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Meinen Eltern



Kurzfassung: Untersuchung der Plasmakinetik und des Metabolismu s von L-Theanin bei
gesunden Probanden nach Bolusgabe von isoliertem L- Theanin und Grintee

Hintergrund: L-Theanin (5-N-Ethyl-L-Glutamin) ist eine nicht-proteinogene Aminosaure, die v.a. durch
den Verzehr von Tee (Camellia sinensis) aufgenommen wird. Da L-Theanin die kognitive Leistungs-
fahigkeit und die Gemiitslage verbessern soll, wird L-Theanin in isolierter Form als Nahrungs-
erganzungsmittel Suntheanine® hergestellt und in funktionellen Getranken zugesetzt. Als Metabolite
von L-Theanin werden Ethylamin und Glutaminsdure betrachtet, basierend auf tierexperimentellen
Studien. Daten zum Metabolismus von L-Theanin im menschlichen Organismus fehlen. Daher sollte
die vorliegende Studie klaren, ob die Bolusgabe von 100 mg L-Theanin in isolierter Form und in Form
von Grintee zu einer Konzentrationsdnderung von L-Theanin, Ethylamin, Glutaminsédure u.a.
proteinogener Aminosauren in Plasma, Erythrozyten und Urin von gesunden Probanden fihrt.

Methode: In einer randomisierten Crossover-Studie erhielten 12 gesunde Probanden morgens
niichtern 100 mg L-Theanin in isolierter Form als Kapsel (Suntheanine®) und nach einer zweiwdchigen
Washout-Phase dieselbe Dosis in Form von 250 ml Griintee. An zwei weiteren Studientagen erhielten
drei Probanden zuséatzlich jeweils 50 mg und 200 mg L-Theanin als Kapsel. Am jeweiligen
Untersuchungstag wurden 8 Blutentnahmen durchgeftuihrt (vor sowie 0,5 h, 0,75 h, 1 h,1,5h, 2 h, 3 h
und 24 h nach Bolusgabe) und die Probanden sammelten Nuchtern- und 24-Stunden-Urin. Die
Konzentration von L-Theanin, der proteinogenen Aminoséuren und Ethylamin in Plasma, Erythrozyten
und Urin wurde nach Vorsaulenderivatisierung mittels reversed-phase HPLC analysiert. Die
Konzentrations-Zeit-Kurven von L-Theanin im Plasma wurden mit Hilfe eines Ein-Kompartiment-
Modells simuliert. Die statistische Auswertung erfolgte mittels SPSS 19.0.

Ergebnisse: Die Konzentration von L-Theanin im Plasma stieg nach Bolusgabe von 100 mg
L-Theanin an und erreichte nach 24 h wieder die Konzentration zur Baseline. Dabei war die
Plasmakinetik von L-Theanin nach Aufnahme beider Studienprodukte vergleichbar und die maximale
Plasmakonzentration von L-Theanin wurde 0,8 h nach Aufnahme von Kapsel (24,3 + 5,7 umol/l) und
Grintee (26,5 = 5,2 umol/l) erreicht. Das berechnete Verteilungsvolumen von 16 bis 17 Litern lasst
eine Verteilung von L-Theanin in die peripheren Gewebe und gut durchbluteten Organe vermuten. Der
Verzehr beider Studienprodukte filhrte aulerdem zu einem Konzentrationsanstieg von L-Theanin in
den Erythrozyten — bis 24 h nach Bolusgabe — und zu einer renalen Ausscheidung von L-Theanin. Die
Konzentration von Ethylamin und Glutaminséure im Plasma stieg nach Intervention ebenfalls an und
beide Substanzen wurden mit dem 24-Stunden-Urin ausgeschieden. Die AUC von L-Theanin und
Ethylamin im Plasma sowie L-Theanin in den Erythrozyten &nderte sich dosisabhangig nach
Aufnahme von 50 mg, 100 mg und 200 mg isoliertem L-Theanin. Die Konzentration anderer
proteinogener Aminosauren in Plasma, Erythrozyten und Urin blieb unverandert. Auf Grundlage der
ausgeschiedenen Stoffmenge von L-Theanin und Ethylamin im Urin sowie der kinetischen Parameter
von L-Theanin im Plasma scheint die Bioverfligbarkeit von L-Theanin zwischen 52% und 74% zu
liegen.

Schlussfolgerung:  L-Theanin wird nach Aufnahme von Kapsel und Grintee rasch resorbiert und
scheint groRtenteils zu Ethylamin und Glutaminsaure hydrolysiert zu werden, welche mit dem Urin
ausgeschieden werden. Ein geringer Anteil von L-Theanin wird intrazelluldr retiniert. Plasmakinetik
und Metabolismus von L-Theanin sind nach Aufnahme beider Studienprodukte vergleichbar, so dass
nach Grinteeverzehr — in Hinblick auf die funktionellen Wirkungen von L-Theanin — vergleichbare
Effekte eintreten kénnen wie nach Konsum von isoliertem L-Theanin. Die diskutierten funktionellen
Wirkungen von L-Theanin sind demnach mdglich, kénnten jedoch auch durch potenzielle Endprodukte
des Metabolismus von L-Theanin erklart werden. Da Glutamin im menschlichen Organismus aus
Glutaminsaure synthetisiert wird, kdnnte L-Theanin zudem eine alternative Glutaminquelle fiir kritisch
Kranke darstellen.



Abstract: Kinetics of L-Theanine uptake and metabolism in he  althy participants after ingestion
of L-Theanine via capsules and green tea

Background: L-Theanine (5-N-ethyl-L-glutamine) is a non-proteinogenic amino acid primary ingested
by tea (Camellia sinensis). Since L-Theanine is suggested to improve cognition and mood, L-Theanine
is available as nutritional supplement and is now used as an ingredient in functional drinks. In rats,
ethylamine and glutamic acid increased in plasma and urine after L-Theanine intake. Since data on
the metabolic fate of L-Theanine from human studies are lacking, the present study investigated the
kinetics of L-Theanine uptake and its metabolites ethylamine and glutamic acid in plasma and
erythrocytes as well as their urinary excretion after bolus intake of capsules and green tea in healthy
participants.

Methods: Within a randomized crossover trial, 12 participants ingested a bolus of 100 mg L-Theanine
after an overnight fast, either in isolated form via capsules (Suntheanine®) or via 250 mL green tea. On
further occasions, three participants received an additional bolus of 50 mg and 200 mg L-Theanine via
capsules, respectively. All treatments were separated by a washout period of 2 weeks. On each study
day, blood and urine were collected before and up to 24 h post consumption (blood: 0,5 h, 0,75 h, 1 h,
1,5h, 2 h, 3 h and 24 h) to determine the concentration of L-Theanine, proteinogenic amino acids, and
of ethylamine in plasma, erythrocytes, and in urine by reversed-phase HPLC following pre-column
derivatization. Each plasma concentration-time curve of L-Theanine was fitted using a 1-compartment
model. Statistical analysis was performed using SPSS 19.0.

Results: In plasma, L-Theanine concentration increased time-dependently and returned to baseline
24 h after intake of 100 mg L-Theanine, with similar plasma kinetics after both treatments. Maximum
plasma concentration of L-Theanine occurred 0.8 h after intake of 100 mg L-Theanine via capsules
(24.3 £ 5.7 umol/L) and tea (26.5 + 5.2 umol/L), respectively. It can be assumed that L-Theanine is not
only distributed in plasma, but also in further tissues with regard to the hypothetical distribution volume
of 16 - 17 liter. Furthermore, L-Theanine increased in erythrocytes and was excreted by urine with
comparable results after both treatments. Ethylamine and glutamic acid increased in plasma and were
excreted by urine after intake of capsules and tea. The AUC of L-Theanine and ethylamine in plasma
as well as L-Theanine in erythrocytes increased dose-dependently after intake of 50 mg, 100 mg, and
200 mg L-Theanine via capsules. Other proteinogenic amino acids in plasma, erythrocytes and urine
were not affected. Considering the renal excretion of L-Theanine and ethylamine within 24 h and the
maximum plasma concentration of L-Theanine in plasma with regard to the distribution volume,
52% - 74% of ingested L-Theanine should reach the organism, respectively.

Conclusion: L-Theanine is rapidly absorbed in healthy participants after intake of capsules and green
tea. The major part of L-Theanine seems to be hydrolyzed to ethylamine and glutamic acid, which are
excreted by urine. A minor part of L-Theanine is retained in erythrocytes. Kinetics and urinary
excretion of L-Theanine, ethylamine, and glutamic acid are comparable after intake of capsules and
green tea. Thus, functional effects of L-Theanine intake are plausible and may result from L-Theanine,
ethylamine, glutamic acid, or other by-products of the metabolism of L-Theanine. As glutamic acid is
converted to glutamine, future studies should investigate if L-Theanine may be an alternative source of
glutamine which is essential for critically ill patients.
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Einleitung

1 Einleitung

Theanin (5-N-Ethyl-Glutamin) ist eine nicht-proteinogene Aminoséaure, die natirlicherweise in
der Teepflanze (Camellia sinensis) [1] und im Maronenréhrling (Xerocomus badius) [2]
vorkommt. In den Teeblattern macht ihr Anteil an der Summe aller Aminosduren bis zu 50%
aus, so dass Theanin v.a. durch den Verzehr von griinem, wei3em, schwarzem und Oolong-
Tee aufgenommen wird [3-5]. Eine Tasse Griintee (150 ml) enthalt etwa 31 mg Theanin [6],
wobei es sich vorrangig um das L-Enantiomer des Theanins handelt [7]. L-Theanin in
isolierter Form wird in Japan, Taiwan, den USA und Kanada seit Ende der 90er Jahre als
Nahrungserganzungsmittel Suntheanine® hergestellt und ist seitdem auch in Deutschland
erhdltlich. Da L-Theanin die kognitive Leistungsfahigkeit und die Gemditslage beim
Menschen verbessern soll, wird Suntheanine® in Asien, den USA und Kanada zudem in

funktionellen Getranken zugesetzt [8].

In Deutschland ist die Anreicherung von Lebensmitteln mit L-Theanin nicht erlaubt, da die
bisher publizierten Daten bzgl. erwiinschter und unerwiinschter Wirkungen einer Aufnahme
von isoliertem L-Theanin unzureichend sind und damit eine Risikobewertung nicht moglich
ist [9]. Antrage auf Zulassung von Health Claims bzgl. L-Theanin wurden im Jahr 2011 von
der European Food Safety Authority abgelehnt, da die leistungs- und entspannungs-
férdernden Wirkungen von L-Theanin beim Menschen nicht ausreichend belegt waren [10].
Auch wenn im Jahr 2010 erste Daten zur Plasmakinetik von L-Theanin beim Menschen
publiziert wurden [11], sind darlber hinaus Informationen zum Metabolismus von L-Theanin
im menschlichen Organismus erforderlich, um die Wirksamkeit von L-Theanin bewerten zu
koénnen. Bisher liegen jedoch ausschliellich tierexperimentelle Daten zum Metabolismus von
L-Theanin vor. Ziel der vorliegenden Studie war daher, die Plasmakinetik, den Metabolismus

und die Ausscheidung von L-Theanin bei gesunden Probanden zu untersuchen.



Literaturtibersicht

2 Literaturtibersicht

2.1 Vorkommen und Struktur von Theanin

Theanin (5-N-Ethyl-Glutamin) ist eine nicht-proteinogene Aminosaure, die bisher
ausschlieBlich in der Teepflanze (Camellia sinensis) [1] und im Maronenrdhrling (Xerocomus

badius) [2] nachgewiesen wurde.

In der Wurzel der Teepflanze wird Theanin durch die Theaninsynthetase aus Ethylamin und
Glutaminsaure synthetisiert (Abbildung 1). Ethylamin entsteht durch Decarboxylierung von

Alanin, katalysiert durch die Alanindecarboxylase [12].

H, NH2 H2 H". , 2 H? H
‘c.__c H /C~-C_N_ CH,
7T>e7 7NN _COOH + H,C—C—NH — > HooC ﬁ/ C

Hooc™ g j( c R e H, H
2
2 O H2 O 2
Glutaminsaure Ethylamin Theanin

Abbildung 1: Theaninsynthese in der Teepflanze.

Theanin dient der Teepflanze zur Speicherung und zum Transport von Stickstoff [13]. Nach
der Synthese gelangt Theanin in die Sprossspitzen der Pflanze und reichert sich in den
Teeblattern an. Dort macht ihr Anteil bis zu 50% an der Summe aller Aminosauren aus [3-5].
Der maximale Theaningehalt in den Teeblattern wird 45 Tage nach Pflanzung der Setzlinge
erreicht. Danach wird Theanin wieder zu Ethylamin und Glutaminsdure abgebaut, so dass
am 90. Tag nach der Pflanzung nur noch 20% des maximalen Theaningehaltes in den

Teeblattern nachweisbar waren [14].

Neben der Funktion als Stickstofflieferant wird Theanin in den Teeblattern fir die Synthese
von Flavanolen bendtigt. Hierbei wird der N-Ethyl-Kohlenstoff des Theanins in einer
lichtabhangigen Reaktion in das Phloroglucinol-Gerist (A-Ring) des Catechins eingebaut
[15].

Der Ablauf der Theaninsynthese und die Funktion des Theanins im Maronenréhrling sind

noch nicht geklart. Daten zum Theaningehalt im Maronenréhrling fehlen.
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2.2 Theaninaufnahme

Theanin wird wahrscheinlich vorrangig durch den Verzehr von grinem, wei3em, schwarzem
und Oolong-Tee aufgenommen. Die Teepflanze enthalt fast ausschlieB3lich L-Theanin;
wahrend das D-Enantiomer lediglich 1,8% des Gesamttheanins ausmacht [7]. Daher wurde
in den Studien zum Theaningehalt im Tee(-aufguss) nicht zwischen den Enantiomeren
differenziert. In den bisher veroffentlichten Studien zur funktionellen Wirkung von Theanin

wurde ausschlieflich L-Theanin verabreicht und untersucht.

Der Gehalt von Theanin in den Teeblattern wird durch den Welkvorgang und die weitere
Verarbeitung des Tees beeinflusst. Unterschiede im Theaningehalt bei fermentiertem und
halb bzw. nicht fermentiertem Tee wurden dabei jedoch nicht beobachtet [3-5]. Die
Konzentration von Theanin im Teeaufguss hangt neben der Teesorte auch von der
Zubereitung (Einwaage der Teeblatter, Ziehzeit, Wassertemperatur und -volumen) ab. Ein
Teeaufguss, zubereitet aus 2,5 g Griuntee (1,5% Theanin i.Tr.) und 150 ml kochendem
Wasser, enthalt nach einer Ziehzeit von 5 Minuten etwa 31 mg Theanin [6]. Die
Konzentration von Theanin in den Aufglissen von 66 verschiedenen Griin- und Schwarztees,
die laut Herstellerempfehlung zubereitet wurden, lag zwischen 5,4 mg/l und 161,3 mg/l. Die
hochste Theaninkonzentration wurde im Aufguss der Grinteesorte Lung Ching
nachgewiesen, wobei die mittlere Theaninkonzentration von Grin- und Schwarztee
vergleichbar war [16]. Aufgrund der Variabilitdét der Theaninkonzentration im Teeaufguss
liegen keine Angaben zur Hohe der taglichen Theaninaufnahme durch den Verzehr von Tee

Vvor.

L-Theanin wird in Japan, Taiwan, den USA und Kanada seit Ende der 90er Jahre als
Nahrungserganzungsmittel  Suntheanine® vermarktet [8]. Dieses Produkt enthalt
ausschlie3lich das L-Enatiomer des Theanins, welches aus Ethylamin und Glutaminséure
durch eine bakterielle Glutaminase (Pseudomonas nitroreducens) synthetisiert wird [17]. In
den USA hat Suntheanine® im Jahr 2007 den GRAS-Status erhalten (Genreally Recognized
as Safe) und wird seitdem als Geschmacksverstarker in Lebensmitteln wie Keksen,
Eiscreme, Kaugummi und Schokolade eingesetzt [8]. Da L-Theanin die kognitive
Leistungsfahigkeit und die Gemiitslage verbessern soll, wird Suntheanine® zudem in
funktionellen Getranken zugesetzt. In den USA ist der L-Theaningehalt dieser Getranke auf

250 mg/Portion limitiert [8], wahrend es in Japan keine Hochstmengen gibt [18].
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2.3 Absorption, Metabolismus und Ausscheidung von T heanin

2.3.1 In vitro-Untersuchungen und Tierstudien

In vitro Studien an Segmenten des Schweinedinndarms zeigten, dass L-Theanin durch
einen Na'-gekoppelten Symporter absorbiert wird. Dieser Symporter befordert auch Glutamin
durch die Membran, wobei seine Affinitat zu Glutamin 7-fach héher war als zu L-Theanin
[19].

