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WSTEP

Pojecie jakosci definiowane wspotczesnie jako ,,wyjscie naprzeciw lub przekraczanie
preferencji konsumenckich” w odniesieniu do zywnos$ci obejmuje wiele réznych aspektéw
[Luning et al. 2005]. Na jakos$¢ zywnosci sktadaja si¢ zarowno cechy zewngtrzne, takie jak:
parametry produkcji, aspekty $rodowiskowe oraz marketing, jak 1 cechy wewngtrzne
(zwiazane bezposrednio z wlasciwosciami fizycznymi produktéw), do ktorych zalicza sig:
bezpieczenstwo 1 aspekty zdrowotne produktu, wiasciwosci sensoryczne 1 trwalo$¢ oraz
niezawodnos$¢ produktu (np. odpowiednia masa i sktad), a takze wygoda w uzyciu.

Jako$¢ zywnos$ci stanowi na rynku istotng i wyrdzniajaca cechg. Konsumenci maja
emocjonalny stosunek do zywnosci, ktorej jako$¢ znaczaco wpltywa na ich samopoczucie
1 zdrowie. Szczegbélnie wazne w odniesieniu do konsumentéw sa dwie cechy jakosci
zywnoéci: jej bezpieczenstwo i aspekty zdrowotne. Zywno$¢ bezpieczna powinna by¢ wolna
od zagrozen biochemicznych, mikrobiologicznych i fizycznych z dopuszczalnym ryzykiem.
W wyniku wystapienia jakiegokolwiek z wymienionych zagrozen zmianie ulega nie tylko
jakos$¢ sensoryczna zywnosci, ale takze jej wartos¢ odzywcza i jako$¢ zdrowotna. Aspekty
zdrowotne jakosci zywnos$ci odnosza si¢ do sktadu jakosciowego 1 ilo§ciowego produktow
zywnosciowych oraz diety. Zakldcenie rownowagi pomigdzy skladnikami diety powoduje
negatywne konsekwencje dla zdrowia cztowieka [Luning et al. 2005].

Obecnie w przemys$le spozywczym stosuje si¢ wiele zabiegow majacych na celu
ograniczenie ~ wystgpowania  roznego rodzaju  zagrozen. Kluczowe  znaczenie
dla bezpieczenstwa zywnosci oraz jej aspektow zdrowotnych ma ochrona jej sktadnikow
przed utlenianiem. Zahamowanie tego procesu znacznie wpltywa na zachowanie waloréw
sensorycznych 1 warto$ci odzywczej produktu, co znajduje odzwierciedlenie w wigkszej
akceptacji produktu przez konsumentéw. Ponadto wydtuza to czas przechowywania produktu.
By zapobiec niekorzystnym zmianom wywotanym procesami utleniania oraz przedtuzy¢
trwato$¢ produktéw przemyst spozywczy stosuje roznego rodzaju zabiegi takie jak np.
pakowanie produktéw w prézni czy w atmosferze gazu obojgtnego. Jednakze dla wielu
produktéw jest to niewystarczajace, dlatego niezbedny jest dodatek przeciwutleniaczy
syntetycznych lub naturalnych. Obie grupy przeciwutleniaczy posiadaja zalety i wady,
jednakze w konteks$cie zdrowia ludzkiego przeciwutleniacze naturalne wydaja si¢ bardziej
bezpieczne niz syntetyczne 1 wzbudzaja rosnace zainteresowanie zar6wno konsumentow, jak

1 producentow. Ponadto, w ostatnich latach, zwraca si¢ coraz wigksza uwage na potrzeby



1 oczekiwania konsumentéw w zakresie sktadu jakosciowego zywnosci. Odzwierciedleniem
takiej tendencji jest nowa grupa produktow o specjalnie zaprojektowanym sktadzie zaliczana
do kategorii zywnosci funkcjonalnej. Celem zywnos$ci funkcjonalnej jest dostarczanie
organizmowi sktadnikow, ktore petnia istotna rolg¢ w utrzymaniu i/lub poprawie zdrowia.

Istotna rol¢ w ksztaltowaniu jakos$ci zywnosci, szczegOlnie w zakresie jej
bezpieczenstwa oraz aspektow zdrowotnych maja katechiny (flawan-3-ole), ktérych
najbogatszym zrodtem jest herbata zielona. Znamienna cecha katechin jest ich wysoka
aktywnos$¢ przeciwutleniajaca. Wyniki wielu badan potwierdzaja, ze ekstrakty z herbat
zielonych moga by¢ dobrym i stosunkowo niedrogim zrédtem przeciwutleniaczy dodawanych
do zywnos$ci w celu ochrony jej sktadnikow przed utlenianiem [Gramza et al. 2006, Tang et
al. 2002, 2006]. Zaleta katechin i ekstraktow zherbat zielonych jako naturalnych
przeciwutleniaczy jest przede wszystkim brak charakterystycznego smaku i zapachu.

