheinend in der 

Oxysterolmischung das als Einzelkomponente cytotoxische 7-Ketocholesterol die 

zellschädigenden Wirkungen des 7β-Hydroxycholesterol aufhob (BIASI et al., 2004). 

Somit scheint hinsichtlich der physiologischen Funktion das 7-Ketocholesterol eine Art 

Gegenspieler für das 7β-Hydroxycholesterol zu sein. Dies sollte bei zukünftigen 

Oxysterolstudien berücksichtigt werden. 

8 (–)-Epicatechin und ·NO-Spiegel in Endothelzellen 
8.1 (–)-Epicatechinbehandlung erhöht den intrazellulären Spiegel an ·NO in 

Endothelzellen 
In den Abschnitten 2 und 6 wurde bereits beschrieben, dass eine Vorbehandlung von 

Endothelzellen mit (–)-Epicatechin vor oxidativem Stress schützt, indem es den NO-

Spiegel in der Zelle aufrechterhält. Die direkte Bestimmung der intrazellulären 

Konzentration an ·NO erwies sich lange als methodisch schwierig. Auch die Anwendung 

von NO-Sensoren ist schwierig und unzuverlässig, da ein solcher Sensor nur das von der 

Zelle abgegebene ·NO erfassen kann (Abschnitt 2.8). Ein Durchbruch brachte die 

Einführung des Fluoreszenzfarbstoffes DAF-2 DA (Abb.9). Während unbehandelte 

Endothelzellen nur ein schwaches NO-Signal zeigten, führte eine Vorbehandlung der 

Zellen mit (–)-Epicatechin oder Apocynin zu einem signifikant erhöhten intrazellulären 

NO-Spiegel, wahrscheinlich, wie im Abschnitt 6 beschrieben, durch Unterdrückung der 

O2·– -Bildung durch die NADPH-Oxidase. Angiotensin II, ein Aktivitor der NADPH-

Oxidase, hob hingegen diesen Effekt auf, da das gebildete ·NO mit O2·– zu ONOO- 

reagiert. Auch der NO-Synthaseinhibitor L-NAME führte zu einer Abnahme der DAF-2 

DA-Fluoreszenz, ein Beleg dafür, dass der NO-Spiegel von einer eNOS-und/oder iNOS-

NO-Bildung abhängig ist [4]. 



Abb. 9  
NO-Spiegel in humanen Nabelschnur-
Endothelzellen (HUVEC).Gefärbt mit einem NO-
spezifischen Fluoreszenzfarbstoff DAF-2DA. 

Bild A:  basale NO-Produktion in unbehandelten 
HUVEC; 

Bild B:  PAPANONOat induzierte NO-Produktion  
Bild C:  (–)-Epicatechin induzierte NO-Produktion; 
Bild D:  Wirkung von (–)-Epicatechin unter 

Inhibition der eNOS durch L-NAME. 
 

8.2 Endotheliale COMT wandelt (–)-Epicatechin in B-Ring-Monomethylether um und 
trägt massgeblich zum Endothelschutz bei 
In Abschnitt 1.6 wurde bereits erwähnt, dass das Endothel das Enzym Catechol-O-Methyl 

-transferase (COMT) exprimiert und in der Lage ist, (–)-Epicatechin zu Monomethyl-

ethern zu verstoffwechseln. Die Hemmung der NADPH-Oxidase-Aktivität nach 

Vorinkubation von Endothelzellen mit (–)-Epicatechin ist auf eine O-Methylierung des (–

)-Epicatechins im B-Ring durch COMT zurückzuführen [6]. Dieses Enzym wurde in 

Endothelzellen nachgewiesen. Die Schutzeffekte des (–)-Epicatechins ließen sich mit 3` 

und 4`-O-Methyl-Epicatechin simulieren, eine mehrstündige Vorbehandlung der Zellen 

war in diesen Fällen nicht erforderlich. Aus diesen Daten zeigt sich eine spezifische Rolle 

der COMT im endothelialen Flavonoidstoffwechsel. Da Endothelzellen die durch die 

Nahrung aufgenommenen Flavonoide aus dem Plasma aufnehmen können, könnte diese 

Wirkung der COMT dem Schutz des Endothels dienen, indem sie hoch wirksame 

Inhibitoren eines Hauptweges der ROS-Bildung, die NADPH-Oxidasen, erzeugt. In 

dieser Dissertation wurde diese Schutzwirkung bereits für die endotheliale NO-Synthase 

(eNOS) und den Epidermal-Growth-Factor-Receptor (EGFR) gezeigt [3]. In Tabelle 13 

sind ausgewählte Effekte des (–)-Epicatechins auf den NO-Stoffwechsel von HUVEC 

zusammengestellt. 



Tabelle 13 Wirkungen der Vorbehandlung von HUVEC mit (–)-Epicatechin auf verschiedene Parameter 

des NO-Stoffwechsels 

Aktivität/Parameter Effekt Referenz 
Intrazellulärer NO-Spiegel ↑ [5] 
cGMP-Spiegel ↑ [4, 5] 
NOS-Aktivität = [5] 
Guanylatcyclaseaktivität = [5] 
eNOS-Phosphorylierung = [5] 
Tetrahydrobiopterin = [5] 
Angiotensin II vermittelte O2·– -Freisetzung ↓ [3, 4, 5] 
NADPH-Oxidaseaktivität ↓ [3, 4, 5] 
OxLDL-vermittelter ox. Stress ↓ [1, 2, 3] 
Arginaseexpression ↓ BROSSETTE et al. 2007 
 
↑ Erhöhung; = kein Effekt; ↓ Abnahme 

  

8.3 Der COMT-Inhibitor 3,5 Dinitrocatechol schwächt die (–)-Epicatechinwirkung ab 
3,5-Dinitrocatechol, ein COMT-Hemmer, hob den Schutzeffekt durch (–)-Epicatechin 

auf. Die Hemmung der NADPH-Oxidaseaktivität durch O-methylierte 

Umwandlungsprodukte des (–)-Epicatechins erwies sich somit als die physiologisch 

vermutlich bedeutsamere Wirkung. Durch dieses Wirkungsprinzip wird bereits die 

Bildung von O2·– verhindert, wohingegen die Fängerwirkung erst auf einer 

nachfolgenden Stufe der NADPH-Oxidase-vermittelten Kausalkette der Zellschädigung 

über oxidativen Stress eingreifen kann. Dabei können schädliche Reaktionen des O2·– 

stattfinden, bevor sie durch (–)-Epicatechin abgefangen werden. Die Hemmung des 

Schutzeffektes der (–)-Epicatechinbehandlung durch den COMT-Inhibitor sowie der 

ausgeprägtere Schutzeffekt der Langzeitbehandlung gegenüber einer Kurzzeitbehandlung 

stehen im Einklang mit dieser Interpretation [4, 5]. 