¢ Plasmakinetik und Verteilung

Nach oraler Gabe von 100 mg bis 1000 mg isoliertem L-Theanin (Suntheanine®) stieg die
Plasmakonzentration von L-Theanin bei Ratten dosisabhangig an [20,21]. Auch die
intragastrale Gabe von 440 mg L-Theanin fihrte bei Ratten zu einem Anstieg der
L-Theaninkonzentration im Plasma [22]. Dabei wurde die maximale Plasmakonzentration
von L-Theanin 0,5 h nach oraler Aufnahme [20, 21] und 1 h nach intragastraler Gabe von
L-Theanin [22] erreicht.

Uber das Blut gelangt L-Theanin in periphere Organe und Gewebe. Bei intraperitonealer
Injektion von **C-markiertem L-Theanin bei Mausen (18 - 20 g, n = 4) war L-Theanin bereits
nach 0,25 h im Gehirn der Tiere nachweisbar [23]. In einer Studie mit Ratten (90 - 110 g,
n =6) fuhrte die intragastrale Applikation von 440 mg L-Theanin zu einem Anstieg der
L-Theaninkonzentration in Leber und Gehirn im Vergleich zur Baseline. Die maximale
Konzentration von L-Theanin in der Leber wurde 1 h nach Applikation erreicht, im Gehirn der
Tiere nach 5 h. Nach 24 h erreichte die Konzentration von L-Theanin in Plasma, Leber und
Gehirn wieder die Konzentration zur Baseline [22]. In einer weiteren Studie mit Ratten
(150 g, n = 6) fuhrte die intragastrale Applikation von 150 mg, 300 mg und 600 mg isoliertem
L-Theanin zu einem dosisabhangigen Konzentrationsanstieg von L-Theanin im Gehirn, bei
einer gleichzeitigen Abnahme von Phenylalanin, Threonin und Tyrosin. Dies weist darauf hin,
dass L-Theanin mit diesen Aminosauren um den Transporter fur neutrale L-Aminosauren zur

Passage der Blut-Hirn-Schranke konkurrieren kdnnte [24].
e Metabolismus

Ethylamin und Glutaminsédure werden als Metabolite von L-Theanin betrachtet. Die orale
Aufnahme von 100 mg, 200 mg und 400 mg L-Theanin fihrte bei Ratten (110 - 140 g, n = 6)
zu einem dosisabhangigen Anstieg der Konzentration von Ethylamin im Plasma [20]. Dabei

wurde die maximale Plasmakonzentration von Ethylamin 2 h nach Aufnahme von 400 mg

4
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L-Theanin erreicht und war um das 1,4-fache geringer als die C,»x von L-Theanin im Plasma
[20]. Auch nach intragastraler Applikation von 440 mg L-Theanin stieg die Konzentration von
Ethylamin und Glutaminsdure in Plasma, Leber und Gehirn von Ratten an, ebenso die
Glutaminkonzentration im Gehirn der Tiere. Hier war die maximale Konzentration von
Ethylamin und Glutaminsaure im Plasma, Leber und Gehirn ebenfalls um das 3- bis 13-fache

geringer als die Ca von L-Theanin [22].

Tabelle 1 zeigt den Metabolismus von L-Theanin nach Bolusgabe von L-Theanin, basierend

auf tierexperimentellen Untersuchungen.

Tabelle 1: Metabolismus von L-Theanin bei Ratten.

L-Theanin

n Untersuchun Ergebnisse
[mg] ’ ’
Substanz Probe Effekt Cpax [MmMol/I]* tmax [N]
Unno et al. 6 oral: L-Theanin Plasma o 4500 (400 mg) 0,5 (400 mg)
1999 [20] 100,200,400 Ethylamin o 3200 (400 mg) 2 (400 mg)
Terashima intracastral: L-Theanin 1 1300 1
etal. 1999 6 9 : Ethylamin Plasma 1 250 5
[22] Glutaminsaure 1 100 1
L-Theanin 0 3000 1
Ethylamin Leber 0 850 5
Glutaminsaure 0 750 2
L-Theanin 0 1500 5
Ethylamin . 1 600 5
Glutaminsaure Gehirn 1 1500 8
Glutamin 1 7500 5
Desai et al. oral: .
2005 [21] 3 250.500,1000 L-Theanin Plasma to 3500 (500 mg) 0,5 (500 mg)

'Konzentrationen sind gerundete Angaben [umol/l], basierend auf den Konzentrations-Zeit-Kurven der
jeweiligen Studie. 1 Konzentrationsanstieg im Vergleich zur Baseline; 1p, Dosisabhangiger
Konzentrationsanstieg.
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In vitro Studien mit dem Nierenhomogenat von Ratten zeigten, dass die Zugabe von 2 mM
bzw. 20 mM L-Theanin zu einem Konzentrationsanstieg von Ethylamin und Glutaminsdure
im Inkubationsmedium fuhrte, bei gleichzeitiger Abnahme der L-Theaninkonzentration [20,
25]. Nach Zugabe von L-Theanin zum Homogenat aus Dinndarm, Leber, Plasma, Gehirn,
Herz, Milz oder Muskel von Ratten waren diese Anderungen nicht nachweisbar [20, 25].
Weitere in vitro Studien zeigten, dass L-Theanin nach Zugabe von Glutaminase bzw.
y-Glutamyltranspeptidase (y-GTP) zu Ethylamin und Glutaminsaure hydrolysiert wird [25,
26]. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass L-Theanin in vivo in der Niere von Ratten
durch die Gutaminase und/oder y-GTP zu Ethylamin und Glutaminsaure hydrolysiert werden

konnte.
e Ausscheidung

L-Theanin, Ethylamin und Glutaminsédure wurden nach oraler und intragastraler Gabe von
L-Theanin dosisabhangig mit dem Urin von Ratten ausgeschieden [20-22, 27]. Nach oraler
Aufnahme von 100 mg, 200 mg und 400 mg isoliertem L-Theanin wurden 2%, 14% und 21%
der oral verabreichten Menge an L-Theanin im 24-Stunden-Urin von Ratten nachgewiesen
[20]. Die intragastrale Applikation von 440 mg isoliertem L-Theanin fiihrte zu einer renalen

Ausscheidung von 37% der intragastral verabreichten L-Theaninmenge [22].

Auch Ethylamin und Glutaminséure wurden nach L-Theaningabe renal ausgeschieden. Nach
oraler Aufnahme von 1 g Tee-Extrakt, gelést in 5 ml Wasser, wurde Ethylamin im
24-Stunden-Urin von Ratten (200 - 260 g, n = 4) nachgewiesen, nicht aber nach Aufnahme
einer Natriumchloridldsung (Kontrolle) [27]. Die orale Bolusgabe von 100 mg bis 400 mg
L-Theanin fUhrte zu einem dosisabhangigen Anstieg der Stoffmenge von Ethylamin und
Glutaminsaure im 24-Stunden-Urin von Ratten, wobei die Stoffmenge von Ethylamin nach
Aufnahme von 100 mg bzw. 200 mg L-Theanin um das 10- bzw. 4-fache hdher war als die
Stoffmenge von L-Theanin. Nach Aufnahme von 400 mg L-Theanin waren die Stoffmengen
von Ethylamin und L-Theanin im Urin dagegen vergleichbar [20]. Auch die intragastrale
Gabe von 440 mg L-Theanin bei Ratten flihrte neben L-Theanin zu einer renalen
Ausscheidung von Ethylamin und Glutaminsaure, mit vergleichbaren Stoffmengen von
L-Theanin und Ethylamin im 24-Stunden-Urin [22]. Die renale Ausscheidung von
Glutaminsaure war nach oraler und intragastraler Bolusgabe — im Unterschied zu L-Theanin

und Ethylamin — vergleichsweise gering [20, 22].

Tabelle 2 zeigt die Stoffmengen von L-Theanin, Ethylamin und Glutaminsaure, die nach

Aufnahme von L-Theanin im Urin von Ratten nachgewiesen wurden.
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Tabelle 2: Stoffmengen von L-Theanin, Ethylamin und Glutaminsaure im Urin von Ratten.

L-Theanindosis

0mg 100 mg 200 mg 400 mg" bzw. 440 mg?
Unno et al. 1999 [20] *
L-Theanin [umol] n.d. 12 + 6 165 + 16 487 + 207
Ethylamin [umol] n.d. 151 + 2 255 + 27 481 + 66
Glutaminséaure [umol] n.d. 5 £ 3 70 + 6 132 + 18
Terashima et al. 1999 [22] 2
L-Theanin [umol] n.d. - - 633 + 95
Ethylamin [umol] n.d. - - 560 + 40
Glutaminsaure [umol] n.d. - - 87 + 8

Daten: Mittelwert £+ Standardabweichung (MW % SD, jeweils n = 6). 'Orale Gabe von 100 mg, 200 mg
und 400 mg L-Theanin. 2Intragastrale Gabe von 440 mg L-Theanin. n.d., nicht detektierbar.

2.3.2 Humanstudie

Die Bolusgabe von 25 mg, 50 mg und 100 myg isoliertem L-Theanin (Suntheanine®, geldst in
314 ml Wasser) sowie 25 mg und 50 mg L-Theanin in Form von Schwarztee (314 ml) flhrte
bei 15 gesunden Mannern zu einem dosisabhéangigen Konzentrationsanstieg von L-Theanin
im Plasma. Dabei war die Plasmakinetik von L-Theanin nach Aufnahme beider
Verzehrsformen vergleichbar. Die maximale Plasmakonzentration von L-Theanin wurde
41 bis 46 min nach Aufnahme von isoliertem L-Theanin und 51 bis 55 min nach Verzehr von
Schwarztee erreicht. Nach Bolusgabe von 100 mg isoliertem L-Theanin lag die maximale
Plasmakonzentration von L-Theanin bei 25,4 £ 4,1 umol/l (MW + SD) und fur die Verteilung
von L-Theanin im Organismus wurde ein hypothetisches Volumen von 15 bis 19 Litern
berechnet. Die Eliminationshalbwertszeit lag bei 64 bis 70 min. Acht Stunden nach

Bolusgabe war L-Theanin noch immer im Plasma nachweisbar [11].

Weitere Untersuchungen zur Plasmakinetik von L-Theanin sowie Daten zum Metabolismus

von L-Theanin im menschlichen Organismus liegen bisher nicht vor.
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2.4 Funktionelle Wirkungen von Theanin

Die Literaturdatenbank PubMed enthdlt mehr als 40 Tier- und Humanstudien zur
funktionellen Wirkung von L-Theanin. Im Fokus der Humanstudien stehen hierbei
Untersuchungen zur Wirkung von L-Theanin auf die kognitive Leistungsfahigkeit und
Gemitslage. Hinweise bzgl. der entsprechenden Wirkmechanismen stammen aus

tierexperimentellen Studien sowie aus in vitro-Untersuchungen.

Tierexperimentelle Studien zeigten, dass die intragastrale Applikation von 150 mg, 300 mg
und 600 mg L-Theanin zu einem dosisabhangigen Anstieg der Dopaminkonzentration im
Gehirn von Ratten (100 g, n = 6) im Vergleich zur Baseline fuhrt [24]. Eine Studie mit
Mausen (20 g, n = 4) zeigte, dass 0,5 h nach intraperitonealer Injektion von 30 mg L-Theanin
die Konzentration von Dopamin und y-Aminobuttersdure im Gehirn der Tiere im Vergleich
zur Baseline erhoht war [28]. Zwei Stunden nach intragastraler Applikation von 200 mg,
400 mg und 800 mg L-Theanin wurde im Gehirn von normotensiven Ratten (400 g, n = 4)
eine geringere Serotoninkonzentration im Vergleich zur Kontrolle (Natriumchloridldsung)
beobachtet [29]. Die intraperitoneale Injektion von 200 mg, 400 mg, 600 mg und 800 mg
L-Theanin fuhrte ebenfalls zu einer Abnahme der Serotoninkonzentration im Gehirn von
spontan hypertensiven und normotensiven Ratten (400 g, jeweils n = 6). Gleichzeitig wurde
eine dosisabhangige Senkung des systolischen und diastolischen Blutdrucks bei den
hypertensiven Ratten beobachtet, wéhrend bei den normotensiven Ratten kein Effekt von
L-Theanin auf den Blutdruck nachgewiesen wurde [30]. Eine weitere Studie mit spontan
hypertensiven Ratten (300 g, n = 6) zeigte ebenfalls eine Senkung des systolischen und
diastolischen Blutdrucks nach intraperitonealer Injektion von 600 mg L-Theanin im Vergleich

zur Baseline [31].

In Humanstudien fiihrte die Bolusgabe von 50 mg bis 200 mg isoliertem L-Theanin zu einer
Erhdhung der a-Wellen-Aktivitdt im Gehirn gesunder Probanden, die mittels
Elektroenzephalogramm gemessen wurde und auf einen entspannten Wachzustand hinweist
[32]. Die Bolusgabe von 200 mg bzw. 250 mg isoliertem L-Theanin flhrte zu einer
Verbesserung der kognitiven Leistungsfahigkeit und Gemiitslage gesunder Probanden im
Vergleich zur Kontrolle [33, 34]. Die kognitive Leistungsfahigkeit wurde hierbei mit Hilfe von
standardisierten Computertests anhand von Reaktionszeit und Fehlerquote untersucht. Die
Angaben zur Gemiitslage basierten auf der subjektiven Einschatzung der Probanden. Die
Autoren postulierten, dass die Verbesserung der kognitiven Leistungsfahigkeit und der

Gemitslage nach L-Theaningabe auf eine erhdhte a-Wellen-Aktivitat und/oder auf einen
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Konzentrationsanstieg der y-Aminobuttersdure im Gehirn der Probanden zuriickzufiihren

sein kénnte [35].

Auch eine synergistische Wirkung von L-Theanin und Koffein wird diskutiert, da die
Bolusgabe von 100 mg L-Theanin in Kombination mit 50 mg Koffein zu einer verkirzten
Reaktionszeit und einer geringeren Fehlerquote bei Computertests im Vergleich zur Kontrolle
(Wasser) fuhrte, aber die isolierte Gabe von 100 mg L-Theanin oder 50 mg Koffein keine
Effekte zeigte [36]. Die Bolusgabe von 250 mg L-Theanin und 150 mg Koffein verkiirzte die
Reaktionszeit und verbesserte die kognitive Leistungsfahigkeit der Probanden im Vergleich
zur Kontrolle [37]. Andere Studien zeigten hingegen keine Effekte der L-Theaningabe auf die
Reaktionszeit und kognitive Leistungsfahigkeit von gesunden Probanden — weder bei

isolierter Gabe noch in Kombination mit Koffein [38, 39].

Die Wirkung einer regelmafligen Einnahme von L-Theanin wurde bisher nur in einer
randomisierten, doppelblinden und kontrollierten Studie an 40 Schizophrenie-Patienten
untersucht. Nach der taglichen Aufnahme von 400 mg L-Theanin dber acht Wochen
verbesserte sich die subjektiv eingeschatzte Gemitslage der Patienten und das

Angstempfinden nahm im Vergleich zur Placebogruppe ab [40].

Um die Wirksamkeit von L-Theanin bewerten zu konnen, sind Informationen zum

Metabolismus von L-Theanin im menschlichen Organismus erforderlich.
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3

Zielsetzung

Die vorliegende Studie untersuchte folgende Fragestellungen:

Fuhrt die Bolusgabe von 100 mg L-Theanin in isolierter Form bzw. in Form von
Grintee zu einer Konzentrationsdnderung von L-Theanin sowie der potentiellen
Metabolite Ethylamin und Glutaminséure in Plasma, Erythrozyten und Urin gesunder

Erwachsener?

Fuhrt die Bolusgabe von L-Theanin zu einer Konzentrationsanderung der
proteinogenen Aminosduren in Plasma, Erythrozyten und Urin gesunder

Erwachsener?

Unterscheiden sich Plasmakinetik und Metabolismus von L-Theanin nach dem

Verzehr von isoliertem L-Theanin und Griintee?

10
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4 Material und Methoden

Die Interventionsstudie wurde gemafd den Empfehlungen des Weltarztebundes (Deklaration
von Helsinki 2008 [41]) und den EU-Richtlinien der ,Good Clinical Practice* durchgefthrt.

Der Prufplan wurde am 22.09.2010 von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der
Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn genehmigt (Lfd. Nr. 185/10). Die
Durchfiihrung der Studie erfolgte an der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn
am |Institut far Erndhrungs- und Lebensmittelwissenschaften, Fachbereich Ernéhrungs-
physiologie, in Kooperation mit den Arzten Herrn Dr. Hannes Herholz und Herrn Dr. Jorg

Ellinger aus dem Universitatsklinikum Bonn.

4.1 Studiendesign

Die Interventionsstudie wurde randomisiert und im Crossover-Design durchgefiihrt. Die
Randomisierung wurde nach Geschlecht stratifiziert und die Probanden mittels Losverfahren
(,Ziehen ohne Zuriicklegen®) auf zwei Gruppen (A und B) verteilt. Die Kennzeichnung der

entnommenen Proben wurde verschliisselt und erst nach Auswertung der Daten offengelegt.