Katechiny poza wiasciwosciami przeciwutleniajacymi posiadaja takze wlasciwosci
przeciwnowotworowe, przeciwmutagenne, przeciwbakteryjne 1 przeciwzapalne. Dzigki
szerokiej gamie wtasciwosci biologicznych moga one zapobiegaé rozwojowi lub wspomagac
walke z chorobami, takimi jak nowotwory, choroby neurodegeneracyjne i sercowo-
naczyniowe [Cooper et al. 2005a, b, Pan et al. 2003, Riemersma et al. 2001]. Wtasciwosci
pro-zdrowotne katechin wykorzystuje si¢ w produktach zywnosciowych zaliczanych do grupy
zywnosci funkcjonalnej, takich jak ciastka, ptatki §niadaniowe, btyskawiczny makaron, coca
cola, chipsy oraz guma do zucia (patent numer 2001/6,248,346). Do kategorii zywnos$ci
funkcjonalnej zalicza si¢ rowniez herbate zielona. Regularna konsumpcja herbaty ogranicza
bowiem wystepowanie nowotwordw, choréb sercowo-naczyniowych oraz zapobiega otytosci
1 cukrzycy.

Ze wzgledu na wazna rolg, jaka katechiny odgrywaja zarowno w ochronie zZywnosci
przed utlenianiem jej sktadnikow, jak i w profilaktyce chordb cywilizacyjnych wazne jest
lepsze poznanie czynnikéw, ktore decyduja o wilasciwosciach przeciw- i1 pro-utleniajacych
katechin, jak i mechanizméw ich dziatania. Z dotychczasowych danych literaturowych
wynika, ze wysoka aktywno$¢ przeciwutleniajaca katechin zalezy od liczby grup
hydroksylowych oraz obecno$ci charakterystycznych ugrupowan strukturalnych w ich
czasteczkach [Nanjo et al. 1996, Salah et al. 1995]. Brak natomiast danych na temat wplywu
pH S$rodowiska oraz wlasciwosci kwasowo-zasadowych katechin na ich aktywnos$é
przeciwutleniajaca. Ponadto, ze wzgledu na stosowanie katechin lub ekstraktow z herbat
zielonych jako suplementoéw diety, nalezy mie¢ na uwadze potencjalne zagrozenia z tego

wynikajace. Wiadomo bowiem, ze w wyniku utleniania katechin (bedacego konsekwencja ich



dziatania przeciwutleniajacego) moga powstawa¢ wysoce reaktywne metabolity katechin
o strukturze chinonéw [Sang et al. 2005a, b]. Chinony te w reakcjach cyklu redoks z udziatem
tlenu czasteczkowego moga generowac duze ilo$ci reaktywnych form tlenu, ktére uszkadzaja
réznego rodzaju makroczasteczki komorek, takie jak np. DNA, RNA i biatka, co powoduje
zmiang ich struktury i funkcji, a w konsekwencji prowadzi do powstawania i rozwoju wielu
choréb tzw. cywilizacyjnych. Dlatego na etapie projektowania i produkcji ZywnoS$ci bardzo
wazne jest wykorzystanie wiedzy na temat czynnikow decydujacych o aktywnosci
biologicznej sktadnikow Zywno$ci oraz mechanizmow dziatania tych sktadnikow
w organizmie, ktérej zrodtem sa badania podstawowe.

W niniejszej pracy przedstawiono wyniki badan majace na celu okreslenie czynnikow
decydujacych o aktywno$ci przeciwutleniajacej ekstraktow z herbat zielonych oraz
wybranych katechin wystgpujacych w tych herbatach. Sprawdzono roéwniez mozliwo$¢
wykorzystania parametru TEAC, charakteryzujacego aktywno$¢ przeciwutleniajaca, do oceny
jakosci ekstraktow z herbat zielonych. Ponadto zbadano zdolno$¢ katechin, wystepujacych
w herbatach zielonych, do indukcji ekspresji genu kodujacego wazny enzym detoksykacyjny
— oksydoreduktaze NAD(P)H:chinon 1 oraz okreslono rolg¢ witasciwosci proutleniajacych

katechin w mechanizmie tej indukcji.
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CZESC LITERATUROWA

Rozdzial 1. Herbata zielona

Herbata jest jednym z najbardziej rozpowszechnionych napojéw na $wiecie, znanym
cztowiekowi od okoto 5 tysigcy lat. Odkryta zostalta w starozytnych Chinach, wedtug
legendy, w 2737 r. p.n.e., przez chinskiego cesarza Sheng-Nung, ktéry stosowat ja wylacznie
jako $rodek leczniczy i1 wzmacniajacy. Walory sensoryczne herbaty zielonej doceniono
dopiero za czasow panowania dynastii Tang w Chinach (618-910 r.) zwanych zlotym wiekiem
herbaty. Wowczas herbatg zaczgto pija¢ na co dzien dla przyjemnosci i orzezwienia. Mimo,
ze herbata trafita do Japonii dopiero w IX wieku, szybko zyskala stawe [Pettigrew 1998].
Picie herbaty urosto do rangi ceremonii, wokoét ktorej powstata cata filozofia zwana Drogq
Herbaty lub Herbatyzmem, czyli zamitowaniem do estetyzmu i pigkna [Kakuzo 1986].