8.4 Der durch (–)-Epicatechin vermittelte Anstieg des intrazellulären ·NO in 
Endothelzellen geht mit einem Anstieg des cGMP-Spiegels einher 

Parallel zur Erhöhung des NO-Spiegels (Abschnitt 9.2) wurde auch eine Erhöhung der 

cGMP-Freisetzung beobachtet [5]. Eigene Beobachtungen ergaben, dass (–)-Epicatechin  

und (+)-Catechin (40 µM, 24 h) sowohl den basalen als auch den shear-stress-induzierten 

cGMP-Spiegel erhöhen. Die Eigeneffekte der Flavanole auf cGMP-Spiegel und die 

Verstärkung der shear-stress-Effekte waren zeit- und konzentrationsabhängig [5], dabei 

hemmte L-NAME die Effekte nur partiell. Die Erhöhung des cGMP-Spiegels in 

Endothelzellen spricht eindeutig für eine Verbesserung der Bioverfügbarkeit des ·NO. 

Diese Beobachtung steht in Einklang mit In vivo-Daten (Abschnitt 1.7, HEISS et al., 



2003), die von zwei anderen Arbeitsgruppen (FISHER et al., 2003; ENGLER et al., 2006) 

bestätigt wurden. 

8.5 NOS-Aktivität ist vermutlich kein Angriffspunkt von (–)-Epicatechin und seiner 
Metabolite 
Trotz erhöhten cGMP-Spiegels wurden keine Effekte des (–)-Epicatechins auf die de  

novo-Synthese von ·NO, gemessen durch Citrullinbildung, gefunden [5]. Außerdem 

wurde gezeigt, dass (–)-Epicatechin und Catechin keinen Einfluss auf die shear-stress-

induzierte Phosphorylierung der eNOS an den Serinresten 1177 und 635 sowie auf die 

basale Lokalisation der eNOS ausüben. Außerdem wurde weder eine Erhöhung des 

Nitrosothiolspiegels als zusätzliche NO-Quelle bzw. des Tetrahydrobiopterins, noch eine 

Steigerung der Guanylatcyclase (Abschnitt 2.8) nachgewiesen. Diese Beobachtungen 

ließen einen stimulierenden Effekt der Flavanole auf die Bildung von ·NO in 

Endothelzellen wenig wahrscheinlich erscheinen. Dies würde bedeuten, dass der Spiegel 

an bioverfügbarem und bioaktivem ·NO nicht allein von der NOS-Aktivität abhängt, wie 

etliche Autoren vermuteten (HEISS et al., 2003, SCHROETER et al., 2006), sondern auch 

auf andere Weise durch Wirkstoffe verändert werden kann. Mit der in der vorliegenden 

Arbeit nachgewiesenen Dissoziation von Citrullinbildung aus L-Arginin und cGMP-

Spiegel wurde ein Beleg dafür erhalten [5]. Der Anstieg des cGMP sollte mit einem 

erhöhten NO-Spiegel einhergehen. Dies wurde durch Bestimmung der DAF-Fluoreszenz 

in lebenden Zellen gezeigt (Abschnitt 9.2) [4]. Dies belegt, dass die Monomethylether des  

(–)-Epicatechins die Bioverfügbarkeit von ·NO in Endothelzellen durch Hemmung der 

NADPH-Oxidase erhöhen. 

9 (–)-Epicatechin-Monomethylether und andere Flavonoide als NADPH-
Oxidasehemmer 

9.1 Kurz- und Langzeitbehandlung von Endothelzellen mit (–)-Epicatechin hemmt die 
O2·–-Freisetzung aus Endothelzellen 

Wie in Abschnitt 6.4 erläutert wurde, lösen oxLDL und Angiotensin II oxidativen Stress 

in Zellen aus. Es galt nun zu überprüfen, wie diese Wirkung zustande kommt, da O2·– als 

wichtige schädliche Noxe von Endothelzellen bekannt ist. Es wurde eine Schlüsselrolle 

des NADPH-Oxidasewegs ostuliert und schließlich bewiesen [3]. Die endotheliale 

NADPH-Oxidase spielt eine wichtige regulatorische Rolle z. B. bei der Angiogenese von 

Endothelzellen (CAI et al., 2005). Die Wirkung von ROS als Signalmoleküle erfordert 

fein abgestimmte Kontrollmechanismen, damit nicht bei übermäßiger NADPH-Oxidase-

Aktivität proinflammatorische und cytotoxische Prozesse ausgelöst werden. 

Ernährungsrelevante Polyphenole und ihre Metaboliten könnten durch Absenken der 



Superoxidanionenkonzentration und durch Hemmung der NADPH-Oxidase-Aktivität 

eine wichtige Regulatorfunktion im Endothel übernehmen (RAY & SHAH 2005). Neben 

der NADPH-Oxidase ist noch eine zweite O2·–-bildende Quelle bekannt, die 

Xanthinoxidase (XO). Für diese wurde eine Hemmung durch Flavonoide bereits 

beschrieben (COS et al., 1998; SELLOUM et al., 2001), die vorwiegend auf der O2·–

Fängerwirkung beruht. In dieser Disseration wurde die Xanthinoxidase als Testsystem 

zusätzlich herangezogen, um zu prüfen, wie Radikalfängereigenschaften und NADPH-

Oxidasehemmung sich unterscheiden. Im Falle des (–)-Epicatechins erwies sich die 

Fängerwirkung nur von sekundärer Bedeutung. In diesem System (Angiotensin II-

Behandlung der Endothelzellen) wird der weitaus überwiegende Anteil an O2·– von der 

NADPH-Oxidase (NOX) gebildet. Wie später noch ausgeführt wird sind die Effekte der 

(–)-Epicatechinbehandlung von Endothelzellen auf eine NADPH-Oxidasehemmung 

zurückzuführen (Abschnitt 10). In dieser Arbeit wurde zum erstenmal die Hemmung der 

endothelialen NADPH-Oxidase (vermutlich NOX4) durch Flavonoide gezeigt [6]. In 

HUVEC scheint dabei die O2·–-Bildung durch die Xanthinoxidase nur eine 

untergeordnete Rolle zu spielen, da der Xanthinoxidase-Hemmer Allopurinol auf die O2·–

-Freisetzung keine Wirkung zeigte. Wie in Abschnitt 6.4 bereits beschrieben, bewirken 

oxLDL und Angiotensin II Carbonylierung und Nitrierung von Proteinen im 

perinukleären Bereich von Endothelzellen. Dieser Effekt kann durch eine 24 h-

Vorbehandlung der Zellen mit (–)-Epicatechin aufgehoben werden. Da die Effekte des (–

)-Epicatechins zeitabhängig waren, spricht dies schon gegen eine reine Fängerwirkung. 