4.2 Intervention

L-Theanin in isolierter Form wurde als Nahrungserganzungsmittel (Suntheanine®, Taiyo
Europe, Filderstadt) verabreicht. Eine Kapsel enthielt laut Hersteller 100 mg L-Theanin, das
enzymatisch aus Ethylamin und Glutaminsdure hergestellt worden war. Eigene Analysen
zeigten einen L-Theaningehalt von 100,5 + 8,7 mg (MW % SD) pro Kapsel (n = 10, zufallige
Stichproben). Zur Analyse des L-Theaningehaltes (Kapitel 4.5) wurde der gesamte

Kapselinhalt in Reinstwasser geldst.

Die Teeaufglsse wurden mit handelsiblichem Grintee der Sorte Lung Ching (Nr. 520)
hergestellt, der von der Firma TeeGschwendner, Meckenheim, zur Verfligung gestellt wurde.
Die Teeblatter wurden auf eine Grof3e von 1,4 mm gemahlen (Rotormihle SR-100, Retsch,
Haan), um die Extraktion von L-Theanin im Teeaufguss zu erhéhen und die Konzentrations-

unterschiede zwischen den Aufglissen zu verringern (Abbildung 2).

11
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ungemahlen 1,4 mm

Abbildung 2: Ungemahlener und gemahlener Griintee.

An jedem Studientag wurden 7 g des gemahlenen Griuntees mit 250 ml kochendem Wasser
aufgebriht. Die Ziehzeit betrug 10 min. Von jedem Aufguss wurde eine Probe entnommen
(1 ml) und fir die spatere Analytik (Kapitel 4.5) bei -80 °C eingefroren. Der L-Theaningehalt
in 250 ml Grintee (n = 7, taglich frisch zubereitet) war mit 102,8 + 4,3 mg (MW % SD)

vergleichbar mit dem L-Theaningehalt einer Kapsel Suntheanine®.

Tabelle 3 zeigt die Dosis an L-Theanin, der proteinogenen Aminoséuren und Ethylamin, die

mit einer Kapsel Suntheanine® bzw. 250 ml Griintee aufgenommen wurde.

12
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Tabelle 3: Dosis an L-Theanin, der proteinogenen Aminosauren und Ethylamin in einer Kapsel

Suntheanine® und 250 ml Griintee.

Kapsel Grintee
[mg]

L-Theanin 100,5 + 8,7 1028 * 43

Proteinogene Aminosauren
Alanin n.d. 38 + 0.2
Arginin n.d. 74 + 0.1
Asparagin n.d. 41 + 01
Glutamin n.d. 243 + 05
Glutaminsaure n.d. 178 + 09
Glycin n.d. 07 + 0.1
Isoleucin n.d. 11 + 01
Leucin n.d. 20 + 03
Lysin n.d. 09 + 01
Phenylalanin n.d. 25 + 01
Serin n.d. 53 + 04
Threonin n.d. 35 = 0.2
Tryptophan n.d. 12 + 01
Tyrosin n.d. 1,7 + 03
Valin n.d. 17 + 01

Ethylamin n.d. 27 + 03

Daten: MW % SD fir Kapsel (n = 10) und Grintee (n = 7). n.d., nicht detektierbar (< 0,8 pmol/l fir die

proteinogenen Aminoséauren und < 0,08 pmol/l fir Ethylamin).

4.3 Probanden

4.3.1 Ein- und Ausschlusskriterien

Die Probanden wurden durch Aushange an der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitét

Bonn rekrutiert.

An der Studie konnten nur gesunde Erwachsene teilnehmen. Bei der Auswahl der

Probanden wurde auf eine moglichst homogene Gruppe geachtet, um

Unterschiede bei den Untersuchungsparametern zu minimieren. Mit Hilfe eines Fragebogens

wurde der Gesundheitsstatus der Interessenten Uberprift, wobei die Angaben auf der

individuelle
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subjektiven Einschatzung basierten. Mit dem Fragebogen wurden dariber hinaus die Ein-

und Ausschlusskriterien fir die Teilnahme an der vorliegenden Studie erfasst.

Die Probanden mussten folgende Einschlusskriterien erfillen:

o Alter: 18 - 40 Jahre
+ Normalgewicht: Body Mass Index (BMI) > 18,5 - 24,9 kg/m? [42]
* Nichtraucher

e Schriftliche Einverstandniserklarung
Zum Ausschluss fuhrten folgende Kriterien:

* Bekannte Erkrankungen

» Bekannte Unvertraglichkeiten gegeniiber den Studienprodukten

* Schwangerschaft oder Stillzeit

« Konsum von betaubungsmittelgesetzpflichtigen Drogen

« Konsum von bewusstseinsverandernden Drogen

* RegelméaRige Einnahme von Medikamenten (Ausnahme: orale Kontrazeptiva)

¢ Einnahme von Nahrungserganzungsmitteln

¢ Blutspende ein Monat vor Studienbeginn

* Teilnahme an einer anderen Studie zeitgleich oder innerhalb der letzten 30 Tage vor

Studienbeginn

Die Probanden wurden mundlich und schriftlich tGber die Zielsetzung und den Ablauf der
Studie sowie Uber potentielle Risiken der Teilnahme informiert. Bei einer Informations-
veranstaltung standen die Arzte fiir medizinische Fragen zur Verfiigung. Frauen, die
regelmafig orale Kontrazeptiva einnahmen, mussten dies schriftlich erklaren. Andernfalls
wurde zu Studienbeginn ein Schwangerschaftstest durchgefuhrt, um eine Schwangerschaft

auszuschliel3en.

4.3.2 Fallzahlabschatzung

Eine Fallzahlabschéatzung war in der Phase der Studienplanung (04 - 09/2010) nicht moglich,

da entsprechende Daten aus Humanstudien nicht verfigbar waren.

Es wurden 12 Probanden fir die Teilnahme an der Studie rekrutiert (6 Frauen und

6 Manner), um eine statistische Auswertung, auch nach eventuellem Ausscheiden von

14
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Probanden, zu gewdhrleisten. Dieser Stichprobenumfang hat sich in friiheren Studien, die

am Institut fir Ern&hrungs- und Lebensmittelwissenschaften durchgefihrt wurden, bewéhrt.

4.4  Durchfuhrung

Die Studie wurde an 7 Studientagen von April bis Juni 2011 am Institut fir Ernédhrungs- und
Lebensmittelwissenschaften, Fachbereich Ern&hrungsphysiologie, durchgefiihrt. An jedem

Studientag wurden maximal 4 Probanden untersucht.

Gruppe A erhielt am ersten Studientag 100 mg L-Theanin in isolierter Form als Kapsel
(Suntheanine®) und nach einer mindestens zweiwdchigen Washout-Phase 100 mg
L-Theanin in Form von 250 ml Grintee. Gruppe B erhielt die gleichen Produkte in
umgekehrter Reihenfolge. An zwei weiteren Studientagen erhielten drei zuféllig ausgewahlte
Probanden zusétzlich jeweils 50 mg und 200 mg L-Theanin in isolierter Form als Kapsel
(Suntheanine®), um die Konzentrationsdnderung von L-Theanin, der proteinogenen
Aminosauren und Ethylamin in Plasma, Erythrozyten und Urin in Abhangigkeit von der

aufgenommenen Dosis zu uberprifen (50 mg vs. 100 mg vs. 200 mg).

Vier Tage vor der jeweiligen Untersuchung sowie am Studientag selber sollten die
Probanden auf theaninhaltige Lebensmittel verzichten, um mdgliche Storeinfliisse durch die
Zufuhr von L-Theanin zu vermeiden. Hierzu erhielten die Probanden eine Liste mit
Lebensmitteln, die gemieden werden sollten (griner, schwarzer, weil3er und Oolong-Tee,
teehaltige Produkte, Pilze sowie pilzhaltige Produkte). Die Einhaltung der diatetischen
Restriktionen wurde mit Hilfe eines 5-Tage-Ernahrungsprotokolls tberprift. Ab 20 Uhr des
Vorabends der jeweiligen Untersuchung sollten die Probanden auf sportliche Aktivitdten

verzichten und durften nur noch Wasser trinken.

An jedem Studientag wurden 8 Blutentnahmen durchgefiihrt. Die erste Blutentnahme erfolgte
morgens nichtern nach 12-stindiger Nahrungskarenz. AnschlieBend erhielten die
Probanden die Kapsel(n) Suntheanine® oder 250 ml Griintee. Die Kapseln wurden mit
250 ml Mineralwasser aufgenommen und der Grintee wurde lauwarm verzehrt. Beide
Studienprodukte wurden innerhalb von 5 min konsumiert. Es folgten 7 weitere
Blutentnahmen zu den Zeitpunkten 0,5 h, 0,75 h, 1 h, 1,5 h, 2 h, 3 h und 24 h nach
Aufnahme von Kapsel oder Griintee. Die ersten Blutentnahmen erfolgten in relativ kurzen
Intervallen, da die maximale Plasmakonzentration von L-Theanin nach einer Stunde zu
erwarten war [20, 22] und eine engmaschige Verlaufskontrolle genauere Daten zur Kinetik

von L-Theanin und deren Metabolite in Plasma und Erythrozyten liefert. Bis zur
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7. Blutentnahme (3 h nach Bolusgabe) blieben die Probanden im Institut fir Ernahrungs- und
Lebensmittelwissenschaften und durften nur Mineralwasser trinken, um die Untersuchungen
unter moglichst standardisierten Bedingungen durchzufthren. Danach konnten die
Probanden das Institut verlassen und sollten — bis auf den Verzehr von theaninhaltigen
Produkten — ihrer gewohnten Kost nachgehen. Am nachsten Morgen wurde nach einer

12-stiindigen Nahrungskarenz die 24-Stunden-Blutentnahme durchgefihrt.

Wahrend der jeweiligen Studientage sammelten die Probanden Urin. Spontanurin wurde
nuchtern vor Einnahme der Studienprodukte abgegeben. Nach Aufnahme von Kapsel oder

Griuntee wurde Urin in zwei Intervallen (0 - 3 h und 3 - 24 h) gesammelt.

Abbildung 3 zeigt den Ablauf der Studientage.

l Kapsel l Kapsel
Gruppe A | I Washout o I

l Grintee

Gruppe B | I
Oh 24h

Blutentnahmen T TTT TT T T

0h,05h;0,75h;1h;1,5h;2h;3h;24h

| |
Oh 24h

poees f

Oh, 05h;0,75h;1h;15h;2h;3h;24h

Urinsammlung | | | | | |

Oh 0h-3h 3h-24h Oh 0h-3h 3h-24h

Abbildung 3: Studienablauf.

4.4.1 Blutentnahmen und Aufbereitung der Blutproben

Fur die Analyse von L-Theanin, der proteinogenen Aminosauren und Ethylamin im Plasma
wurden insgesamt 1000 pl heparinisiertes Plasma benétigt. Zusétzlich wurde eine Reserve
von 2000 pl Plasma einkalkuliert, um die Analyse (Kapitel 4.5) gegebenenfalls wiederholen
zu kénnen. Bei einem Plasmaanteil von 55% am Vollblut wurde zur Gewinnung von 3000 pl

Plasma 7,5 ml Vollblut entnommen.

Die Blutentnahme am Studientag erfolgte durch Punktion der Armvene unter Verwendung
einer peripheren Verweilkaniile (Vasofix Brauniile® 20G, Braun, Melsungen). Dabei wurde

das Vollblut in Lithium-Heparin Monovetten® tiberfiihrt (7,5 ml, Sarstedt, Nimbrecht). Fir die
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24-Stunden-Blutentnahme wurde die Armvene ein weiteres Mal punktiert. Pro Studientag
wurden bei 8 Blutentnahmen a 7,5 ml bei jedem Probanden insgesamt 60 ml Blut

entnommen.

Die Blutproben wurden nach der Entnahme in ein Eiswasserbad gestellt und anschliel3end
zentrifugiert (3000 x g, 20 min, 4 °C), um Plasma und Zellen voneinander zu trennen. Das
frisch gewonnene Plasma (1 ml) wurde mit 100 pl einer 30%igen Sulfosalicylsaurelésung
(SSA) versetzt, gevortext und 60 Minuten bei 4 °C inkubiert, um eine vollstandige
Proteinfallung zu gewahrleisten. Nach anschlieRender Zentrifugation (3000 x g, 20 min, 4 °C)

wurde der Uberstand aliquotiert und bei -80 °C bis zur Analyse (Kapitel 4.5) aufbewahrt.

Die Erythrozyten wurden zweimal mit 5 ml einer EDTA-haltigen Natriumchloridldsung
(28,64 g Na,EDTA x H,O + 7 g NaCl / Liter Reinstwasser, pH 7,4) gewaschen und
anschliel3end zentrifugiert (3000 x g, 20 min, 4 °C). Die gewaschenen Erythrozyten wurden
in Eppendorfgefalie tberfiihrt und zur Hamolyse fur mindestens 24 h bei -80 °C aufbewabhrt.
Anschlielend wurden die Proben aufgetaut und im Verhaltnis 1:5 mit Reinstwasser verdunnt.
Das verdunnte Erythrozyten-Hamolysat (1 ml) wurde mit 100 pl einer 30%igen SSA versetzt,
gevortext und 60 Minuten bei 4 °C inkubiert. Nach anschliel3ender Zentrifugation (3000 x g,
20 min, 4 °C) wurde der proteinfreie Uberstand in EppendorfgefaRe aliquotiert und bei -80 °C
bis zur Analyse (Kapitel 4.5) aufbewahrt.

4.4.2 Urinsammlung und Aufbereitung der Urinproben

Die Probanden sammelten ihren Urin in 24-Stunden-Urin-Probebehéltern (2 L, Sarstedt,
Numbrecht), die entsprechend der Zeitintervalle (Nuchtern, 0 - 3 h und 3 - 24 h) beschriftet
wurden. Nach Abgabe der Probebehdlter wurde das Urinvolumen bestimmt, um die
Stoffmengen von L-Theanin, der proteinogenen Aminosauren und Ethylamin im Urin zu
berechnen. Jeweils 1 ml Urin (ohne Zusatze, bei 4 °C gelagert) wurde mit 100 pl einer
30%igen SSA versetzt, gevortext und 60 Minuten bei 4 °C inkubiert. Nach Zentrifugation
(3000 x g, 20 min, 4 °C) wurde der proteinfreie Uberstand in Falcon®-Réhrchen aliquotiert

und bei -80 °C bis zur Analyse (Kapitel 4.5) aufbewahrt.

4.5  Analytik von L-Theanin, der proteinogenen Amino  sauren und Ethylamin

Die Konzentration von L-Theanin, der proteinogenen Aminosauren und Ethylamin in Kapseln
und Grintee sowie in den deproteinisierten Proben von Plasma, Erythrozyten und Urin

wurde mittels reversed-phase HPLC (RP-HPLC) und anschlieRender Fluoreszenzdetektion
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ermittelt. Vorab erfolgte eine Vorsdulenderivatisierung mit

Orthophtaldehyd und

3-Mercaptopropionséure (OPA/3-MPA) in Anlehnung an Flrst et al. [43-45].

Folgende Gerate und Materialien (Tabelle 4) wurden bendtigt:

Tabelle 4: Gerate und Materialien.

Gerate/Materialien Hersteller Produktnummer
HPLC-System
HPLC-Sample Injector Sykam, Furstenfeldbruck, D S5200
HPLC-Solvent Delivery System Sykam, Furstenfeldbruck, D S2100
Saulenofen Sykam, Furstenfeldbruck, D 171023
Inertsil-Saule VDS Optilab, Berlin, D ODS-2,5 umx4,6 mm
Fluoreszenzdetektor Shimadzo, Tokio, J RF-10 A XL
Sonstige Gerate
Zentriguge Eppendorf, Hamburg, D 5415 R
Megafuge Heraeus, Hanau, D 10R
Analysenwaage Sartorius, Gottingen, D TE 2145-OCE
Vortexer VWR, Darmstadt, D VV3
Wasseraufbereitungsanlage TKA, Niederelbert, D ASTM |

Verbrauchsmaterial
Eppendorf Safe Lock® 1,5 ml
Falcon® Tubes 15 ml
Glasvials 2 ml
Bordelkappe
Membranfilter 0,45 pm

Reagenzien
L-Theanin
Ethylamin
Aminosaurenstandardlésung
L-Norvalin
3-Mercaptopropionsaure
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid-Platzchen
Borséaure
Ethylendiamintetraessigsaure

Methanol (HPLC Grade)
5-Sulfosalicylsaure
Tetrahydroforan Solv
o-Phthaldialdehyd
Acetonitril (HPLC Grade)

Merck, Darmstadt, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
Macherey-Nagel, Diren, D
Macherey-Nagel, Diren, D
Whatman, Dassel, D

Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D

J.T. Baker, Miinchen, D
J.T. Baker, Minchen, D
AppliChem, Darmstadt, D
Serva, Heidelberg, D
VWR, Darmstadt, D

0030.120.086
AN 76.1

702 01HP
702 56

OE 67

T6576

283-1
AA-S-18
N-7627
M-6750
1.06346

6580
1.06498.1000
160

8418

8402

1198
11595
3280.01
20060.320
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Folgende Losungen wurden benttigt:

e Boratpuffer, 1,0 M, pH 10,2
61,8 g Borsédure wurden in 800 ml Reinstwasser geldst und bei 21 °C auf pH 10,2 durch
langsame Zugabe von NaOH-Platzchen eingestellt. AnschlieRend wurde mit Reinstwasser
auf 1 L aufgefullt und der Puffer bei 4 °C gelagert.

e Fallungsreagenz, 30% SSA, 1 mM L-Norvalin (Nva)
35 g SSA und 11,72 mg Nva wurden in 100 ml Reinstwasser geldst und bei 4 °C gelagert.