Do Europy herbata dotarta na przetomie XVI i XVII wieku. Poczatkowo byta dobrem
luksusowym ze wzgledu na wysoka cen¢ podyktowana gltéwnie ogromnymi podatkami. Funt
herbaty (~0,45 kg) kosztowal wowczas tyle, co tygodniowa praca przecigtnego cztowieka, nic
wigc dziwnego, ze herbata stala si¢ obiektem nieuczciwych praktyk. Herbatg fatszowano
dodajac lisci lukrecji barwionych melasa i glina oraz lisci jesionu, suszac je, piekac, depczac,
przesiewajac 1 zwilzajac w owczym lajnie [Pettigrew 1998].

Obecnie herbata, mimo iz stata si¢ dobrem powszechnym, nadal stanowi przedmiot
nieuczciwych praktyk produkcyjnych. Herbate fatszuje si¢ dodajac herbaty wyekstrahowanej,
zepsutych lisci herbaty, obciazajac ja glinka lub gipsem czy tez dodajac sztucznych
barwnikow [Waszkiewicz-Robak 2003]. Do czgstych zafatszowan herbaty nalezy dodawanie
do niej lisci boréwek lub jezyn. Zdarzaja si¢ rowniez przypadki nielegalnych praktyk
w postaci dodatku do herbat lici roslin o niebezpiecznych dla ludzkiego organizmu
wiasciwosciach jak chociazby liscie rosliny Eurycoma loniofolia (Tongkat Ali) — posiadajacej
wlasciwos$ci wzmacniajace dziatanie testosteronu [Raport RASFF 2006].

W XVII 1 XVIII wieku herbat¢ do Europy importowano gtownie z Japonii i Chin,
p6zniej (XIX w.), w wyniku zatargu z Chinami, réwniez z Indii. Obecnie herbatg produkuje
si¢ w okoto 40 krajach $wiata, a wielko$§¢ produkcji przekracza 3,5 mln ton rocznie.

Gtownymi producentami herbaty nadal sa Chiny 1 Indie (tabela 1).
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Tabela 1. Gtéwni producenci herbaty na §wiecie

Kraje (udziat w §wiecie w %) 2000 2004 2006
Chiny 23,7 25,6 28,8
Indie 27,9 25,5 24,5
Sri Lanka 10,3 9,2 8,5
Kenia 8,0 8,8 8,5
Turcja 4.7 6,0 5,6
Indonezja 5,5 4.9 4,7
Wietnam 2.4 3,2 3.9
Japonia 29 3,0 2,5
Argentyna 2,5 1,9 1,9
Iran 1,7 1,7 1,6
Swiat (mln ton) 2,965 3,342 3,649

Zrodto: [Rocznik Statystyczny RP 2007 i 2008]

W poczatkach XVII wieku przedmiotem handlu z krajami azjatyckimi bylta herbata
zielona, jednak ze wzgledu na nietrwatos$¢ jej aromatu podczas kilkumiesigcznego transportu,
zaczeto sprowadza¢ do Europy herbate czarna, ktéra wyparta na kilka wiekéw z europejskich
stotow herbate zielona [Pettigrew 1998]. Do dzisiaj herbata czarna cieszy si¢ duza
popularnoscia w Europie oraz Pétnocnej Ameryce i Afryce, natomiast herbata zielona wérdd
narodow azjatyckich, szczegdlnie w Chinach i Japonii.