Untersuchungen mit dem herkömmlichen NADPH-Oxidasehemmer Apocynin und 2-

Desoxyglucose, ein Hemmer des Pentosephosphatweges, deuten auf eine NADPH-

Oxidase-Hemmung hin. Literaturdaten sprechen dafür, dass die NOX4 durch oxidativ 

modifiziertes LDL und Angiotensin II hochreguliert wird. Sie scheint eine Schlüsselrolle 

in der Entstehung von oxidativem Stress zu spielen [3] (BERRY et al., 2000; GALLE et al., 

2000).  



 

9.2 Methodische Strategie zur Messung der NADPH-Oxidaseaktivität 
Nachdem der NADPH-Oxidaseweg in Endothelzellen als Ursache des oxidativen Stresses 

identifiziert worden war, waren nun Untersuchungen am Enzymkomplex notwendig. 

Dazu war es erforderlich, im subzellulären System die Enzymaktivität zu messen. In 

dieser Dissertation wurde eine von JOHNSON (2002) beschriebene Methode modifiziert, 

die es erlaubt, im Zelllysat die NADPH-Oxidation direkt zu messen (Tabelle 14). Parallel 

dazu wurden noch andere Methoden zur Messung der O2·–-Bildung angewendet, deren 

Vor- und Nachteile in Tabelle 14 aufgeführt sind. 

Tabelle 14 Methoden zur Messung der O2·– -Bildung  

 Prinzip Nachweisgrenze Bemerkungen 
Cytochrom C Assay 
 

Messung von 
Superoxidanionbildung durch 
Reduktion von Ferri- zu 
Ferrocytochrome c über die 
Extinktionszunahme bei 550 nm 

Min. 106 Zellen 
im Monolayer 
(HUVEC) 

Zuverlässiges Verfahren zur 
Messung der O2·– -
Konzentration im 
Zellüberstand. Keine 
Unterscheidung der O2·– -
Bildung durch NOX und XO 

Xanthinoxidase Assay 
 

O2·– wird mittels dem 
Xanthin/Xanthin-Oxidase-System 
erzeugt und die 
Superoxidanionenbildung mittels 
Cytochrome C-Reduktion gemessen 

 Ermöglicht die Unterscheidung 
von O2·– Fängerwirkung und 
NOX-Hemmung in vitro  
 

NADPH-Oxidase-Assay 
  

Messung der NADPH Oxidation im 
Zelllysat bei 340 nm nach Zusatz 
von NADPH und dem amphiphilen 
NADPH-Oxidase-Aktivator SDS 

Min.107 Zellen 
im Zelllysat 
(HUVEC) 

Erlaubt die Differenzierung der 
O2·– -Bildung im Zelllysat 

9.3 Methylether des (–)-Epicatechins hemmen die NADPH-Oxidation  

Es wurden die Wirkungen monomethylierter Catechole auf die NADPH-Oxidase-

Aktivität und die O2·–-Bildung durch die Xanthinoxidase untersucht. Diese Verbindungen 

sind potenzielle Analoga des bekannten NADPH-Oxidase-Hemmers Apocynin. 

Isorhamnetin erwies sich als wirksamster Hemmer der NADPH-Oxidase-Aktivität unter 

den monomeren Flavonoiden. Es kommt im Sanddorn, aber auch als in 3`-Position 

methylierter Plasmametabolit des Quercetins vor. Erstaunlicherweise war die Wirkung 

des Isorhamnetins auf die NADPH-Oxidase 18-fach stärker als die des Apocynins. In der 

Literatur wurde bereits eine Hemmung der Xanthinoxidaseaktivität durch Isorhamnetin 

beschrieben (COS et al. 1998). Somit verhindert es die O2·–-Bildung durch die Hemmung 

zweier wichtiger O2·– generierender Enzymsysteme, nämlich der NADPH-Oxidase und 

der Xanthinoxidase [6]. Mit Ausnahme des Isorhamnetins, dessen Wirkung auf O2·–-

Radikale aufgrund der XO-Hemmung nicht ermittelt werden konnte, zeigten alle 

getesteten Methylether der Flavonoide ebenso wie das Apocynin im XO-System keine 



Anti-O2·–-Wirkung. Somit erwies sich deren NADPH-Oxidasehemmung als hoch 

selektiv. 

9.4 Struktur-Wirkungsbeziehungen von 46 Polyphenolen in Bezug auf die Hemmung 
der NADPH-Oxidase 
Substanzen mit einer Catecholgruppe, wie z.B. das (–)-Epicatechin, (+)-Catechin, 

Quercetin, Fisetin und Luteolin erwiesen sich erwartungsgemäß als gute Radikalfänger. 

Die O-Methylierung des B-Rings oder Entfernen einer Hydroxylgruppe eines Catechols 

im Flavonoidmolekül führten zu einem Verlust der Radikalfängereigenschaft, jedoch 

erwiesen sich diese Substanzen als wirksame Hemmer der NADPH-Oxidase [6]. Einige 

dieser monomethylierten Flavonoide wurden als Plasmametabolite beim Menschen 

nachgewiesen u.a. (–)-Epicatechin-3`-O-Methylether, (–)-Epicatechin-4`-O-Methylether 

und Isorhamnetin, (MANACH & DONOVAN 2005).  

Flavanole, bei denen die Alkoholgruppe in C-3 Position mit Gallussäure verestert ist, 

gehören zur Gruppe der „Teecatechine“ (TIPOE et al. 2007). Dabei stellt 

Epigallocatechin-3-gallat (EGCG) die häufigste und in einer Reihe von Testsystemen 

biologisch wirksamste Substanz in der Gruppe der Catechine dar. Eigene Daten zeigten, 

dass die „Teecatechine“, insbesondere EGCG, auch wirksame NADPH-Oxidase-Hemmer 

sind [6]. Am Beispiel des Epigallocatechins zeigt sich, dass schon das Einführen einer 

zusätzlichen vicinalen OH-Gruppe in das (–)-Epicatechinmolekül die Eigenschaft der 

Hemmung der NADPH-Oxidase hervorruft.  