¢ L-Theanin- und Ethylamin-Stammldsung, 2,5 mM
21,77 mg L-Theanin und 10,19 mg Ethylamin wurden in 50 ml HCI (0,1%) gelést und bei
-80 °C aufbewabhrt.

e OPA-Stammlésung, 47,6 mM
50 mg OPA wurden in 4,5 ml Methanol geldst, mit 50 ul 3-MPA und 500 pl Boratpuffer versetzt
und bei 4 °C gelagert.

e OPA-Arbeitslésung, 5 mM (taglich frisch angesetzt)
500 pl der OPA-Stammldsung wurden 1:5 mit 7 ml Boratpuffer (1,0 M, pH 10,2) verdinnt.

« Natriumphosphatpuffer, 12,5 M, pH 7,2
1,55 g NaH,PO, und 2,78 Na,HPO, wurden in 2,15 L Reinstwasser geldst, durch einen
4,5 um Membranfilter gegeben und das Filtrat bei 4 °C gelagert.

e Standardlésung, 2,08 UM
200 pl der L-Theanin- und Ethylamin-Stammlésung und 200 pl der Aminosaurenstandard-
[6sung wurden mit 200 ml Reinstwasser und 40 ml Boratpuffer (1,0 M, pH 10,2) verdinnt und
bei -80 °C aufbewahrt.

Probenvorbereitung

Von den proteinfreien Uberstanden aller Proben wurden jeweils 20 pl zu 1 ml Reinstwasser
und 0,2 ml Boratpuffer in Glasvials pipettiert und gevortext. Die Glasvials wurden entweder
sofort in den auf 4 °C gekihlten Probengeber gestellt und innerhalb von 24 h analysiert oder
bei -80 °C bis zur Analyse (Kapitel 4.5) aufbewabhrt.

Jede Probe wurde vollautomatisch mit OPA/3-MPA derivatisiert und anschlie3end auf die
Saule injiziert. Die Trennung von L-Theanin, der proteinogenen Aminosauren und Ethylamin
erfolgte mittels ansteigender Acetonitril-Gradientenelution auf einer RP-HPLC-Saule. Diese

wurde im S&ulenofen auf 23 °C temperiert.

19



Material und Methoden

Chromatographiebedingungen

¢ FluBRrate: 0,9 ml/min

* Eluent A: 1,4% Tetrahydrofuran in Natriumphosphatpuffer (12,5 mM, pH 7,2)

* Eluent B: 36% Methanol, 16% Acetonitril, 48% Natriumphosphatpuffer
(12,5 mM, pH 7,2)

e Saule: Inertsil RP-C18, 5 um, 250 x 4,6 mm

* Gradient: 0 - 17 min, 5 - 30% B; 17 - 37 min, 30 - 65% B; 37 - 50 min, 65 - 100% B;
50 - 52 min, 100 - 5% B

* Fluoreszenzdetektion: Anregung (Aex) mit 330 nm, Emission (Aem) bei 450 nm

Abbildung 4 zeigt ein typisches Chromatogramm der Standardldsung. Abbildungen 5 - 9
zeigen typische Chromatogramme von Kapselinhalt und Grintee sowie von Plasma,

Erythrozyten und Urin.
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=
=
sl &
b3 =
™ JE = 2 £
@ = = & ]
™ =
@
p o= P =
E 3 =% . & 2
[
@ % (=
= =
= £
[
o L]
: L L
J L ]
T T T
0 10 20 3o 40 50

Zeit [min]

Abbildung 4: Chromatogramm der Standardlésung.

Konzentration der Aminosauren und Ethylamin in der Standardlésung: 2,08 pM. HPLC-Analyse:
Vorsaulenderivatisierung mit Orthophtaldehyd und 3-Mercaptopropionsdure. Fluoreszenzdetektion:
Aex: 330 Nnm, A 450 nm; Laufmittel: Natriumphosphatpuffer mit Tetrahydrofuran (1,4%), Methanol,
Acetonitril (48/36/16; v/v/v); 0,9 ml/min; Injektionsvolumen: 20 pl. AaBb, alpha-Aminobuttersdure ; Ala,
Alanin; Asn, Asparagin; Arg, Arginin; Cit, Citronin; Eth, Ethylamin; Glu, Glutaminsaure; GIn, Glutamin;
Gly, Glycin; His, Histidin; lle, Isoleucin; Leu, Leucin; Lys, Lysin; Met, Methionin; Nva, L-Norvalin; Orn,
Ornithin; Ser, Serin; Tau, Taurin; Thea, Theanin; Thr, Threonin; Tyr, Tyrosin; Val, Valin.
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Abbildung 5: Chromatogramm des Inhalts einer Kapsel Suntheanine®.

HPLC-Analyse: Vorsaulenderivatisierung mit Orthophtaldehyd und 3-Mercaptopropionsaure. Fluor-
eszenzdetektion: Ag,: 330 nm, Aen: 450 nm; Laufmittel: Natriumphosphatpuffer mit Tetrahydrofuran
(1,4%), Methanol, Acetonitril (48/36/16; v/v/v); 0,9 ml/min; Injektionsvolumen: 20 pl. Thea, L-Theanin;
Nva, L-Norvalin.
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Abbildung 6: Chromatogramm des Grintees Lung Ching.

HPLC-Analyse: Vorsaulenderivatisierung mit Orthophtaldehyd und 3-Mercaptopropionsaure. Fluor-
eszenzdetektion: A 330 nm, Aem: 450 nm; Laufmittel: Natriumphosphatpuffer mit Tetrahydrofuran
(1,4%), Methanol, Acetonitril (48/36/16; v/v/v); 0,9 ml/min; Injektionsvolumen: 20 pul. Ala, Alanin; Asn,
Asparagin; Arg, Arginin; Eth, Ethylamin; Glu, Glutaminsaure; GIn, Glutamin; Gly, Glycin; His, Histidin;
lle, Isoleucin; Leu, Leucin; Lys, Lysin; Met, Methionin; Nva, L-Norvalin; Ser, Serin; Tau, Taurin; Thea,
Theanin; Tyr, Tyrosin; Val, Valin.
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Abbildung 7: Chromatogramme von Plasmaproben, gewonnen vor (A) und 1 h nach Bolusgabe (B)
von 100 mg L-Theanin als Kapsel.

HPLC-Analyse: Vorsaulenderivatisierung mit Orthophtaldehyd und 3-Mercaptopropionsaure. Fluor-
eszenzdetektion: A 330 nm, Aem: 450 nm; Laufmittel: Natriumphosphatpuffer mit Tetrahydrofuran
(1,4%), Methanol, Acetonitril (48/36/16; v/v/v); 0,9 ml/min; Injektionsvolumen: 20 ul. AaBb, alpha-
Aminobuttersdure; Ala, Alanin; Asn, Asparagin; Arg, Arginin; Cit, Citronin; Eth, Ethylamin; Glu,
Glutaminsaure; Gln, Glutamin; Gly, Glycin; His, Histidin; lle, Isoleucin; Leu, Leucin; Lys, Lysin; Met,
Methionin; Nva, L-Norvalin; Orn, Ornithin; Ser, Serin; Tau, Taurin; Thea, Theanin; Thr, Threonin; Tyr,
Tyrosin; Val, Valin.
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Abbildung 8: Chromatogramme von Erythrozytenhdmolysat, gewonnen vor (A) und 1 h nach Bolus-
gabe (B) von 100 mg L-Theanin als Griintee.

HPLC-Analyse: Vorsaulenderivatisierung mit Orthophtaldehyd und 3-Mercaptopropionséaure. Fluor-
eszenzdetektion: A 330 nm, Aem: 450 nm; Laufmittel: Natriumphosphatpuffer mit Tetrahydrofuran
(1,4%), Methanol, Acetonitril (48/36/16; v/v/v); 0,9 ml/min; Injektionsvolumen: 20 ul. AaBb, alpha-
Aminobuttersdure; Ala, Alanin; Asn, Asparagin; Arg, Arginin; Cit, Citronin; Eth, Ethylamin; Glu,
Glutaminsaure; GIn, Glutamin; Gly, Glycin; His, Histidin; lle, Isoleucin; Leu, Leucin; Lys, Lysin; Met,
Methionin; Nva, L-Norvalin; Orn, Ornithin; Ser, Serin; Tau, Taurin; Thea, Theanin; Thr, Threonin; Tyr,
Tyrosin; Val, Valin.
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Abbildung 9: Chromatogramm einer Urinprobe, gewonnen 0 - 3 h nach Bolusgabe von 100 mg
L-Theanin als Kapsel.

HPLC-Analyse: Vorsdulenderivatisierung mit Orthophtaldehyd und 3-Mercaptopropionséaure. Fluor-
eszenzdetektion: Ag: 330 nm, Aem: 450 nm; Laufmittel: Natriumphosphatpuffer mit Tetrahydrofuran
(1,4%), Methanol, Acetonitril (48/36/16; v/v/v); 0,9 ml/min; Injektionsvolumen: 20 ul. AaBb, alpha-
Aminobuttersdure; Ala, Alanin; Asn, Asparagin; Arg, Arginin; Cit, Citronin; Eth, Ethylamin; Glu,
Glutaminsaure; Gln, Glutamin; Gly, Glycin; His, Histidin; lle, Isoleucin; Leu, Leucin; Lys, Lysin; Met,
Methionin; Nva, L-Norvalin; Orn, Ornithin; Ser, Serin; Tau, Taurin; Thea, Theanin; Thr, Threonin; Tyr,
Tyrosin; Val, Valin.

Die HPLC-Analytik fur den Nachweis proteinogener Aminosauren im biologischen Material
wurde bereits in friheren Arbeiten validiert [43-45]. Das Detektionslimit far alle
proteinogenen Aminosauren lag bei einem Signal/Rausch-Verhaltnis von 2,5:1 bei 8 pmol/l.
Die Reproduzierbarkeit der proteinogenen Aminosauren lag zwischen 0,7% und 4,3% (Intra-

und Interassayvarianz).

Die 0.g. HPLC-Analytik wurde ergéanzend fir den Nachweis von L-Theanin und Ethylamin
validiert. Sowohl L-Theanin als auch Ethylamin konnten anhand der Standardlésung Uber die
Retentionszeit eindeutig identifiziert werden (Abbildung 4). Bestimmungs- und
Nachweisgrenze von L-Theanin und Ethylamin wurden nach der Methode der Deutschen
Forschungsgemeinschaft ermittelt [46]. Die Bestimmungsgrenze fir L-Theanin lag bei
0,02 ymol/l und fur Ethylamin bei 0,1 pmol/l (Signal/Rausch-Verhéltnis: 2,5:1). Die
entsprechende Nachweisgrenze lag bei 0,01 umol/l bzw. 0,08 pumol/l. Reproduzierbarkeit und
Linearitdt von L-Theanin und Ethylamin wurden mittels Standardlésungen (Konzentrations-
bereich: 0,005 - 50 umol/l) untersucht. Als Mal3 fiur die Reproduzierbarkeit wurde der
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Variationskoeffizient fir 10 Analysen der Standardldsung berechnet. Dieser lag fur L-Theanin
und Ethylamin bei < 1% (Intra- und Interassayvarianz). Die Linearitdt von L-Theanin und
Ethylamin war fur Konzentrationen zwischen der jeweiligen Nachweisgrenze und 50 pmol/l
gegeben (r > 0,95). Die Wiederfindung von L-Theanin und Ethylamin in Reinstwasser,
Plasma, Erythrozyten und Urin lag bei 95% bis 108%.

Berechnung der Konzentration von L-Theanin, der pro  teinogenen Aminosauren und

Ethylamin

Zur quantitativen Auswertung wurde fir jede Probenserie der Mittelwert der Standards vor
und nach der Serie herangezogen, wobei die entsprechende Standardlésung jeweils nach
10 bis 12 Proben analysiert wurde. Die Korrektur von Pipettierungenauigkeiten erfolgte mit

Hilfe eines internen Standards (1 mM L-Norvalin), welcher der SSA-LOsung zugesetzt wurde.

Die Konzentration von L-Theanin, der proteinogenen Aminosauren und Ethylamin in jeder

Probe wurde anhand der integrierten Peakflachen nach folgender Gleichung berechnet:

A Flache .
Konz. — FulaChe PROBE _ Norvalin prose % Egktor
PROBE Flache Flache .
STANDARD Norvalin sTanparD
Konz

NorvalinnachSSAFallung

Faktor

x Konz x VerdinnunglurchSSA
Konz PROBE

Norvalin stanparD

90,91 [nmol /mi]

x 2,08 [nmol/mi] x 11 = 100
2,08 [nmol/ml]

Die Integration der Peakflachen erfolgte mit Hilfe der Software ChromStar 7, Version 1.1.6.7

(Software fur Chromatographie und Prozessanalytik, Weyhe-Leeste).
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4.6 Statistik

4.6.1 Simulation der Plasmakinetik von L-Theanin im Ein-Kompartiment-Modell

Die Plasmakinetik von L-Theanin wurde mit Hilfe eines Ein-Kompartiment-Modells simuliert,
um neben den kinetischen Parametern AUC, Cn.x und tn.x weitere Kenngrol3en zur
Einschatzung der Bioverfugbarkeit, der Umsatzgeschwindigkeit und der Verteilung von

L-Theanin im Organismus zu erhalten.

L-Theanin ist wasserloslich und verteilt sich nach oraler Gabe rasch iber das Blut in die
peripheren Organe [20]. Da das Blut und die gut durchbluteten Organe (z.B. Leber, Herz,
Gehirn und Nieren) als ein zentrales Kompartiment definiert werden kénnen, wurde der
Verlauf der Plasmakonzentration von L-Theanin nach Kapsel- und Griinteeverzehr im Ein-
Kompartiment-Modell simuliert. Bei oraler Applikation wird die Konzentration von L-Theanin
im Plasma von der gleichzeitig ablaufenden Absorption und Elimination, einer Kinetik
1. Ordnung, bestimmt. Dabei wird der Organismus als ein Kompartiment betrachtet, in dem
sich durch schnelle Verteilung von L-Theanin ein Flie3gleichgewicht zwischen allen

Bestandteilen des Verteilungsraumes einstellt.

Um die Verzdgerung zwischen der oralen Aufnahme von L-Theanin und dem Auftreten von
L-Theanin im Plasma zu berlcksichtigen, wurde das Modell durch eine Time lag bzw.

Verzégerungszeit erganzt und durch folgende Gleichung beschrieben [47]:

axk,
kl_kZ

x (e'kz>< (t-tag) _ e_klx (I_tlag))

Hierbei bezeichnet c, die Plasmakonzentration von L-Theanin [umol/l] zum Zeitpunkt t [h] und
a die Konzentration von L-Theanin, die nach Absorption im Organismus erreicht wird. Die
Konzentration a resultiert aus dem Quotient aus der verabreichten L-Theanindosis D [umol],
korrigiert mit dem Faktor f fir eventuelle Verluste und Verdnderungen von L-Theanin in

Magen, Darm und/oder Leber, und dem hypothetischen Verteilungsvolumen Vi, [L]:

Dx f
V,

hyp

Die Geschwindigkeitskonstante k; gibt die L-Theaninmenge an, die pro Zeiteinheit in den
Organismus gelangt [h™]. Die Eliminationsgleichgewichtskonstante k, entspricht dem Anteil

des Verteilungsvolumens, der in einer Stunde von L-Theanin ,befreit* wird [h™]. t ist die Zeit
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[h] und t,y die Time lag bzw. Verzogerungszeit zwischen der oralen Aufnahme von

L-Theanin und dem Auftreten von L-Theanin im Plasma [h].

Die Modellparameter a, ki, k, und t,y wurden fir jeden Probanden durch nichtlineare
Regression mit Hilfe des Bootstrap-Verfahrens (SPSS, Version 19.0, Chicago, IL, USA)
geschatzt [47]. Durch Einsatz von a, ki, k; und t54 in die Gleichung des Ein-Kompartiment-
Modells wurden fehlende Messwerte (c;) interpoliert und die Konzentrations-Zeit-Kurve von

L-Theanin fur jeden Probanden simuliert.

Auf Basis der Modellparameter a, kj, k, und ti,g wurden zudem die kinetischen Parameter von

L-Theanin im Plasma fiir jeden Probanden berechnet [47]:

Die Flache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve [AUC; pumol/l x h]:

AUC = 2
k2

e Die Zeit bis zum Erreichen der maximalen Plasmakonzentration [tyax; h]:

. In k,=In k;
max k2 _kl

* Die maximale Plasmakonzentration von L-Theanin [Cyax, pmol/l]:

axk;
Cmax -
k1 - kz

x (e—kzx trex e—klx trmax )

« Die Absorptionshalbwertszeit [ty o; h]:
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Die AUC und C,,.x wurden anschlielBend auf ein Kérpergewicht von 70 kg korrigiert (Cmax.7o;
AUC).