Interessanterweise beeinflusst ebenso die Position einer zusätzlichen Carboxylgruppe am 

aromatischen Ring der Polyphenole die Wirksamkeit der Substanz (3-Methoxy-

Salicylsäure im Vergleich zur Vanillinsäure). Außerdem ist eine Carbonylgruppe 

(Apocynin, Isorhamnetin und Diosmetin) oder eine Doppelbindung (Ferulasäure) im 

zusätzlichen Substituenten des monomethylierten Catecholrings die Voraussetzung für 

inhibitorische Eigenschaften (Homovanillinalkohol im Vergleich zum Hydroxytyrosol). 

Bemerkenswerterweise führt der Verlust einer der beiden Hydroxylgruppen im 

Catecholring (Tyrosol sowie Kaempferol) zu einer gesteigerten Hemmung der NADPH-

Oxidase-Aktivität. Durch parallel durchgeführte Messungen der NADPH-Oxidase-

Aktivität konnte gezeigt werden, dass einige Verbindungen zwei voneinander 

unabhängige Wirkungen in sich vereinen: Hemmung der NADPH-Oxidase-Aktivität und 

Hemmung der Xanthinoxidase-Aktivität. Zu den Substanzen, die zwei Wirkungen in sich 

vereinen, gehört das (–)-Epicatechinglucuronid ebenso wie das (–)-Epicatechindimer 

Procyanidin B2. Diese Verbindungen hemmen die Aktivität der NADPH-Oxidase und 



sind gleichzeitig in der Lage, O2·–-Radikale abzufangen. Die stärkste Hemmung der 

NADPH-Oxidase-Aktivität wurde mit Isorhamnetin erzielt. Dies lässt darauf schließen, 

dass Flavonoide, insbesondere Isorhamnetin, besser fähig sind, die O2·–-Bildung in 

Endothelzellen zu senken als Apocynin. Wie in 9.3. bereits erwähnt, erwiesen sich die im 

B-Ring O-methylierten Flavan-3-ole hingegen als selektive NADPH-Oxidase-Inhibitoren 

ohne die Fähigkeit zum Abfangen von O2·–-Radikalen. Unter den apocynin-analogen 

monomethylierten Nicht-Flavonoiden waren ebenfalls einige wirksamere NADPH-

Oxidase-Hemmer als das Apocynin, wie z.B. die Ferulasäure. Dagegen zeigten typische 

Superoxidanionenradikalfänger wie Vitamin C, Vitamin E oder Trolox keinerlei 

NADPH-Oxidase-hemmende Eigenschaften [6]. In Tabelle 15 sind einige grundsätzliche 

Aussagen zu den Struktur-Wirkungsbeziehungen zusammengestellt. 

Tabelle 15 Struktur-Wirkungsbeziehungen der NADPH-Oxidasehemmung durch Polyphenole 

Strukturmerkmal Beispiele NADPH-Oxidase-
Hemmer 

O2·–- Fänger 

3-Methoxy-4-hydroxyphenyl Apocynin, Ferulasäure, 
Vanillinsäure,  + – 

Flavonoide mit einer unsubstituierten 
Catecholgruppe am B-Ring 

(–)-Epicatechin, (+)-Catechin, 
Quercetin, Luteolin – + 

Mono-O- Methylierung der 
Catecholgruppe am B-Ring 

Isorhamnetin, Diosmetin, 3`- 
and 4`-O-Methyl-Epicatechin  + – 

Flavonoide vom Nicht-Catecholtyp mit 
einer einzelnen 4´-OH Gruppe am B-
Ring 

Apigenin, Kaempferol 
+ – 

Hydrierung der C2–C3-Doppelbindung 
(im C-Ring) 

Taxifolin, Dihydrokaempferol, 
Dihydrotamarixetin, 
Naringenin 

+ –/+ 

Flavan-3-ole vom Gallus-Typ Epicatechingallate, 
Epigallocatechin, 
Epigallocatechin gallate 

+ + 

Procyanidin-ähnliche Flavan-3-ole 
(Dimere) 

Procyanidin B2, 
Myeloperoxidase-katalysiertes 
(–)-Epicatechindimer 

+ + 

9.5 Wirken (–)-Epicatechinmetabolite in analoger Weise wie der NADPH-Oxidase-
hemmer Apocynin ? 
Jüngste Untersuchungen des Arbeitskreises von H. Sies in Düsseldorf stützen die 

Vermutung, dass die Hemmung der endothelialen NADPH-Oxidase ein wichtiger 

Angriffspunkt des (–)-Epicatechins ist, der über einen verminderten Spiegel an 

Superoxidanionradikalen und somit verminderten Bildung von Peroxynitrit zur Erhöhung 

des NO-Spiegels in den Endothelzellen führt, wodurch das Gefäßendothel geschützt wird 

[3, 4]. (–)-Epicatechin wird dabei in den Gefäßendothelzellen durch die in ihnen ent-

haltene Catechol-O-Methyltransferase (COMT) zu 3’- und 4’-O-Methyl-Epicatechin 



metabolisiert, die als die eigentlichen NADPH-Oxidase-inhibitoren identifiziert wurden 

[4].  

Wie eigene Untersuchungen ergaben, scheint nicht das NOX4-Protein selbst der 

Angriffspunkt der Flavonoide zu sein, sondern die Flavonoide blockieren eher die 

Assemblierung (Zusammenlagerung) des NADPH-Oxidase-Multi-proteinkomplexes. Ein 

solcher Mechanismus wurde bereits für das Apocynin (4-Hydroxy-3-methoxy-

acetophenon), einen bekannten Hemmer sowohl der leukozytären als auch der 

endothelialen NADPH-Oxidase, postuliert (JOHNSON et al., 2002). Danach unterdrückt 

Apocynin die Translokation des cytosolischen p47phox-Proteins an den 

Multiproteinkomplex der NADPH-Oxidase. Kürzlich wurde berichtet, dass der 

Feinmechanismus der Hemmung durch Apocynin eine MPO-katalysierte Oxidation zum 

Apocynin-Phenoxy-Radikal und schließlich zum Dimer (Abb. 10) einbezieht (XIMENES 

et al., 2007). Mit diesem System wurde in der vorliegenden Dissertation die Bildung von 

Dimeren des (–)-Epicatechins und des 3`-O-Methyl-Epicatechins (Abb. 10) 

nachgewiesen (unveröffentlichte Daten). Dies lässt die Existenz von Stoffwechselwegen 

für die Bildung procyanidinähnlicher Oxidationsprodukte der Flavan-3-ole auch in nicht-

pflanzlichen Zellen vermuten. Wie schon erwähnt, sind bestimmte Monomethylether des 

Quercetins und des (–)-Epicatechins wirksamere NADPH-Oxidase-Inhibitoren als 

Apocynin (Abschnitt 10.4) [6]. Das gemeinsame Strukturmerkmal ist ein 

monomethyliertes Catechol. Die Autorin postuliert daher, dass (–)-Epicatechin nach 

dessen COMT-abhängiger Biotransformation über einen apocynin-analogen 

Mechanismus wirkt. In Analogie zur Studie von Ximenes et al. (2007) könnte die 

Reaktion der MPO mit (–)-Epicatechin und anderen Flavonoiden als Modell für die 

Biotransformation der Flavan-3-ole im Säugerorganismus dienen. Bei der Reaktion von 

(+)-Catechin mit Meerrettich-Peroxidase wurde von mehreren Autoren die Bildung von 

Dehydrodicatechin und anderen Catechin-Oligomeren neben wenig Catechin-Chinon-

methid nachgewiesen (HAMADA et al., 1995; LÓPEZ-SERRANO & ROS BARCELÓ 2002; 

HOSNY & ROSAZZA 2002). Die Oligomeren sind anders als beim Quercetin, über C–C-

Bindungen zwischen den Ringen der Monomeren verknüpft und entsprechen damit dem 

Strukturprinzip, der unter anderem im Rotwein, Kakao und Äpfeln vorkommenden 

Procyanidine. Es ist naheliegend, dass auch bei der Reaktion der MPO mit Flavan-3-olen 

Verbindungen mit Procyanidin-Struktur gebildet werden. Dies könnte vorteilhafte 

Konsequenzen haben, da Procyanidine weitaus wirksamere Inhibitoren bestimmter 

Funktionen der Leukozyten sind als das entsprechende Monomer (CARINI et al., 2001) 



und darüber hinaus intakte Aorten stärker dilatieren als das Monomer (ALDINI et al., 

2003). Niedrige Konzentrationen an den Procyanidinen B2 (Abb. 10) und B5 wurden 

nach Gabe flavan-3-ol-reichen Kakaos beschrieben, wobei nicht geklärt wurde, ob dies 

auf eine direkte Resorption oder auf systemische Oxidation von (–)-Epicatechin (Abb. 

10) zurückzuführen war, das im Gegensatz zu den Procyanidinen der Nahrung gut 

resorbiert wird und von allen Flavan-3-olen die höchsten Plasmakonzentrationen seiner 

Metabolite liefert (MANACH & DONOVAN, 2004).  
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Polyphenolen, die die NADPH-
Oxidase hemmen 
 

Methylether der Flavonoide hemmen die endotheliale NADPH-Oxidase vermutlich über einen apocynin-
analogen Mechanismus. Die im B-Ring mono-O-methylierten Flavan-3-ole wurden im Gegensatz zu ihren 
Aglykonen als selektive NADPH-Oxidase-Inhibitoren ohne die Fähigkeit zum Abfangen von O2·–-Radikalen 
identifiziert (IC50-Werte der NADPH-Oxidasehemmung; gemessen durch NADPH-Oxidation in HUVEC-
Zelllysaten bei 340 nm). 

Als bisher einzige Peroxidase des Säugerorganismus wurde die Myeloperoxidase 

hinsichtlich der Reaktion mit Apocynin, (–)-Epicatechin und 3´-O-Methyl-Epicatechin 

untersucht [6]. Dabei wurden Oxidationsprodukte beobachtet, die ein breites 

Absorptionsmaximum bei 340 nm, 435 nm und 320 bzw. 475 nm aufwiesen. Diese 

wurden strukturell nicht identifiziert, erwiesen sich aber in eigenen Untersuchungen als 

wirksamere NADPH-Oxidase-Hemmer als ihre Monomere. Die Annahme eines solchen 

Mechanismus stößt auf die Schwierigkeit, dass Endothelzellen keine MPO enthalten. 

Diese Funktion könnte die Cyclooxygenase-2 (COX-2) übernehmen (SCHILDKNECHT et 

al. 2006) 



9.6 Die endotheliale NADPH-Oxidaseaktivität spielt eine zentrale Rolle bei der 
Modulierung des NO-Stoffwechsels 
Superoxidanionen spielen eine regulatorische Rolle bei der Angiogenese von 

Endothelzellen (CAI et al., 2005, USHIO-FUKAI 2006). Die Wirkung von O2·– als 

Signalmolekül erfordert sensitive Kontrollmechanismen, damit nicht bei übermäßiger 

NADPH-Oxidaseaktivität die Rolle dieses Enzymsystems zu proinflammatorischen und 

cytotoxischen Wirkungen umschlägt. Ernährungsrelevante Polyphenole und ihre 

Metaboliten könnten durch Absenken der O2·–-Konzentration und durch Hemmung der 

NADPH-Oxidase-Aktivität eine wichtige Regulatorfunktion im Endothel ausüben. Dies 

würde eine Stabilisierung des stationären Spiegels von NO in Zellen nach sich ziehen [4]. 

Andererseits führt O2·–-Bildung durch die diffusionskontrollierte Bildung von 

Peroxynitrit zu einer Abnahme von NO (Abschnitt 2.6). Somit scheint das NO/O2·–-

Verhältnis eine Regulatorfunktion im Endothel auszuüben, d.h. eine 

Gleichgewichtsverschiebung in Richtung des O2·–  könnte letztendlich zu einer 

endothelialen Dysfunktion führen. 