Die Varianzen der kinetischen Parameter wurden anhand der Standardabweichungen von a,
ki, ko und ti,g und deren Korrelationen (SPSS) mittels Kovarianz-Matrix berechnet. Um die
Heterogenitat der Varianzen zu bericksichtigen, wurden die Parameter anhand ihrer
Standardabweichungen gewichtet (Anhang C), wobei das Gewicht W; inversiv proportional

zur Varianz oi%ist;
1
W= —
i
Die Ergebnisse wurden als gewichtete Mittelwerte (MW) + Standardfehler (SEM) angegeben.

4.6.2 Kinetik der proteinogenen Aminosauren und Eth  ylamin

Die Kinetik der proteinogenen Aminosauren und Ethylamin im Plasma sowie aller
Substanzen in den Erythrozyten wurde durch Cpa [umol/l], tmax [h] und die AUC [umol/l x h]
beschrieben. Cax und tna wurden anhand der Konzentrations-Zeit-Kurven ermittelt und die
AUC mit Hilfe der Trapezregel berechnet. Ca und AUC wurden anschlieBend auf ein
Kdrpergewicht von 70 kg korrigiert (Cmax.70; AUC0). Da Glutaminsdure bereits vor Aufnahme
der Studienprodukte in Plasma und Erythrozyten nachweisbar war, wurde die jeweilige
Baseline-Konzentration von Glutaminsdure vor Berechnung der kinetischen Parameter von

den Konzentrationen nach Intervention subtrahiert.

Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte (MW) + Standardabweichung (SD) und bei fehlender

Normalverteilung als Median und Quartile angegeben.

4.6.3 Analytische Statistik

Die Verteilung der metrischen Daten wurde mittels Kolmogorov-Smirnow-Test geprift. Falls
keine Normalverteilung vorlag, wurden die Daten vor der statistischen Auswertung
logarithmiert (Ethylamin im Plasma und L-Theanin in den Erythrozyten), um eine

Normalverteilung zu erzielen.

Der Einfluss von Zeit, Intervention und Interaktionen von Zeit und Intervention (Zeit x
Intervention) auf die gemessenen Konzentrationen von L-Theanin, der nicht-proteinogenen

Aminosauren und Ethylamin in Plasma und Erythrozyten wurde mit Hilfe der ANOVA
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untersucht. Wenn ein Einfluss der Zeit auf die Konzentration festgestellt werden konnte,
wurden die Unterschiede zwischen den einzelnen Zeitpunkten mittels Post hoc Tukey-Test
analysiert. Die kinetischen Parameter von L-Theanin, der proteinogenen Aminosauren und
Ethylamin in Plasma und Erythrozyten sowie deren Stoffmenge im Urin nach Kapsel- und
Grinteeverzehr (s.0) wurden mittels gepaarten T-Tests miteinander verglichen, falls eine
Normalverteilung der Daten angenommen werden konnte. Andernfalls wurde der Mann-
Whitney U-Test angewendet. Um dosisabhéangige Effekte zu untersuchen, wurde die AUCq
von L-Theanin, der proteinogenen Aminosauren und Ethylamin in Plasma und Erythrozyten
nach Bolusgabe von 50 mg, 100 mg und 200 mg isoliertem L-Theanin mittels ANOVA und

anschlielendem Post hoc Tukey-Test miteinander verglichen.

Als Signifikanzniveau wurde a = 0,05 festgelegt. Bei normalverteilten Daten wurden die
Ergebnisse als Mittelwerte (MW) < Standardabweichung (SD) und bei fehlender
Normalverteilung als Median und Quartile angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte
mittels SPSS 19.0.
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5 Ergebnisse

5.1 Probanden und Compliance

Die Probanden waren im Durchschnitt 28,7 + 3,8 Jahre alt, wogen 68,7 + 9,6 kg und der BMI
lag bei 22,3 + 1,5 kg/m?. Da es sich um gesunde Probanden handelte, die beziiglich Alter
und BMI vergleichbar waren, kann man davon ausgehen, dass die Plasmakinetik, der

Metabolismus und die Ausscheidung von L-Theanin ebenfalls vergleichbar waren.

Alle 12 Probanden beendeten die Studie. Die Proben von Plasma und Erythrozyten konnten
von allen Teilnehmern analysiert und ausgewertet werden. Da zwei Probanden kein Urin
sammelten, wurden die Urinproben von insgesamt 10 Teilnehmern analysiert und

ausgewertet.

Laut Ernahrungsprotokoll verzehrten die Probanden vier Tage vor und wahrend der
Untersuchung — abgesehen von den Studienprodukten — keine theaninhaltigen Lebensmittel.
Zur Baseline waren L-Theanin und Ethylamin in Plasma, Erythrozyten und Urin der

Probanden konsequenterweise nicht nachweisbar.

5.2  Simulation der Plasmakinetik von L-Theanin im E  in-Kompartiment-Modell

Fir die Simulation der Konzentrations-Zeit-Kurven von L-Theanin im Plasma wurden die
Modellparameter a, ki, k, und t,y auf Basis der Messwerte flr jeden Probanden geschatzt
(Tabelle 5).

Tabelle 5: Modellparameter fir die Simulation der Konzentrations-Zeit-Kurve von L-Theanin im
Plasma nach Bolusgabe von 100 mg L-Theanin als Kapsel und Grintee.

a [umol/l] ki [] kz [n™] tiag [h]
Kapsel
Proband 1 26,72 + 2,84 3,43 £ 1,26 0,41 £ 0,10 0,45 + 0,06
Proband 2 26,88 + 4,93 1,36 + 0,07 0,35 + 0,08 0,49 + 0,13
Proband 3 31,50 + 2,83 7,42 + 6,52 0,76 + 0,18 0,44 £ 0,09
Proband 4 35,17 + 3,60 6,50 + 3,80 0,41 + 0,08 0,38 + 0,10
Proband 5 30,34 + 2,93 2,25 + 2,22 0,46 £ 0,10 0,44 £ 0,09
Proband 6 37,97 + 4,65 3,61 + 2,77 0,59 + 0,17 0,39 + 0,09
Proband 7 25,33 + 1,99 3,31 + 3,86 0,58 + 0,08 0,43 £ 0,09
Proband 8 39,16 + 2,89 6,90 + 3,27 0,61 + 0,10 0,45 + 0,07
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a [umol/] ko [h] ke [7] tsg [n]
Proband 9 62,50 * 9,34 1,78 + 1,37 0,97 = 0,20 0,50 = 0,19
Proband 10 31,49 + 3,62 2,83 £ 3,29 0,40 + 0,06 0,37 + 0,09
Proband 11 32,39 + 2,18 6,26 + 2,57 0,55 * 0,06 0,39 * 0,09
Proband 12 42,37 + 9,39 164 + 1,61 0,69 + 0,32 0,46 + 0,08
Grintee
Proband 1 26,88 * 2,24 7,36 £ 1,51 0,35 * 0,09 0,48 * 0,12
Proband 2 31,50 + 2,59 5,42 + 6,51 0,76 = 0,14 0,44 + 0,14
Proband 3 66,86 * 11,5 0,87 = 1,52 0,87 = 0,29 0,26 = 0,32
Proband 4 62,23 + 4,80 0,99 + 0,05 0,99 + 0,03 0,19 + 0,04
Proband 5 53,77 * 16,1 0,75 * 0,92 0,75 = 0,30 0,33 = 0,23
Proband 6 46,26 * 6,06 159 + 141 0,60 + 0,12 0,24 + 0,14
Proband 7 25,17 + 3,56 4,28 + 1,23 0,49 * 0,06 0,35 = 0,05
Proband 8 36,39 + 2,36 6,28 + 2,10 0,51 + 0,06 0,32 + 0,11
Proband 9 48,59 + 9,06 2,35 £ 1,24 0,57 + 0,18 0,23 * 0,08
Proband 10 45,52 + 3,93 2,12 £ 0,71 0,59 + 0,08 0,24 + 0,08
Proband 11 27,71 £ 3,57 3,99 + 2,22 0,32 = 0,10 0,37 = 0,14
Proband 12 37,46 + 3,51 2,35 + 2,28 0,55 + 0,09 0,17 + 0,20

Daten: MW + SD. a, Konzentration von L-Theanin, die nach Absorption den Organismus erreicht
[umol/l]; k;, Absorptionskonstante [h'l]; k,, Eliminationskonstante [h'l]; tiag, Verzogerungszeit zwischen

der oralen Aufnahme von L-Theanin und dem Auftreten von L-Theanin im Plasma [h].

Durch Einsatz von a, ki, k, und tg in das Ein-Kompartiment-Modell (Kapitel 4.6.1) konnten

die fehlenden Messwerte interpoliert und die Konzentrations-Zeit-Kurven von L-Theanin im

Plasma fur alle 12 Probanden simuliert werden. Die Quadratsumme der Residuen lag dabei

zwischen 0,9 und 1 (Abbildung 10 und Abbildung 11), was fir eine gute Anpassung der

simulierten Regressionskurve an die gemessenen Plasmakonzentrationen von L-Theanin

spricht.

Abbildung 10 zeigt die simulierten Konzentrations-Zeit-Kurven und die Messwerte von

L-Theanin im Plasma der 12 Probanden nach Aufnahme von 100 mg isoliertem L-Theanin.
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Abbildung 10: Simulierte Konzentrations-Zeit-Kurven und Messwerte von L-Theanin im Plasma nach
Die Punkte kennzeichnen die gemessenen
Konzentrationen von L-Theanin im Plasma zur Baseline sowie 0,5 h, 0,75 h, 1 h, 1,5 h, 2 h, 3 h und
24 h nach Bolusgabe. Die Kurve wurde mit Hilfe des Ein-Kompartiment-Modells simuliert.

Bolusgabe von 100 mg L-Theanin als Kapsel.

QR, Quadratsumme der Residuen.

Abbildung 11 zeigt die simulierten Konzentrations-Zeit-Kurven und die Messwerte von

L-Theanin im Plasma der 12 Probanden nach Aufnahme von 100 mg L-Theanin als Griintee.
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Abbildung 11: Simulierte Konzentrations-Zeit-Kurven und Messwerte von L-Theanin im Plasma nach
Bolusgabe von 100 mg L-Theanin als Grintee. Die Punkte kennzeichnen die gemessenen
Konzentrationen von L-Theanin im Plasma zur Baseline sowie 0,5 h, 0,75 h, 1 h, 1,5 h, 2 h, 3 h und
24 h nach Bolusgabe. Die Kurve wurde mit Hilfe des Ein-Kompartiment-Modells simuliert.
RQ, Quadratsumme der Residuen.

Weiterhin wurden auf Grundlage der Modellparameter die kinetischen Parameter AUC-,

Crmax70, tmaxs t12,a, taz,e Und Vi, berechnet (Tabelle 6).

Tabelle 6: Plasmakinetik von L-Theanin nach Bolusgabe von 100 mg L-Theanin als Kapsel und
Gruntee.

Kapsel Grintee
AUCo [umol/l x h] 57,1 = 3,6 56,2 + 2.2
Crax70 [Hmol/[] 243 + 57 265 + 52
tmax [N] 0,8 = 0,02 08 + 0,01
tiza [N] 03 = 001 0,2 + 0,01
tie [N] 1,2 + 0,03 0,8 + 0,01
Vhyp [L] 17,1 + 0,6 158 + 0,6

Daten: Gewichtete MW + SEM (n = 12), berechnet mit Hilfe des Ein-Kompartiment-Modells. AUC,
Flache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve, korrigiert auf ein Kérpergewicht von 70 kg [umol/l x h];
Cmax70, maximale Konzentration von L-Theanin im Plasma, korrigiert auf ein Koérpergewicht von 70 kg
[umol/l]; tmax, Zeit bis zum Erreichen der maximalen Konzentration von L-Theanin im Plasma [h]; ti/.a,
Absorptionshalbwertszeit [h]; ti.., Eliminationshalbwertszeit [h]; Vi, hypothetisches Verteilungs-
volumen [L].
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5.3 Anderungen des Aminosaureprofils in Plasma, Ery  throzyten und Urin

5.3.1 Plasma

L-Theanin und Ethylamin waren vor Intervention nicht im Plasma nachweisbar, die

Konzentration von Glutaminsaure im Plasma lag zur Baseline bei 20,7 + 6,2 umol/l.

Die Plasmakonzentration von L-Theanin stieg nach Aufnahme von Kapsel und Griintee an,
wobei sich die Konzentrationen zu allen Zeitpunkten bis 3 h nach Intervention voneinander
unterschieden (P < 0,001). Nach 24 h erreichte L-Theanin wieder die Konzentration zur
Baseline. Abbildung 12 zeigt die durchschnittichen Konzentrationen von L-Theanin im

Plasma der 12 Probanden nach Kapsel- und Griinteeaufnahme.
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Abbildung 12: Konzentration von L-Theanin im Plasma nach Bolusgabe von 100 mg L-Theanin als
Kapsel (A) und Griintee (B). Daten: MW £ SD (n = 12). Zeitpunkte mit verschiedenen Buchstaben
unterscheiden sich bzgl. der Konzentration signifikant voneinander.
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Die maximale Plasmakonzentration von L-Theanin wurde 0,8 h nach Aufnahme von Kapsel
(Chax70: 24,3 £5,7 umol/l, n = 12) und Griintee (Cnax 70: 26,5 £ 5,2 pmol/l, n = 12) erreicht.

Die AUC;, von L-Theanin im Plasma anderte sich dosisabhangig nach Bolusgabe von 50 mg
(35,5 £ 10,7 pmol/l x h, n = 3), 100 mg (65,4 + 17,6 pmol/l x h, n = 3) und 200 mg L-Theanin
(173,4 £ 23,0 pmol/l x h, n = 3), da sich die AUC;, nach Aufnahme dieser Dosen signifikant
voneinander unterschieden (alle Vergleiche: P < 0,05). Abbildung 13 zeigt die dosis-
abhangige Anderung von L-Theanin im Plasma nach Bolusgabe von 50 mg, 100 mg und
200 mg L-Theanin.

—>—200 mg
—e—100 mg

=—50 mg

L-Theanin Plasma [umol/l]

Abbildung 13: Konzentration von L-Theanin im Plasma nach Bolusgabe von 50 mg, 100 mg und
200 mg L-Theanin als Kapsel. Daten: MW + SD (n = 3).

Die Konzentration von Ethylamin im Plasma war 0,5 h (P = 0,016), 0,75 h (P = 0,001), 1 h,
1,5h, 2 h, 3 hund 24 h (alle Zeitpunkte: P < 0,001) nach Kapsel- und Griinteeaufnahme im
Vergleich zur Baseline erhoht. Die maximale Plasmakonzentration von Ethylamin wurde
5,4 h nach Kapselaufnahme (6,1 £ 3,7 umol/l, n = 12) und 5,2 h nach Griinteeverzehr (8,2 £
4,2 umol/l, n = 12) erreicht.

Die Konzentration von Glutaminsaure im Plasma stieg 0,75 h (P = 0,012) und 1 h (P = 0,009)
nach Aufnahme beider Studienprodukte im Vergleich zur Baseline an; wobei die Cyax70 VON
Glutaminséaure 1,3 h nach Kapselaufnahme (Cpax70: 12,9 £ 9,1 pmol/l, n =12) und 1,6 h nach

Grunteeverzehr (Crax7o: 13,1 £ 4,1 umol/l, n = 12) erreicht wurde.
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Abbildung 14 zeigt die durchschnittlichen Konzentrationen von Ethylamin und Glutaminséure
im Plasma der 12 Probanden nach Kapsel- und Griinteeaufnahme.
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Abbildung 14: Konzentration von Ethylamin und Glutaminsaure im Plasma nach Bolusgabe von
100 mg L-Theanin als Kapsel (A und C) und Griintee (B und D). Daten: MW % SD (n = 12). Zeitpunkte
mit verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich bzgl. der Konzentration signifikant voneinander.

Die AUC;, von Ethylamin im Plasma stieg dosisabhangig nach Aufnahme von 50 mg (54,2
23,7 pmol/l x h, n = 3), 100 mg (98,3 = 75,4 pmol/l x h, n = 3) und 200 mg L-Theanin
(251,3 £ 61,3 pmol/l x h, n = 3) an (alle Vergleiche: P < 0,05) (Abbildung 15). Die AUC;, von

Glutaminsaure im Plasma war dagegen unabhangig von der L-Theanindosis.
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Abbildung 15:
200 mg L-Theanin als Kapsel. Daten: MW + SD (n = 3).

Konzentration von Ethylamin im Plasma nach Bolusgabe von 50 mg, 100 mg und
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Alle kinetischen Parameter von L-Theanin, Ethylamin und Glutaminsaure im Plasma waren
nach Bolusgabe von 100 mg L-Theanin in isolierter Form und in Form von Griintee

vergleichbar (Tabelle 7).

Tabelle 7: Plasmakinetik von L-Theanin, Ethylamin und Glutaminsdure nach Bolusgabe von 100 mg
L-Theanin als Kapsel und Grintee.

Kapsel Grintee

L-Theanin

AUC, [umol/l x h] 57,1 + 3,6 56,2 + 22

Crax70 [Hmol/l] 243 + 57 265 + 52

tmax [h] 08 + 0,02 0,8 += 0,01

tipa [N] 03 + 0,01 0,2 + 0,01

tize [N] 1,2 + 0,03 0,8 + 0,01

Vi [L] 171 + 0,6 158 + 0,6
Ethylamin

AUC,, [umol/l x h] 101,3 = 75,1 109,2 + 83,7

Crax7o [Umol/l] 6,1 + 3,7 82 + 42

tmax [h] 54 + 87 52 + 8,8
Glutaminsaure

AUC,q [umol/l x h] 389 + 136 41,7 + 16,5

Crmax70 [Hmol/l] 129 + 91 131 + 41

tmax [N] 13 =+ 04 16 + 0,2

Daten: Gewichtete MW + SEM fir L-Theanin (n = 12), alle Parameter berechnet mit Hilfe des Ein-
Kompartiment-Modells. MW + SD fir Ethylamin und Glutaminséure (n = 12). Die AUC,, fur Ethylamin
und Glutaminsadure wurde mit Hilfe der Trapezregel berechnet. Die Baseline-Konzentration von
Glutaminsaure wurde vor Berechnung der kinetischen Parameter von den Messwerten nach
Intervention subtrahiert. AUC;,, Flache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve, Kkorrigiert auf ein
Korpergewicht von 70 kg [umol/l x h]; Crax70, maximale Konzentration im Plasma, korrigiert auf ein
Kdrpergewicht von 70 kg [umol/l]; tmax, Zeit bis zum Erreichen der maximalen Konzentration im Plasma
[h]; tiza, Absorptionshalbwertszeit [h]; tie, Eliminationshalbwertszeit [h]; Vi, hypothetisches
Verteilungsvolumen [L].

Die Konzentration weiterer proteinogener Aminosauren im Plasma &nderte sich zu keinem
Zeitpunkt. Die Reihenfolge der Intervention sowie die Interaktion von Intervention und Zeit
zeigten keinen Einfluss auf die Konzentration von L-Theanin, der proteinogenen
Aminosauren und Ethylamin im Plasma.
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5.3.2 Erythrozyten

L-Theanin und Ethylamin waren vor Intervention nicht in den Erythrozyten nachweisbar, die

Konzentration von Glutaminsaure lag zur Baseline bei 179,5 £ 81,7 umol/I.

Die Konzentration von L-Theanin in den Erythrozyten stieg 1 h (P = 0,05), 1,5 h, 2 h, 3 h und
24 h (alle Zeitpunkte: P < 0,001) nach Aufnahme von Kapsel und Grintee im Vergleich zur
Baseline an (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Konzentration von L-Theanin in den Erythrozyten nach Bolusgabe von 100 mg
L-Theanin als Kapsel (A) und Griintee (B). Daten: Median und Quartile (n = 12). Zeitpunkte mit
verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich bzgl. der Konzentration signifikant voneinander.

Die Cpax 70 VON L-Theanin in den Erythrozyten wurde 2 h nach Kapselaufnahme (2,8 [1,8; 3,9]
pumol/l, n = 12) und 3 h nach Grinteeverzehr (3,2 [2,6; 4,4] umol/l, n = 12) erreicht.
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Die AUC;, von L-Theanin in den Erythrozyten stieg dosisabhéngig nach Aufnahme von 50
mg (32,4 £ 19,8 pmol/l x h, n = 3), 100 mg (48,7 £ 28,1 pymol/l x h, n = 3) und 200 mg
(123,1 £ 43,7 pmol/l x h, n = 3) L-Theanin in Kapselform an (alle Vergleiche: P < 0,05)
(Abbildung 17).
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Abbildung 17: Konzentration von L-Theanin in den Erythrozyten nach Bolusgabe von 50 mg, 100 mg
und 200 mg L-Theanin als Kapsel. Daten: MW = SD (n = 3).

Alle kinetischen Parameter von L-Theanin in den Erythrozyten waren nach Bolusgabe von

100 mg L-Theanin in isolierter Form und als Grlintee vergleichbar (Tabelle 8).

Tabelle 8: Kinetische Parameter von L-Theanin in den Erythrozyten nach Bolusgabe von 100 mg
L-Theanin als Kapsel und Grintee.

Kapsel Grintee
AUC+o [umoll/l x h] 47,8 [25,2;73,9] 62,4 [43,6; 90,5]
Crmax7o [Hmol/l] 2,8 [1,8; 3,9] 3,2 [2,6; 4,4]
tmax [] 2,0 [1,0; 18,8] 3,0 [2,0;18,8]

Daten: Median und Quatrtile (n = 12). AUC5,, Flache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve, korrigiert auf
ein Korpergewicht von 70 kg [umol/l X h]; Cmax70, Maximale Konzentration von L-Theanin in den
Erythrozyten, korrigiert auf ein Kérpergewicht von 70 kg [umol/l]; tnax, Zeit bis zum Erreichen der
maximalen Konzentration von L-Theanin in den Erythrozyten [h].
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Die Konzentration von Glutaminsdure und weiteren proteinogenen Aminosauren in den
Erythrozyten anderte sich zu keinem Zeitpunkt. Ethylamin wurde in den Erythrozyten nicht

nachgewiesen.

5.3.3 Urin

L-Theanin und Ethylamin waren vor Intervention nicht im Nichternurin nachweisbar. Die

mediane Konzentration von Glutaminsaure im Nuchternurin lag bei 0,8 [0,3; 2,1] umol/l.

Nach Bolusgabe von 100 mg L-Theanin als Kapsel und Griintee wurden L-Theanin und
Ethylamin mit dem Urin ausgeschieden. Auch die Stoffmenge von Glutaminsdure im Urin
stieg nach Aufnahme beider Studienprodukte im Vergleich zum Nuchternurin an. Tabelle 9
zeigt die Stoffmengen von L-Theanin, Ethylamin und Glutaminsdure, die in den

Zeitintervallen O - 3 h und 3 - 24 h mit dem Urin der Probanden ausgeschieden wurden.

Tabelle 9: Stoffmengen von L-Theanin, Glutaminsdure und Ethylamin im Urin nach Bolusgabe von
100 mg L-Theanin als Kapsel und Grintee.

Kapsel Grintee
0-3h 3-24h 0-3h 3-24h
[umol]
L-Theanin 9,5 [2,2; 13,2] 7,8 [4,8;17,9] 7,1 [2,8; 15,1] 7,2 [4,1; 14,4]
Ethylamin 92,9 [39,5;142,7] 179,1 [62,5;260,9] 101,2 [48,5;126,7] 207,1 [123,2; 334,1]
Glutaminséure 2,6 [1,5; 3,5] 21,3 [16,8; 35,1] 2,2 [1,1; 3,8] 24,8 [11,5; 28,5]

Daten: Median und Quartile (n = 10). Keine signifikanten Unterschiede nach Kapsel- und Griintee-
aufnahme nachweisbar (Mann-Whitney U-Test).

Die Stoffmengen von L-Theanin, Ethylamin und Glutaminsaure im Urin waren nach
Aufnahme beider Studienprodukte vergleichbar (Tabelle 9). Nach Kapsel- und
Griunteeaufnahme wurden etwa 3% der oral aufgenommenen L-Theaninmenge (~ 575 umol)

innerhalb 24 h mit dem Urin der Probanden ausgeschieden.
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Tabelle 10 zeigt die Stoffmengen von L-Theanin, Ethylamin und Glutamins&aure im Urin nach

Bolusgabe von 50 mg, 100 mg und 200 mg L-Theanin.

Tabelle 10: Stoffmengen von L-Theanin, Ethylamin und Glutaminséaure im Urin nach Bolusgabe von
50 mg, 100 mg und 200 mg L-Theanin als Kapsel.

0-3h 3-24h
50 mg 100 mg 200 mg 50 mg 100 mg 200 mg
[umol]
L-Theanin
Proband 1 2,8 9,8 22,9 10,2 24,2 38,9
Proband 2 6,1 15,4 49,6 10,7 8,6 25,5
Proband 3 5,4 11,7 38,5 12,3 9,4 30,6
Ethylamin
Proband 1 17,7 30,8 160,3 26,7 56,3 237.8
Proband 2 43,6 66,9 2334 34,9 81,1 169,1
Proband 3 42,9 70,2 198,6 41,4 74,2 202.6
Glutaminsaure
Proband 1 1,5 2,8 14,5 10,8 37,8 11,2
Proband 2 n.d. 3,3 n.d. 12,2 30,8 15,3
Proband 3 2,4 4.7 23,4 14,7 24,2 34,8

n.d. = nicht detektierbar.
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6 Diskussion

Theanin (5-N-Ethyl-Glutamin) ist eine nicht-proteinogene Aminosaure, die v.a. durch den
Verzehr von griinem, weif3en, schwarzen und Oolong-Tee aufgenommen wird. Eine Tasse
Grintee (150 ml), zubereitet nach Herstellerempfehlung, enthalt etwa 31 mg Theanin [6],
wobei es sich fast ausschlie3lich um das L-Enantiomer handelt [7]. L-Theanin in isolierter
Form wird in Japan, Taiwan, den USA und in Kanada seit Ende der 90er Jahre als
Nahrungserganzungsmittel Suntheanine® vermarktet und ist seitdem auch in Deutschland
erhdltlich [8]. Da L-Theanin die kognitive Leistungsfahigkeit und die Gemdutslage verbessern
soll [32, 35], wird Suntheanine® in Asien, den USA und Kanada auch in funktionellen
Getranken zugesetzt. In Deutschland ist dies nicht erlaubt, da die bisher publizierten Daten
bzgl. erwinschter und unerwiinschter Wirkungen einer Aufnahme von isoliertem L-Theanin
unzureichend sind und daher eine Risikobewertung nicht mdglich ist. Ethylamin und
Glutaminsaure werden als Metabolite von L-Theanin betrachtet, basierend auf
tierexperimentellen Daten [20, 22]. Untersuchungen zum Metabolismus von L-Theanin im

menschlichen Organismus liegen bisher nicht vor.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher zu untersuchen, ob die Bolusgabe von 100 mg
L-Theanin in isolierter Form bzw. in Form von Griintee zu einer Anderung der Konzentration
bzw. Stoffmenge von L-Theanin, Ethylamin, Glutaminséure u.a. proteinogenen Aminosauren
in Plasma, Erythrozyten und Urin gesunder Probanden fuhrt. Weiterhin sollte die vorliegende
Arbeit klaren, ob sich Plasmakinetik und Metabolismus von L-Theanin nach dem Verzehr von

isoliertem L-Theanin und Griintee unterscheiden.

6.1 Plasmakinetik von L-Theanin

Die Konzentration von L-Theanin im Plasma stieg nach Bolusgabe von 100 mg L-Theanin an
und erreichte nach 24 h wieder die Konzentration zur Baseline (Abbildung 12). Dabei war die
Plasmakinetik von L-Theanin nach Aufnahme von Kapsel und Griintee vergleichbar (Tabelle
6). Die Ergebnisse der vorliegenden Studie entsprechen den Beobachtungen von van der Pijl
et al. [11]; hier fuhrte die Bolusgabe von 100 mg L-Theanin in isolierter Form und in Form
von Schwarztee zu einem Anstieg der Plasmakonzentration von L-Theanin, wobei die
Plasmakinetik von L-Theanin nach Aufnahme beider Studienprodukte ebenfalls vergleichbar
war. Ein Einfluss auf die Absorption von L-Theanin durch andere Substanzen im Grin- oder

Schwarztee, z.B. Glutamin oder andere proteinogene Aminosauren (Tabelle 3), u.a. bedingt
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durch Nutzung derselben Transporter in der Burstensaummembran [19], ist somit

unwahrscheinlich.

Mittels Ein-Kompartiment-Modell und Integration einer Verzogerungszeit (tg: 10 - 24 min)
konnten alle Konzentrations-Zeit-Kurven von L-Theanin im Plasma mit einer guten
Anpassung an die Messwerte simuliert werden. Die maximale Plasmakonzentration von
L-Theanin wurde 0,8 h nach Kapsel- (24,3 + 5,7 pumol/l) und Griinteeaufnahme (26,5 *
5,2 umol/l) erreicht. Ahnliche Ergebnisse erzielten van der Pijl et al. [11]: Die maximale
Konzentration von L-Theanin im Plasma (25,4 + 4,1 pumol/l) wurde 0,75 h nach Bolusgabe
von 100 mg isoliertem L-Theanin beobachtet. Dabei wurde die Plasmakinetik von L-Theanin
ebenfalls mit Hilfe eines Ein-Kompartiment-Modells unter Beriicksichtigung einer tq
berechnet. Bei van der Pijl et al. war die t,q mit 8 bis 10 min kirzer als in der vorliegenden
Studie. Dies ist méglicherweise dadurch bedingt, dass Suntheanine® in Wasser geldst
verabreicht wurde — und nicht wie in der vorliegenden Studie als Kapsel. In beiden Studien
wurde L-Theanin von den nichternen Probanden rasch absorbiert und die maximale
Plasmakonzentration innerhalb einer Stunde nach Aufnahme der unterschiedlichen Studien-

produkte erreicht.

In der vorliegenden Studie wurden zusatzlich zu den Parametern tag, Cmax 70, tmax Und AUC7q
weitere KenngrofRen zur Einschatzung der Plasmakinetik (ty», und ti¢) und der Verteilung
von L-Theanin im Organismus (Vy,) berechnet, wobei nach Bolusgabe von 100 mg
L-Theanin vergleichbare Ergebnisse erzielt wurden wie bei van der Pijl et al. [11]. Dies ist
nicht verwunderlich, da in beiden Studien Suntheanine® verabreicht wurde, die Probanden
bezlglich Alter, BMI und Gesundheitsstatus vergleichbar waren und die Parameter C.,o und
AUC in beiden Studien auf ein Korpergewicht von 70 kg korrigiert wurden. Bei einem
mittleren Verteilungsvolumen von 16 bis 17 Litern in der vorliegenden Studie und 19 Litern
bei van der Pijl et al. [11] kann angenommen werden, dass L-Theanin Uber das Blut in die
peripheren Gewebe und Organe gelangt. Bei Ratten wurde L-Theanin bereits 1 h nach
Bolusgabe in Leber und Gehirn nachgewiesen [22]. Die rasche Elimination von L-Theanin
aus dem Plasma, mit einer Halbwertszeit von 0,8 h bis 1,2 h in der vorliegenden Arbeit
(Tabelle 6) und etwa 1 h bei van der Pijl et al. [11], spricht ebenfalls fir eine rasche
Verteilung von L-Theanin in die gut durchbluteten Gewebe und Organe des menschlichen

Organismus.

Die AUC;, von L-Theanin im Plasma &nderte sich dosisabhangig nach Bolusgabe von
50 mg, 100 mg und 200 mg isoliertem L-Theanin (Abbildung 13). Auch in der Studie von van
der Pjil et al. [11] fuhrte die Bolusgabe von 25 mg, 50 mg und 100 mg L-Theanin zu einem
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dosisabhéngigen Anstieg der Plasmakonzentration von L-Theanin: Cax 70 Und AUC+, Stiegen

mit zunehmender L-Theanindosis an, wahrend ty.x und Vy, vergleichbar waren.

Mit Hilfe des Ein-Kompartiment-Modells ist eine Simulation der Plasmakinetik von L-Theanin
auch fur Bolusgaben madglich, die in der vorliegenden Studie nicht untersucht wurden. Durch
den Einsatz der Mittelwerte von a, ki, k; und t,g (Tabelle 11) in das Ein-Kompartiment-Modell
kénnen die Konzentrations-Zeit-Kurven von L-Theanin im Plasma fir weitere Dosierungen

simuliert werden.

Tabelle 11: Mittelwerte der Modellparameter.

a [umol/l] ki [h] ko [h7] tiag [h]

28,76 + 5,02 3,57 * 2,26 0,59 * 0,13 0,37 + 0,12

Daten: MW + SD (n = 12). a, Konzentration von L-Theanin, die nach Absorption den Organismus
erreicht [umol/l]; k;, Absorptionskonstante [h'l]; k,, Eliminationskonstante [h'l]; tig, Verzogerungszeit
zwischen der oralen Aufnahme von L-Theanin und dem Auftreten von L-Theanin im Plasma [h].