10 Einordnung der Befunde dieser Dissertation in die gegenwärtige 
Flavonoidforschung 

10.1 (–)-Epicatechin als „Prodrug“ von NADPH-Oxidasehemmern 
In dieser Dissertation wird gezeigt, dass eine Behandlung mit (–)-Epicatechin 

Endothelzellen vor oxidativem Stress und seinen schädlichen Wirkungen schützt. Es 

scheint, dass das (–)-Epicatechin selbst, wenn überhaupt, nur in untergeordnetem Maße 

zum direkten Schutz vor O2·–  sowie Peroxynitrit (ARTEEL et al. 1999) beiträgt, indem es 

gebildete Superoxidradikale abzufangen vermag. Als weitaus wichtigere Rolle erwies 

sich die Wirkung als Vorstufe („Prodrug“) für hochwirksame NADPH-Oxidasehemmer. 

Diese Beobachtungen stehen auch im Einklang mit den in vivo beobachteten Wirkungen 

des (–)-Epicatechins. Nach Gabe eines (–)-epicatechin-reichen Schokotrunk wurde ein 

Anstieg des Nitrit-Spiegels im Plasma der Probanden beobachtet (HEISS et al., 2007). 

Dieser wurde von verschiedenen Autoren (HEISS et al., 2007; SCHROETER et al., 2007) als 

Ausdruck erhöhter eNOS-Aktivität interpretiert, ohne dass dafür experimentelle Beweise 

erbracht wurden. Auf dieser Basis stellt sich die Frage, ob und wenn ja, wie (–)-Epi-

catechin die eNOS-Aktivität steigern könnte. Eine Erhöhung der Expression der NO-

Synthase konnte weder für (–)-Epicatechin noch für (–)-Epicatechinmetabolite 

festgestellt werden (Abschnitt 8) [1, 5]. Auch konnte keine Steigerung der Aktivität der 

NO-Synthase in eigenen Experimenten gefunden werden; dies spricht ebenfalls gegen 

einen durch (–)-Epicatechin vermittelten Anstieg der Menge an aktivem Enzymprotein 



aus [5]. Diese Umstände lassen vermuten, dass der Mechanismus des erhöhten NO-

Spiegels sowohl im Plasma als auch in Zellen auf einer anderen Ebene zu suchen ist, 

nämlich in der Unterdrückung der O2·–-Bildung durch die NADPH-Oxidase. Die 

Umwandlung des (–)-Epicatechins zum eigentlichen Schutzstoff erfolgt durch die 

Endothelzellen selbst und zwar durch das Enzym COMT (Abbildung 11) [4].  

 
Abb. 11 Mögliche Angriffspunkte im NO-Stoffwechsel von Endothelzellen.  

(–)-Epicatechin wird von der COMT in Endothelzellen verstoffwechselt und wirkt dadurch als „Prodrug“ für 
deren Methylether als eigentliche Wirkstoffe. Eine Mono-O-Methylierung der Catecholgruppe verstärkt die 
Wirksamkeit vieler Verbindungen auf die NADPH-Oxidase-Aktivität, geht aber einher mit dem Verlust der 
Radikalfängereigenschaft. 

Neben diesen Reaktionen kommen auch oxidative Umwandlungen des (–)-Epicatechins 

in Betracht. Eigene Daten und vorhergehende Untersuchungen ergaben, dass Myelo-

peroxidase (MPO) in Gegenwart von H2O2, eine Oxidation von (–)-Epicatechin bewirkt 

(Abschnitt 9.5, KOSTYUK et al., 2003). Das Oxidationsprodukt ist im Gegensatz zum (–)-

Epicatechin hochwirksame NADPH-Oxidase-Hemmer [6]. In Endothelzellen ist zwar 

keine MPO vorhanden, jedoch wird dieses Enzym in atherosklerotisch geschädigten 

Gefäßarealen infolge inflammatorischer Leukozytenrekrutierung in enzymatisch aktiver 

Form angereichert (DAUGHTERY et al., 1994). In der vorliegenden Dissertation wurden 

bei verschiedenen Gefäßendothelzelllinien Schutzwirkungen gegenüber der 

cytotoxischen Wirkung von oxidativ modifiziertem LDL (oxLDL) nachgewiesen, die 



eine mehrstündige Vorinkubation der Zellen mit (–)-Epicatechin erforderten [1,3,5,6]. 

Möglicherweise greifen diese Metaboliten auch an anderer Stelle in den NO-Synthase-

Stoffwechsel ein. So könnte eine verstärkte NO-Freisetzung auch durch einen 

verringerten Abbau des eNOS-Proteins durch das Proteasomensystem bedingt sein 

(Abschnitt 6.1) [3].  

10.2 Glucuronide scheinen eher dem Transport des (–)-Epicatechins und seiner Meta-
bolite zu dienen als der Harnausscheidung 

In dieser Dissertation wird gezeigt, dass das Aglykon des (–)-Epicatechins im Gegensatz 

zu (–)-Epicatechinglucuroniden nicht vor oxidativem Stress in Endothelzellen schützt, 

wenn dem Zellmedium 1% Serumalbumin zugesetzt wird. Diese Konzentration entspricht 

etwa der physiologischen Konzentration an Albumin im Humanplasma. Eigene Beo-

bachtungen und die anderer Autoren zeigen, dass das Albumin das freie (–)-Epicatechin 

im Medium bindet und so eine Akkumulation des (–)-Epicatechins in den Zellen 

verhindert. Wahrscheinlich besitzen (–)-Epicatechinglucuronide eine niedrigere 

Bindungsaffinität zu Albumin als das Aglykon. Somit könnte (–)-Epicatechin in situ am 

oder im Zielgewebe aus systemisch vorliegenden Glucuroniden freigesetzt werden. Die 

so freigesetzten Aglykone können dann in den Endothelzellen gespeichert und von der 

COMT verstoffwechselt werden (Abschnitt 8.1). Die Glucuronide würden nicht, wie 

ursprünglich angenommen, renale Ausscheidungsprodukte, sondern Transportmetabolite 

im Blut des Säugerorganismus sein (MORILLAS et al., 2007). Polyphenole bzw. ihre 

Metaboliten zirkulieren nämlich nicht in freier Form im Blutkreislauf, sondern gehen 

zum größten Teil eine Bindung mit Plasmaproteinen ein. Am Beispiel von Quercetin ist 

diese Interaktion mit diesen Transportproteinen eingehend untersucht worden (BOULTON 

et al., 1998, SENGUPTA & SENGUPTA 2002; ZSILA et al., 2003). Dabei stellte sich heraus, 

dass das Quercetinaglycon in vitro fast ausschließlich (~99 %) an menschliches 

Serumalbumin gebunden wird, eine Kopplung an andere Proteine und LDL dagegen eine 

untergeordnete Rolle spielt. Von größerer Bedeutung ist jedoch die Untersuchung des 