Abbildung 18 zeigt die simulierte dosis- und zeitabhdngige Plasmakonzentration von
L-Theanin nach Aufnahme von bis zu 200 mg L-Theanin. Die Abbildung macht noch einmal
deutlich, dass L-Theanin — unabh&ngig von der Dosis — rasch absorbiert wird. Die
Elimination von L-Theanin aus dem Plasma erfolgt ebenfalls rasch, spatestens 12 h nach
Aufnahme erreicht die Plasmakonzentration von L-Theanin wieder die Konzentration zur
Baseline (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Simulation der dosis- und zeitabhangigen Konzentration von L-Theanin im Plasma bis
4 h (A) bzw. 12 h (B) nach Aufnahme von L-Theanin.
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6.2 Metabolismus von L-Theanin

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen vermuten, dass L-Theanin im menschlichen
Organismus zu Ethylamin und Glutaminsédure metabolisiert wird, da nach Bolusgabe von
100 mg L-Theanin die Konzentration von Ethylamin und Glutaminsaure im Plasma anstieg
(Abbildung 14) und beide Substanzen mit dem 24-Stunden-Urin ausgeschieden wurden
(Tabelle 9). Diese Hypothese wird dadurch gestutzt, dass lediglich etwa 3% der oral
aufgenommenen Stoffmenge von L-Theanin (100 mg) mit dem 24-Stunden-Urin der
Probanden ausgeschieden wurde, aber eine vielfach hohere Stoffmenge von Ethylamin
(Tabelle 9). Diese Ergebnisse decken sich mit den Beobachtungen bei Ratten: Hier wurden
lediglich etwa 2% der verabreichten Menge an L-Theanin (100 mg) mit dem 24-Stunden-Urin
ausgeschieden und eine 10-fache héhere Stoffmenge an Ethylamin im Rattenurin nach-
gewiesen. Nach oraler Gabe von 400 mg L-Theanin waren etwa 21% der verabreichten
Dosis im 24-Stunden-Urin der Ratten nachweisbar, wobei die renale Ausscheidung von
Ethylamin und L-Theanin vergleichbar war [20]. Mdglicherweise ist bei héheren Dosen an

L-Theanin die enzymatische Hydrolyse von L-Theanin limitiert.

Plasmakinetik und renale Ausscheidung von Ethylamin und Glutaminsaure waren in der
vorliegenden Studie nach Kapsel- und Grinteeaufnahme vergleichbar. Die maximale
Konzentration von Ethylamin bzw. Glutaminsédure im Plasma wurde 5,4 h bzw. 1,3 h nach
Bolusgabe erreicht, war jedoch um das 4-fache bzw. um die Halfte niedriger als die
maximale Konzentration von L-Theanin im Plasma (Tabelle 8). Bisher bestétigen
ausschlieRlich tierexperimentelle Studien, dass die Bolusgabe von L-Theanin zu einem
Anstieg von Ethylamin und Glutaminsaure im Plasma fuhrt [20, 22]. Auch hier wurde die
maximale Plasmakonzentration von L-Theanin innerhalb 1 h erreicht und die maximale
Konzentration von Ethylamin und Glutaminsaure im Plasma war um ein Vielfaches niedriger
als die Cax70 VOn L-Theanin [20, 22].

Sowohl beim Menschen als auch bei der Ratte kann der Konzentrationsanstieg von
Glutaminsaure im Plasma sowie deren renale Ausscheidung nicht ausschlie3lich auf die
Aufnahme von L-Theanin zurlckgefuhrt werden. Glutaminsaure unterliegt im Aminosaure-
stoffwechsel einem standigen Turnover, an dem v.a. die Glutaminase, die Glutamat-
Dehydrogenase und die Transaminase beteiligt sind [48]. Der Organismus ist darlber hinaus
bestrebt, die Konzentration von Glutaminsdure — ein Neurotransmitter — durch
homdostatische Regulation niedrig zu halten [48]. Dies ist moglicherweise eine Erklarung
dafur, dass die Plasmakonzentration von Glutaminsaure nur kurzfristig anstieg und nach
1,5 h wieder die Baseline erreichte, wahrend die Konzentration von Ethylamin im Plasma
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auch noch 24 h nach Bolusgabe erhoht war (Abbildung 14). Auch die Stoffmenge von
Glutaminséaure im Urin der Probanden bzw. von Ratten [20, 22] war um das 10- bzw. 4-fache
geringer als die Stoffmenge von Ethylamin, da Ethylamin wahrscheinlich — im Unterschied zu
Glutaminsaure — nicht metabolisiert und in relativ hohen Mengen mit dem Urin aus-
geschieden wird. Die Bolusgabe von 50 mg, 100 mg und 200 mg L-Theanin flhrte zu einer
dosisabhéngigen Konzentrationsanderung von Ethylamin im Plasma (Abbildung 15), nicht
aber von Glutaminsdure. Dies ist moglicherweise ebenfalls durch die homdostatische

Regulation von Glutaminséaure zu erklaren.

Die Plasmakonzentration von Glutaminsaure sowie deren renale Ausscheidung lassen
keinen Rickschluss auf die Bioverfugbarkeit von L-Theanin zu. Wenn man jedoch
bertcksichtigt, dass L-Theanin in vitro zu gleichen Anteilen an Ethylamin und Glutaminsaure
hydrolysiert wird, entspricht die renale Ausscheidung von 272 umol Ethylamin nach
Kapselaufnahme bzw. 308 umol Ethylamin nach Griinteeverzehr 47% bzw. 52% der oral
zugefuhrten L-Theaninmenge. Tabelle 12 zeigt die Stoffmengen von L-Theanin und
Ethylamin in Plasma und Urin, die in der vorliegenden Arbeit und bei Ratten nachgewiesen
wurden [22].

Tabelle 12: Stoffmengen von L-Theanin und Ethylamin in Plasma und 24-Stunden-Urin.

Suntheanine® Griintee
Aufnahme Plasma Urin Aufnahme Plasma Urin
[umol (%)]

Scheid et al. 2012 [49]

L-Theanin 575 (100) 146 (25) 17 (3) 592 (100) 159 (27) 14 (3)

Ethylamin - 37 (6) 272 (47) - 49 (8) 308 (52)
Terashima et al. 1999 [22]

L-Theanin 575 (100) 7,8 (1) 12 (2) - - -

Ethylamin - 12 (2) 151 (26) - - -

Die Stoffmengen im Plasma wurden berechnet auf Grundlage der Cnax 7o ([49] und [22]) und einem
postulierten Blutvolumen von 6 L fur die Probanden und 60 ml/kg fur Ratten [22]. Die Stoffmengen im
24-Stunden-Urin  entsprechen der Studiendaten ([49] und [22]). Die prozentualen Angaben
entsprechen dem Anteil der Stoffmenge, bezogen auf die Zufuhr von 100 mg L-Theanin.
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Die Bioverfiigbarkeit von L-Theanin ist wahrscheinlich héher als auf Basis der renalen
Ausscheidung von L-Theanin und Ethylamin berechnet werden kann, da L-Theanin auch
24 h nach Bolusgabe noch in den Erythrozyten nachweisbar war und somit eine
intrazellulare Retention angenommen werden kann. Zudem war die Plasmakonzentration
von Ethylamin bis 24 h nach Bolusgabe erhtht, so dass die renale Ausscheidung von
Ethylamin wahrscheinlich nicht vollstandig erfasst wurde. Berlcksichtigt man das
Verteilungsvolumen von 16 bis 17 Litern und die Cyax70 VOn L-Theanin im Plasma (Tabelle
6), dann sind 72% bzw. 74% der zugeflhrten Menge an L-Theanin nach Kapsel- bzw.

Teeaufnahme flr den Organismus verfligbar.

6.3 Schlussbetrachtung

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit liefern einen wichtigen Beitrag zur Aufklarung der
Plasmakinetik und des Metabolismus von L-Theanin im menschlichen Organismus.
L-Theanin wurde erstmalig im Urin sowie intrazelluldr in den Erythrozyten von gesunden
Probanden nachgewiesen und Ethylamin und Glutaminséure als potentielle Metabolite in

Plasma und Urin quantifiziert.

Die Konzentrations-Zeit-Kurven von L-Theanin im Plasma konnten mit Hilfe des Ein-
Kompartiment-Modells fur jeden Probanden simuliert werden. Unter Beriicksichtigung einer
Verzégerungszeit wurde eine gute Anpassung der simulierten Kurve an die Messwerte
erzielt, so dass die Parameter valide Daten zur Plasmakinetik von L-Theanin liefern. Durch
Interpolation der fehlenden Messwerte erlaubt das Modell eine Einschatzung der
Plasmakonzentration von L-Theanin zu allen Zeitpunkten und fur alle Dosierungen, die durch
den Verzehr von Griintee bzw. Nahrungsergéanzungsmitteln aufgenommen werden kénnen
(Abbildung 18).

Die Durchfuihrung der Studie im Crossover-Design erlaubt die Aussage, dass Plasmakinetik
und Metabolismus von L-Theanin nach Aufnahme von isoliertem L-Theanin und Grintee
vergleichbar sind. Die in der vorliegenden Studie verabreichte Dosis von 100 mg L-Theanin
ist realistisch und kann — trotz der langen Ziehzeit von 10 min in der Studie — auch durch den
Verzehr von handelsiblichem Tee (4 Tassen, ~ 500 ml) aufgenommen werden, wenn dieser
nach Herstellerempfehlung zubereitet wird (80 °C warmes Wasser, 1 min Ziehzeit).
Unerwiinschte Wirkungen durch die Aufnahme von 100 mg L-Theanin traten weder nach
Kapsel- noch nach Griinteeverzehr auf. Die mit Suntheanine® angereicherten funktionellen
Getranke, die zurzeit in Asien, USA und Kanada vermarktet werden, enthalten pro Portion
(250 ml) bis zu 200 mg L-Theanin — diese Dosis wurde auch in der vorliegenden Studie
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verabreicht und von den Probanden toleriert. In den Studien zur funktionellen Wirkung von
L-Theanin wurden Bolusgaben von bis zu 400 mg L-Theanin eingesetzt, die allenfalls durch
den Verzehr von isoliertem L-Theanin als Nahrungserganzungsmittel aufgenommen werden

kdénnen.

Die quantitative Bestimmung von L-Theanin, der proteinogenen Aminosauren und Ethylamin
in Plasma, Erythrozyten und Urin erfolgte mittels RP-HPLC-Analytik nach vorheriger
Vorsaulenderivatisierung mit OPA/3-MPA. Die Reproduzierbarkeit und hohe Empfindlichkeit
der hier verwendeten Analytik fir Aminosauren im biologischen Material [43-45] wurde auch
fur L-Theanin und Ethylamin erzielt. Die Methode erlaubte jedoch nicht die Differenzierung
zwischen den L- und D-Enantiomeren des Theanins. Da das D-Enantiomer in der Teepflanze
maximal 1,8% des Gesamttheanins ausmacht [7] und Suntheanine® ausschlieRlich
L-Theanin enthalt, ist die fehlende Differenzierung zwischen den D- und L-Enantiomeren flr

die Ergebnisse der vorliegenden Studie jedoch nicht relevant.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine relativ hohe inter-individuelle Variabilitat bei der
Konzentration von Ethylamin und Glutaminsdure in Plasma und Erythrozyten beobachtet,
obwohl C,x und AUC fiir jeden Probanden auf ein Korpergewicht von 70 kg korrigiert
wurden. Da es sich um gesunde Probanden handelte, die bezlglich Alter und BMI
vergleichbar waren, ist diese Variabilitat moglicherweise durch individuelle Unterschiede in

Absorption, Metabolismus und Exkretion zu erklaren.

Da Glutaminsdure im menschlichen Organismus einem standigen Turnover unterliegt, kann
deren Konzentration im Plasma bzw. renale Ausschweifung nicht ausschliel3lich auf die
Bolusgabe zurtickgefuhrt werden und Riickschluss auf die Bioverfigbarkeit von L-Theanin
sind nicht mdglich. Um genaue Informationen tber den Metabolismus von L-Theanin und der
potentiellen Metabolite zu erlangen, waren Interventionsstudien mit stabil markiertem
L-Theanin notwendig. Invasive Methoden, die zur Bestimmung von L-Theanin und der
Metabolite in Organen und Geweben erforderlich waren, sind in Humanstudien nicht méglich.
Daher liefert die vorliegende Arbeit — unter Berlicksichtigung der Erkenntnisse aus Tier- und
in vitro-Studien — wichtige Hinweise zum Metabolismus von L-Theanin im menschlichen

Organismus.

Abbildung 19 fasst die Erkenntnisse zur Absorption, zum Metabolismus und zur
Ausscheidung von L-Theanin zusammen, basierend auf den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit, der Studie von van der Pijl et al. [11] sowie den Ergebnissen aus Ratten- und in vitro-
Studien [20-22, 25, 26].
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Abbildung 19: Absorption, Metabolismus und Ausscheidung von L-Theanin. Die Abbildung zeigt
Ergebnisse aus Humanstudien (durchgezogene Linie) und impliziert Ergebnisse aus tier-
experimentellen Studien (gestrichelte Linie). Metabolite von L-Theanin sind kursiv dargestellt. Die
Pfeile kennzeichnen die HOhe der Konzentration bzw. Stoffmenge von L-Theanin in Relation zu
Ethylamin und Glutaminsdure. 1, relativ hohe Konzentration/Stoffmenge; |, relativ niedrige
Konzentration/Stoffmenge.

Der potentielle Metabolismus von L-Theanin im menschlichen Organismus nach oraler
Aufnahme kann wie folgt postuliert werden: L-Theanin wird aus theaninhaltigen
Lebensmitteln absorbiert, wahrscheinlich durch einen Na’-gekoppelten Symporter, der im
Dunndarm lokalisiert ist [19]. Eine Hydrolyse von L-Theanin in Darm und/oder Plasma ist
unwahrscheinlich, da L-Theanin im Homogenat aus Dinndarm und Plasma von Ratten [20,
25] sowie im Humanplasma und im Homogenat der Schweinemukosa stabil war (eigene
Daten, Anhang A). Die maximale Konzentration von L-Theanin im Plasma wird innerhalb 1 h
nach Aufnahme erreicht (Tabelle 6 und [11]). Die Elimination von L-Theanin aus dem Plasma
erfolgt ebenfalls rasch, mit einer Halbwertszeit von 0,8 h bis 1,2 h (Tabelle 6), bis L-Theanin
24 h nach Bolusgabe nicht mehr nachweisbar ist (Abbildung 12). Uber das Blut gelangt
L-Theanin in die peripheren Gewebe und Organe, wie bei Ratten nachgewiesen wurde [22].
Das Verteilungsvolumen von 16 bis 19 Litern (Tabelle 6 und [11]) lasst eine Verteilung von

L-Theanin in die gut durchbluteten Gewebe und Organe des menschlichen Organismus
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vermuten. Intrazelluldr ist L-Theanin in den Erythrozyten nachweisbar und wird dort

madglicherweise retiniert (Abbildung 16).

Ethylamin und Glutaminsaure, die als Metabolite von L-Theanin betrachtet werden, erreichen
ihre maximale Plasmakonzentration 1 h bis 5 h nach Bolusgabe (Abbildung 14) und wurden
zeitgleich in Leber und Gehirn von Ratten nachgewiesen [22]. Ein First-Pass-Effekt in der
Leber ist fir L-Theanin unwahrscheinlich, da die maximale Konzentration von L-Theanin im
Plasma vielfach hoéher war als die maximale Plasmakonzentration von Ethylamin und
Glutaminsaure (Tabelle 7). Vielmehr ist auf Grundlage tierexperimenteller Studien und
in vitro-Untersuchungen anzunehmen, dass L-Theanin in vivo durch die Glutaminase
und/oder y-GTP in der Niere zu Ethylamin und Glutaminsaure hydrolysiert wird [20, 25, 26].
Eigene Untersuchungen bekraftigen diese Hypothese, da L-Theanin in vitro durch die y-GTP
zu Ethylamin und Glutaminséure hydrolysiert wurde (Anhang A). Glutaminase und y-GTP
sind jedoch auch in der Leber lokalisiert, so dass eine Metabolisierung von L-Theanin in der
Leber nicht ganzlich ausgeschlossen werden kann. Da die Glutaminkonzentration in Leber
und Gehirn von Ratten nach Bolusgabe von L-Theanin ebenfalls anstieg [22], und Glutamin
aus Glutaminsaure synthetisiert wird, ist eine erhdhte Bereitstellung von Glutamin durch die

Aufnahme von L-Theanin prinzipiell méglich.

L-Theanin, Ethylamin und Glutaminsaure werden nach L-Theaninaufnahme renal aus-
geschieden. Die Stoffmengen von L-Theanin und Ethylamin im Urin entsprechen 47% bzw.
52% der oral verabreichten L-Theaninmenge nach Kapsel- bzw. Grinteeaufnahme. Dieser
Anteil scheint demnach den systemischen Kreislauf zu erreichen. Berlcksichtigt man die
maximale Plasmakonzentration und das Verteilungsvolumen von L-Theanin (Tabelle 7), liegt
deren Bioverfugbarkeit bei mindestens 72 - 74%. Faeces wurden weder in der vorliegenden
Arbeit noch in anderen Studien untersucht, so dass potentielle Verluste bei unvollstandiger

Absorption nicht ausgeschlossen werden kdnnen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass L-Theanin in isolierter Form und aus
Grintee rasch resorbiert und wahrscheinlich gréf3tenteils zu Ethylamin und Glutaminsdure
hydrolysiert wird. Die diskutierten funktionellen Wirkungen von L-Theanin sind demnach
mdglich, konnten jedoch auch durch potenzielle Endprodukte des Metabolismus von
L-Theanin erklart werden (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Madgliche Endprodukte des Metabolismus von L-Theanin.

Die Steigerung der kognitiven Leistungsfahigkeit und die Verbesserung der Gemiitslage, die

als funktionelle Wirkungen von L-Theanin diskutiert werden, kdnnten moglicherweise auf die

erhohte Verflgbarkeit der Neurotransmitter Glutaminsaure und/oder y-Aminobuttersaure

zurtckgefihrt werden.

Da Glutamin im menschlichen Organismus aus Glutaminsaure synthetisiert wird, kénnte

L-Theanin zudem eine alternative Glutaminquelle fir kritisch Kranke darstellen.

Zukuinftige Interventionsstudien mit stabil markiertem L-Theanin kénnten diese Frage-

stellungen klaren.
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7 Zusammenfassung

L-Theanin  (5-N-Ethyl-L-Glutamin) ist eine nicht-proteinogene  Aminosdure, die
natirlicherweise in der Teepflanze (Camellia sinensis) vorkommt und in isolierter Form als
Nahrungserganzungsmittel Suntheanine® erhaltlich ist. Da L-Theanin die kognitive
Leistungsfahigkeit und die Gemiitslage verbessern soll, wird Suntheanine® auch in
funktionellen Getranken zugesetzt. Daten zum Metabolismus von L-Theanin im

menschlichen Organismus liegen bisher nicht vor. Die vorliegende Arbeit sollte daher klaren,

a) ob die Bolusgabe von 100 mg L-Theanin in isolierter Form bzw. in Form von Griintee zu
einer Konzentrationsanderung von L-Theanin sowie der in tierexperimentellen Studien
nachgewiesenen Metabolite Ethylamin und Glutaminséure in Plasma, Erythrozyten und
Urin gesunder Probanden fihrt,

b) ob dadurch die Konzentration der proteinogenen Aminosauren in Plasma, Erythrozyten
und Urin der Probanden beeinflusst wird und

c) ob sich Plasmakinetik und Metabolismus von L-Theanin nach Verzehr von isoliertem

L-Theanin und Griintee unterscheiden.

Zur Klarung dieser Fragen wurde eine Interventionsstudie im Crossover-Design mit
12 gesunden Erwachsenen durchgefiihrt. Durch Randomisierung wurden die Probanden auf
zwei Gruppen (A und B) aufgeteilt. Gruppe A erhielt morgens niichtern nach 12-stindiger
Nahrungskarenz 100 mg isoliertes L-Theanin (eine Kapsel Suntheanine®) und nach einer
mindestens zweiwdchigen Washout-Phase dieselbe Dosis in Form von 250 ml Griintee. Der
Teeaufguss wurde mit 7 g gemahlenen Teeblattern der Sorte Lung Ching hergestellt, die fur
10 min mit 250 ml kochendem Wasser aufgebriht wurden. Gruppe B enthielt die gleichen
Produkte in umgekehrter Reihenfolge. An zwei weiteren Studientagen erhielten drei
Probanden zusatzlich jeweils 50 mg und 200 mg L-Theanin in isolierter Form als Kapsel. An
jedem Untersuchungstag wurden 8 Blutentnahmen durchgefiihrt, die niichtern vor (Baseline)
sowie 0,5 h, 0,75 h, 1 h, 1,5 h, 2 h, 3 h und 24 h nach Intervention erfolgten, und die
Probanden sammelten Nichtern- und 24-Stunden-Urin. Vier Tage vor und an den jeweiligen
Studientagen sollten die Probanden - abgesehen von den Studienprodukten - auf
theaninhaltige Produkte verzichten und die verzehrten Lebensmittel in standardisierten

Ernahrungsprotokollen dokumentierten.

Die Konzentration von L-Theanin, der proteinogenen Aminosauren und Ethylamin in Plasma,
Erythrozyten und Urin wurde mittels reversed-phase HPLC und anschlieRender

Fluoreszenzdetektion ermittelt. Vorab erfolgte eine Vorsaulenderivatisierung mittels
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Orthophtaldialdehyd und 3-Mercaptopropionsdure. Die Konzentrations-Zeit-Kurven von
L-Theanin im Plasma jedes Probanden wurden mit Hilfe eines Ein-Kompartiment-Modells

simuliert.

Die Konzentration von L-Theanin im Plasma stieg nach Bolusgabe von 100 mg L-Theanin an
und erreichte nach 24 h wieder die Konzentration zur Baseline, wobei die Plasmakinetik von
L-Theanin nach Aufnahme von isoliertem L-Theanin und Grintee vergleichbar war. Die
Konzentrations-Zeit-Kurven von L-Theanin im Plasma konnten mit Hilfe des Ein-
Kompartiment-Modells mit einer guten Anpassung an die Messwerte simuliert werden. Die
maximale Plasmakonzentration von L-Theanin wurde 0,8 h nach Aufnahme von Kapsel
(24,3 £ 5,7 ymol/l) und Griintee (26,5 + 5,2 umol/l) erreicht. Das Verteilungsvolumen von
16 bis 17 Litern lasst eine Verteilung von L-Theanin in die peripheren Gewebe und gut
durchbluteten Organe vermuten. Beide Studienprodukte fihrten au3erdem zu einem Anstieg
der L-Theaninkonzentration in den Erythrozyten — bis 24 h nach Bolusgabe — und zu einer
Ausscheidung von L-Theanin im 24-Stunden-Urin. Die Konzentration von Ethylamin und
Glutaminsaure im Plasma stieg nach Verzehr von isoliertem L-Theanin und Griintee
ebenfalls an und beide Substanzen wurden mit dem Urin ausgeschieden. Die AUC von
L-Theanin und Ethylamin im Plasma sowie L-Theanin in den Erythrozyten anderte sich
dosisabhédngig nach Bolusgabe von 50 mg, 100 mg und 200 mg L-Theanin. Die
Konzentration anderer proteinogener Aminosauren in Plasma, Erythrozyten und Urin blieb
unverandert. Auf Grundlage der renalen Ausscheidung von L-Theanin und Ethylamin sowie
der kinetischen Parameter von L-Theanin im Plasma scheint die Bioverflugbarkeit von

L-Theanin zwischen 52% und 74% zu liegen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass L-Theanin in isolierter Form und aus
Grintee rasch absorbiert und wahrscheinlich gréf3tenteils zu Ethylamin und Glutaminsdure
hydrolysiert wird, welche vorrangig mit dem Urin ausgeschieden werden. Ein geringer Anteil
von L-Theanin wird intrazelluléar retiniert. Plasmakinetik und Metabolismus von L-Theanin
sind nach Aufnahme beider Studienprodukte vergleichbar, so dass nach Grunteeverzehr — in
Hinblick auf die funktionellen Wirkungen von L-Theanin — vergleichbare Effekte eintreten
kénnen wie nach Konsum von isoliertem L-Theanin. Die diskutierten funktionellen Wirkungen
von L-Theanin sind demnach mdglich, kdnnten jedoch auch durch potenzielle Endprodukte
des Metabolismus von L-Theanin erklart werden. Da Glutamin im menschlichen Organismus
aus Glutaminséure synthetisiert wird, konnte L-Theanin zudem eine alternative Glutamin-

quelle fur kritisch Kranke darstellen.
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9 Anhang

Anhang A : In vitro Vorversuche

1 Ziel

Vor Planung der Interventionsstudie sollte geklart werden, ob L-Theanin nach Zugabe von
Plasma, Mukosa, Peptidasen und/oder y-GTP hydrolysiert wird (in Anlehnung an Sadzuka et
al., 2006 und Herzog et al., 1996).

2 Methoden
e LOsungen

L-Theanin Standard (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) wurde in 50 ml Hank's Buffered Salt
Solution (HBSS, pH 7,4, Sigma-Aldrich) geldst. Die Stammlésung (1 mM L-Theanin) wurde
im Inkubationsmedium mit HBSS auf eine Endkonzentration von 100 pM bzw. 500 pM
L-Theanin verdinnt und mit Plasma, Mukosa, Peptidasen (vom Schwein, Sigma-Aldrich) und

y-GTP (vom Schwein, Sigma-Aldrich) inkubiert.
* Probenmaterial

Gepoolte Plasmaproben von gesunden Probanden wurden bis zur Inkubation bei -80 °C
eingefroren. Die Peptidasen und y-GTP wurden unmittelbar vor Inkubation mit L-Theanin in
HBSS-Puffer geldst (pH 7,4 fur Peptidasen, pH 8,6 fur y-GTP).

Fur die Gewinnung der Mukosa wurde der gesamte Dinndarm eines Schweins direkt nach
der Schlachtung enthommen und in einem mit Natriumchlorid gefillten und gekihlten
Transportbehalter in das Institut fur Erndhrungs- und Lebensmittelwissenschaften
transportiert. Dort wurde der obere Teil des Dunndarms abgetrennt, mehrfach mit einer
eiskalten Natriumchloridlésung gespllt und langs aufgeschnitten. Mit einem saugféhigen
Papier wurde Uberschissige Natriumchloridlosung sowie Mukusreste entfernt. Mit Hilfe von
Glasobjekttragern wurde die Mukosa sorgféltig abgeschabt, in flissigem Stickstoff
tiefgefroren, in Alufolie eingehdllt und bis zur weiteren Aufbereitung bei -80 °C aufbewahrt.
Die Darmmukosa (6 g) wurde kurz vor Inkubation mit L-Theanin in 15 ml HBSS mit 5 Strokes
eines Potters (Braun, Melsungen) unter Kihlung homogenisiert. Nach Zugabe von 120 ml
gekuhlter HBSS wurde das Homogenat fir die Inkubation und die anschlie3ende

Proteinbestimmung eingefroren.
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e Durchfiihrung

Das Probenmaterial wurde aufgetaut, in ein ReaktionsgefdR mit Magnetrihrer
(Eppendorf AG, 5320) pipettiert und auf 37 °C temperiert (jeweils n=3). Durch Zugabe der
L-Theaninlésung wurde die Reaktion gestartet. Vor und 15, 30, 60 und 120 min nach
Inkubationsstart wurden Aliquote aus dem Inkubationsmedium entnommen, mit einer 30%
SSA (mit 1 mM Norvalin als internen Standard) versetzt, gevortext und 60 min bei 4 °C
inkubiert, um eine vollstdndige Proteinféllung zu gewahrleisten. Nach anschlieRender
Zentrifugation (3000 x g, 20 min, 4 °C) wurde der proteinfreie Uberstand bis zur Analyse
(Kapitel 4.5) bei -80 °C aufbewahrt.

e Analytik

Die Konzentration von L-Theanin, der proteinogenen Aminosduren und Ethylamin im
Inkubationsmedium wurden mittels RP-HPLC und anschlieRender Fluoreszenzdetektion
ermittelt. Vorab erfolgte die Probenaufbereitung und Vorsaulenderivatisierung wie in der

vorliegenden Arbeit beschrieben (Kapitel 4.5).
3 Ergebnisse

Bei Inkubation mit y-GTP nahm die Konzentration von L-Theanin ab (Abbildung 1), mit einem
gleichzeitigen Konzentrationsanstieg von Ethylamin (Abbildung 2) und Glutaminsaure im

Inkubationsmedium (Abbildung 3).

Wahrend der gesamten Inkubationsdauer blieb die Konzentration anderer Aminoséuren
unverandert. In einem Ansatz ohne L-Theanin trat keine Anderung - insbesondere von
Ethylamin und Glutaminsdure — auf. Bei Inkubation mit Plasma, Mukosa und Peptidasen
blieb die Konzentration von L-Theanin im Medium unverdndert und Ethylamin und

Glutaminsaure waren nicht nachweisbar.
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Abbildung 1: L-Theaninkonzentration im Inkubationsmedium nach Zugabe von y-GTP (n = 1).
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Abbildung 2 : Ethylaminkonzentration im Inkubationsmedium nach Zugabe von y-GTP (n = 1).
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Abbildung 3 : Glutaminsaurekonzentration im Inkubationsmedium nach Zugabe von y-GTP (n = 1).
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4 Fazit

Die Hydrolyse von L-Theanin wird in vitro durch y-GTP katalysiert. Plasma, Mukosa und
Peptidasen scheinen L-Theanin nicht zu hydrolysieren. Eine Hydrolyse von L-Theanin in vivo
bei der Verdauung und Absorption sowie unmittelbar nach der Absorption ist somit
unwahrscheinlich.
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Anhang B :

Fragebogen fur Probanden/Probandinnen

zur Studie
.Bolusgabe von L-Theanin als Kapseln und Grintee:

Untersuchung der Plasmakinetik und des Metabolismus bei gesunden Probanden”

Name, Vorname:

Anschrift:

Tel.-Nr.:

Email-Adresse:

Geburtstag:

Korpergrolie:

Kdrpergewicht:

Zutreffendes bitte ankreuzen

Ja

Nein

Alter: 18.40 Jahre?

Rauchen Sie?

Haben Sie in den letzten 6 Monaten geraucht?

Leiden Sie an einer Erkrankung der Leber, der Nieren und des Magen-
Darm-Traktes?

Frauen: Ist eine Schwangerschaft bekannt bzw. wahrscheinlich?

Frauen: Stillen Sie?

Nehmen Sie regelmalig Vitaminpraparate oder Nahrungsergénzungsmittel
ein (z.B. Teekapseln, Bioaktivkonzepte)?

Konsumieren Sie Drogen oder andere psychotrope Substanzen, die dem
Betaubungsmittelgesetz unterliegen?

Haben Sie innerhalb des vergangenen Monats Blut gespendet?

Haben Sie im letzten Monat an einer klinischen Studie teilgenommen bzw.
nehmen Sie derzeit an einer anderen klinischen Studie teil?

Nehmen Sie regelmé&Rig Medikamente ein?

Wenn ja, welche?

Trinken Sie taglich grinen/schwarzen/wei3en Tee oder Kaffee?

Wenn ja, wie viele Tassen (ca.150 ml) taglich?

68



Anhang C : Berechnung der Plasmakinetik von L-Theanin auf Gr  undlage der Modellparameter am Beispiel der AUC.

AUC (umollixh): AUCso (mol/ixh)? GAUC (umoliixh)® GAUC (umolixh)* Gew.faktor fiir AUC® A(Enc]g?/gﬁ‘;‘é' 03%21%)%‘9"
K1 65,32 65,32 10,37 10,37 0,0093 1,93 0,0008
K2 77,03 65,76 12,50 10,67 0,0088 1,84 0,0009
K3 41,55 51,94 6,87 8,58 0,0136 2,24 0,0015
K4 85,15 110,38 9,25 11,99 0,0070 2,44 0,0005
K5 65,95 63,24 9,58 9,18 0,0119 2,38 0,0012
K6 64,25 60,78 13,61 12,87 0,0060 1,16 0,0004
K7 43,83 36,09 4,35 3,58 0,0779 8,95 0,0217
K8 64,52 75,27 7,92 9,24 0,0117 2,81 0,0012
K9 64,57 66,47 6,62 6,81 0,0216 4,56 0,0031
K10 78,33 92,93 6,23 7,39 0,0183 5,42 0,0024
K11 58,90 57,26 2,91 2,83 0,1247 22,76 0,0440
K12 61,67 56,06 19,93 18,12 0,0030 0,54 0,0001
T1 77,03 77,03 22,92 22,92 0,0019 0,35 8,3070
T2 41,55 35,47 5,64 4,82 0,0431 3,68 0,0089
T3 77,21 96,51 19,19 23,98 0,0017 0,40 7,2488
T4 62,65 81,21 4,97 6,44 0,0241 472 0,0037
T5 72,05 69,09 25,19 24,16 0,0017 0,28 7,0950
T6 76,98 72,82 7,26 6,87 0,0212 3,72 0,0030
T7 51,37 42,30 2,61 2,15 0,2173 22,16 0,1012
T8 72,05 84,06 431 5,02 0,0396 8,03 0,0078
T9 84,94 87,44 12,85 13,22 0,0057 1,20 0,0004
T10 77,81 92,32 433 5,14 0,0379 8,43 0,0073
T11 86,87 84,46 19,40 18,86 0,0028 0,57 0,0001
T12 67,98 61,80 8,30 7,55 0,0176 2,61 0,0023
MW K° 57,10 3,5692
MW T° 56,21 2,1620

'AUC berechnet auf Grundlage der Modellparameter (Kapitel 4.6.1), 2 AUC korrigiert auf ein Kérpergewicht von 70 kg, Svarianz (o) der AUC berechnet
anhand der SD der Modellparameter und deren Korrelation mittels Kovarianz-Matrix; *Varianz der AUC, korrigiert auf ein Kérpergewicht von 70 kg;
o 5Gewichtungsfaktor; 6gewichtete AUC, korrigiert auf ein Kérpergewicht von 70 kg; 7gewichtete Varianz der AUC, korrigiert auf ein Kérpergewicht von 70 kg;
© °MW der Daten nach Kapselaufnahme, MW der Daten nach Griinteeverzehr. Kn, Proband n nach Kapselaufnahme; Tn, Proband n nach Griinteeverzehr.
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