Bindungsverhaltens der konjugierten Metabolite, die nach Aufnahme polyphenolhaltiger 

Nahrung in der Blutbahn zirkulieren. Ihre Affinität zum Albumin bestimmt letztendlich, 

in welchem Maße sie als biologisch aktive Verbindungen von peripheren Geweben 

aufgenommen, verteilt und weiter verstoffwechselt werden. Nach Untersuchungen von 

Dufour & Dangles (2005) zur Bindungsaffinität von Quercetinkonjugaten ist davon 

auszugehen, dass auch diese im Kreislauf zum größten Teil als Komplex mit Albumin 

zirkulieren, obwohl ihre Affinität zu dem Plasmaprotein verglichen mit dem Aglycon, 

weitaus schwächer ist. Literaturdaten zeigen, dass die Bindungsaffinität von (–)-Epi-



catechin und (+)-Catechin zu Rinderserumalbumin geringer ist als die von Quercetin 

(PAPADOPOULOU et al., 2005). Dies könnte eine im Vergleich zu den Flavonolen bessere 

Bioverfügbarkeit der Flavan-3-ole nachsichziehen. 

Schlussbemerkung: 

Die systematische Erforschung des Flavonoid-Stoffwechsels begann etwa in den 

Fünziger Jahren (CLARK et al., 1950). Erste Untersuchungen beschäftigten sich 

hauptsächlich mit der Frage, ob Flavonoide intakt im Urin oder in der Faeces 

ausgeschieden werden (CLARK et al., 1950). Danach verlagerte sich der Schwerpunkt der 

Forschung auf die Identifizierung und den Nachweis der Flavonoid-Abbauprodukte in 

den Ausscheidungsprodukten des Körpers (SCHELINE 1991). Später kamen zunehmend 

quantitative Betrachtungen hinzu. So wurde erforscht, in welchem Ausmaß Flavonoide 

resorbiert werden, welche Blutspiegelwerte erreicht werden können und welche 

Substanzen renal oder biliär ausgeschieden werden. Die Daten dieser Dissertation 

könnten zu einer neuen Herangehensweise hinsichtlich der Flavonoidforschung führen, 

da in dieser Dissertation einige neue Gesichtspunkte beleuchtet werden, die in Tabelle 16 

aufgeführt sind. 

Tabelle 16 Gegenüberstellung von alten und neuen Aspekten der Flavonoidforschung 

 Alte Vorstellung Neue Erkenntnis 
Flavonoide als Radikalfänger entscheidende Wirkung untergeordnet, sofern überhaupt in vivo 

relevant 
Flavonoide sind Antioxidanzien uneingeschränkt ja Ja, aber nur im erweiterten Sinne (Hemmung 

prooxidativer Enzyme: NADPH-Oxidasen, 
Lipoxygenasen, Myeloperoxidase) 

Flavonoide sind Enzymhemmer viele Enzyme Wenige Schlüsselenzyme, insbesondere 
NADPH-Oxidasen 

Angriffspunkt im Stoffwechsel Lipidperoxidation NO-Stoffwechsel 
Angriffspunkt im NO-Stoffwechsel eNOS ↑ NO-Abbau ↓ 

Die Autorin hofft, dass mit diesen Aspekten zusätzliche Impulse für die internationale 

Flavonoidforschung gegeben werden. 
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12 Abkürzungsverzeichnis 
ASS   Acetylsalicylsäure 
BAEC  Rinder-Aorta-Endothelzellen 
BH4   Tetrahydrobiopterin 
COMT  Catechol-O-methyltransferase 
CYP  Cytochrom P-450 
DAF-2DA 4,5-Diaminofluoresceindiacetate 
DCFA  Dichlorofluorescein acetate 

EDRF   endothelium-derived relaxing Factor 
EGCG  Epigallocatechingallat 
EGFR  “endothelium-growth factor receptor” 
eNOS   endotheliale NO-Synthase 
GSH  Glutathion 
GPx  Glutathion-Peroxidase 
4-HNE  4-Hydroxynonenal 
HUVEC “human umbilical vein endothelial cells” (Nabelschnur-Endothelzellen) 
iNOS  induzierbare NO-Synthase 
ICAM  “intercellular adhesion molecule-1” 
nNOS  neuronale NO-Synthase 
LDL   Low Density Lipoprotein (Lipoprotein geringer Dichte) 
L-NAME  NG-Nitro-L-arginin-methylester 
LPS   Lipopolysaccharid 

MAEC  Maus-Aorta-Endothelzellen 

MPO   Myeloperoxidase 

MTT  3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-Tetrazoliumbromid 
NF-κB  “nuclear factor kappa B” 
NOS   NO-Synthase 
NOX  katalytische Einheit der NADPH-Oxidase 
oxLDL  oxidativ modifiziertes “Low Density Lipoprotein” 
PBS   Phosphate buffered saline 
PKA  Proteinkinase A 
PKC  Proteinkinase C 
PUFA  polyungesättigte Fettsäuren 
ROS   Reaktive Sauerstoff-Spezies 
RNS   Reaktive Stickstoff-Spezies 
SDS  Natriumdodecylsulfat 
SOD  Superoxid-Dismutase 
SGLT  „sodium-dependent glucose transporter“ 
STAT 1 “signal transducer and activator of transcription-1” 
SULT  Phenolsulfotransferasen 
TBARS „thiobarbituric acid-reactive substances” 
TGF  Tumor-Wachstums-Faktor 
TNF  Tumor-Nekrose-Faktor 
TXA2  Thromboxan A2 
VCAM „vascular cell adhesion molecule“ 
UDPGT „Uridin-5`-diphosphat-glucuronyltransferase 
XO  Xanthinoxidase 



Zusammenfassung 

Hintergrund und Zielstellung: Aus epidemiologischen und experimentellen Studien am Menschen 

geht hervor, dass eine Zufuhr von (–)-Epicatechin oder (–)-Epicatechin reicher Nahrungsmittel die 

Bioverfügbarkeit des NO für das Gefäßendothel erhöht und dadurch die Gefäßfunktion verbessert. 

Gegenstand der vorliegenden Dissertation waren mechanistische Untersuchungen zur Wirkungsweise 

von (–)-Epicatechin auf zellulärer Ebene.  

Methodik: Untersuchungsobjekte waren kultivierte Nabelschnurendothelzellen oder 

Aortaendothelzellen verschiedener Spezies. Oxidativer Stress wurde entweder durch oxidativ 

modifiziertes LDL (über Myeloperoxidase/H2O2/Nitrit oder Cu2+) oder durch Angiotensin II ausgelöst. 

Als Parameter in intakten Zellen wurden verfolgt: Formazanbildung aus MTT, DCF-Fluoreszenz, 

Bildung von carbonylierten und nitrierten Proteinen sowie von 4-Hydroxynonenal (HNE)-Addukten in 

situ, DNA-Fragmentierung, O2·–-Freisetzung sowie Veränderungen des intrazellulären NO-Spiegels 

über DAF2-DA-Fluoreszenz in situ. In Zelllysaten wurden bestimmt: die NADPH-Oxidaseaktivität 

(nach Etablierung eines neuen effizienten Assays), NO-Synthase- und Guanylatcyclaseaktivitäten, der 

intrazelluläre cGMP-Spiegel sowie weitere Parameter. 

Ergebnisse: Die Cytotoxizität von oxidativ modifiziertem LDL (oxLDL) und seinen 

Oxidationsprodukten wie den Oxysterolen lösen zelltoxische Prozesse in Gefäßendothelzellen aus, u.a. 

Proteinnitrierung, Carbonylierung und Bildung von HNE-Addukten. Die Endothelzellcytotoxizität des 

MPO/H2O2/Nitrit-oxLDL ist aufgrund eines höheren 7β-Hydroxycholesterol/7-Ketocholesterol-Quo-

tienten stärker als beim Cu2+-oxLDL. (–)-Epicatechin unterdrückt die Lipidperoxidation im LDL durch 

das MPO/H2O2/Nitrit-Reaktionssystem stärker als andere vasoprotektiven Verbindungen. MPO/Nitrit-

oxLDL ist cytotoxisch für Endothelzellen und fördert in kultivierten Nabelschnurendothelzellen einen 

proteasomalen Abbau von endothelialen NO-Synthase-Protein und die Expression der induzierbaren 

NO-Synthase; (–)-Epicatechin unterdrückt diesen Prozess, ist aber selbst kein Proteasomeninhibitor. 

Langzeitbehandlung von Endothelzellen mit (–)-Epicatechin hemmt die O2·– Freisetzung aus 

Endothelzellen stärker als sofortiger Zusatz dieses Polyphenols. Die endotheliale Catechol-O-

Methyltransferase wandelt (–)-Epicatechin in B-Ring-Monomethylether und damit zu selektiven 

NADPH-Oxidasehemmern um. Die (–)-Epicatechinmetabolite und andere Flavonoide wirken in 

analoger Weise wie der NADPH-Oxidasehemmer Apocynin. Der durch (–)-Epicatechinbehandlung 

vermittelte Anstieg des intrazellulären ·NO in Endothelzellen geht mit einem Anstieg des cGMP-

Spiegels einher, der nicht auf eine erhöhte eNOS-Aktivität oder ihrer Coenzyme zurückzuführen ist. 

Schlussfolgerung: (–)-Epicatechin hält nach Umwandlung zu 3’- und 4’-Methylethern bei oxidativer 

Belastung in kultivierten Nabelschnurendothelzellen einen hohen NO-Spiegel aufrecht, indem es 

durch Hemmung der NADPH-Oxidase der NO-eliminierenden Bildung von Peroxynitrit 

entgegenwirkt. 

 



Summary 

Background and objective: High-flavanol cocoa improves the function of the vascular endothelium 

through enhancement of the bioavailability of ·NO. (–)-Epicatechin has been identified as bioactive 

constituent of cocoa to exert these actions, but its mode of action is still a matter of debate. 

Aim of this thesis was to elucidate the mode of actions of (–)-epicatechin in endothelial cells. 

Experimental: Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) or aortic endothelial cells were used 

as model for vascular endothelial cells. Oxidative stress was elicited by LDL upon its oxidative 

modification by a myeloperoxidase (MPO)/H2O2/nitrite reaction system or angiotensin II; Exposure of 

endothelial cells to either oxLDL or angiotensin II following assessment of MTT reduction, BrdU 

proliferation, DNA fragmentation, caspase activities, cytochrome c reduction and 

2’7’dichlorofluorescein (DCF) formation. Intracellular ·NO level was visualized by DAF-2DA 

fluorescence. cGMP was estimated by enzyme immunoassay. NADPH oxidase activity was measured 

in disintegrated HUVEC. 

Results: MPO/H2O2/nitrite-oxLDL exhibits higher cytotoxicity toward vascular endothelial cells than 

Cu2+-oxLDL despite lower contents of conjugated dienes, TBARS and total oxysterols. 7β-

hydroxycholesterol is the decisive cytotoxic component of oxLDL and oxysterol mixtures toward 

vascular endothelial cells. (–)-Epicatechin suppressed not only oxidation and nitration of LDL by 

MPO)/H2O2/nitrite but also prevented several signs of damage to vascular endothelial cells by MPO/ 

H2O2/nitrite-oxLDL and, independently of that, loss of endothelial NO synthase protein via activation 

of a 20S proteasomal pathway. These actions were not or only partially shared by other antioxidants. 

While (–)-epicatechin scavenged O2·–, its O-methylated metabolites prevented O2·– generation through 

inhibition of endothelial NADPH oxidase activity, even more strongly than apocynin. From the effect 

of 3,5-dinitrocatechol, an inhibitor of catechol-O-methyltransferase (COMT), it is concluded that (–)-

epicatechin serves as ‘prodrug’ for COMT-dependent conversion to apocynin-like NADPH oxidase 

inhibitors. These data indicate an ·NO-preserving effect of (–)-epicatechin via suppression of O2·–-

mediated loss of ·NO, whereas expression and activity of endothelial ·NO synthase were not 

modulated by (–)-epicatechin or its metabolites under these conditions. The epicatechin-mediated 

increase in cellular ·NO was paralleled by corresponding increase in cGMP, indicating that the 

elevated ·NO is bioavailable. 

Conclusions: (–)-Epicatechin protects vascular endothelial cells after conversion to bioactive B-ring 

O-monomethyl ethers that, in turn, suppress NADPH-oxidase-mediated superoxide and peroxynitrite 

generation. This anti-peroxynitrite effect may be responsible for the preservation of the nitric oxide 

level and, thus, may improve endothelial function. 
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