Obecnie gtownymi konsumentami herbaty na $wiecie sa Irlandia i Wielka Brytania
(okoto 3 kg/osobe/rok). Polska, pod wzgledem ilosci spozywanej herbaty, znajduje si¢ na
trzecim miejscu w Europie — rocznie okoto 1 kg herbaty/osobg [Gorczyca 2008, Rocznik
Statystyczny RP 2008]. Wyzej wyrdznieni liderzy w ilosci spozywanej herbaty to gtownie
konsumenci herbaty czarnej, ktora jeszcze parg lat temu stanowita okoto 78% produkcji
herbaty ogoétem, podczas gdy herbata zielona 22% [Cabrera et al. 2006]. W ostatnich
kilkunastu latach wzrosto jednak zainteresowanie herbata zielona ze wzgledu na pozytywny
zwiazek pomigdzy jej konsumpcja a zdrowiem cztowieka, czego dowodem sa wyniki badan
epidemiologicznych [Barbosa 2007, Cabrera et al. 2006, Cooper et al. 2005a, b, Gao et al.
1994, Peters et al. 2001, Yang G. et al. 2007].
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1. Herbata zielona w ochronie zdrowia czlowieka

W ostatnich dziesigcioleciach zauwazalna jest zmiana w postrzeganiu roli zywnosci
w zyciu cztowieka. Poza podstawowa funkcja zywnos$ci, jaka jest dostarczanie ludzkiemu
organizmowi niezbgdnych do Zycia substancji odzywczych i zaspokojenie potrzeb gtodu
1 pragnienia, wspolczesnego konsumenta coraz bardziej interesuje rola Zywnosci
w ksztattowaniu 1 ochronie zdrowia [Grajek et al. 2005]. Przyczyna takiego zjawiska jest
wzrost $wiadomosci konsumentow, co do wpltywu diety na czgstotliwos¢ wystepowania
choréb cywilizacyjnych, do ktorych zaliczamy nowotwory, choroby sercowo-naczyniowe,
neurodegeneracyjne 1 inne. Niewatpliwie o dobroczynnym wptywie diety na ludzki organizm
mozna mowi¢ w przypadku konsumpcji herbaty zielonej, ktérej zdrowotne whasciwosci znano
1 wykorzystywano od stuleci. Dowodem tego sa pierwsze pisemne wzmianki o dobroczynnym
dzialaniu herbaty zielonej zawarte w Ksiedze Herbaty z XII w. autorstwa japonskiego mnicha
Eisai. W dziele swym Eisai pisze nie tylko o pozytywnym wptywie picia zielonej herbaty na
serce cztowieka, ale rowniez podkresla medyczne zastosowania herbaty zielonej w leczeniu
plamisto$ci skory 1 choroby beri beri, usuwaniu objawow dyspepsji, stymulowaniu
organizmu, zapobieganiu zmegczeniu oraz wspomaganiu funkcji mozgu i uktadu moczowego
[Internet].

Obecnie potwierdzeniem pro-zdrowotnych wilasciwosci herbaty zielonej sa wyniki
badan epidemiologicznych oraz laboratoryjnych badan in vivo na zwierzgtach [Barbosa 2007,
Cabrera et al. 2006, Cooper et al. 2005a, b, Hara 2001, Higdon & Frei 2003, Muzolf &
Tyrakowska 2007a]. Wielu autorow wykazato, ze konsumpcja zielonej herbaty moze obnizaé
ryzyko wystapienia nowotworow piersi, prostaty, jelita grubego i cienkiego, odbytu, pgcherza
moczowego, zotadka, trzustki, watroby, przelyku czy tez ptuc (tabela 2) [Cooper et al. 2005b,
Ju et al. 2007, Landau et al. 2005, Yang C.S. et al. 2005, 2007].

Badania typu case-control przeprowadzone w Chinach wykazaly, Ze miesigczne
spozycie $rednio 100 g herbaty zielonej, w przeliczeniu na sucha masg, zmniejsza ryzyko
zachorowania na raka jelita grubego o 37% w stosunku do grupy kontrolnej [Yang G. et al.
2007]. Ryzyko to zalezne jest w duzej mierze od ilosci i czasu spozywania herbaty.
Negatywna korelacja pomigdzy konsumpcja herbaty a ryzykiem wystapienia nowotworu
utrzymuje si¢ nawet przy uwzglednieniu czynnikoéw mogacych znieksztatca¢ wyniki badan,
takich jak styl zycia, czynniki demograficzne czy nawyki zywieniowe. Badania Gao

1 wspotpracownikow [1994] nad zwiazkiem pomigdzy spozyciem herbaty zielonej

13



a nowotworem przelyku dowiodty, ze konsumpcja $rednio 100 g herbaty, w przeliczeniu
na sucha masg, miesigcznie obniza ryzyko raka przetyku o 23%, natomiast zwigkszenie ilo$ci
herbaty w codziennej diecie (powyzej 150 g suchej masy/miesiac) zmniejsza to ryzyko nawet

0 76%.

Tabela 2. Herbata w prewencji nowotworow: wyniki badan laboratoryjnych na zwierzgtach

Rodzaj nowotworu Pozytywne wyniki Negatywne wyniki
Pluc 13 1
Przetyku 2 -
Jamy ustnej 4 -
Zotadka 7 -
Jelita cienkiego 4 1
Jelita grubego 11 3
Watroby 7 1
Trzustki 2 -
Prostaty 6 -
Gruczotu mlekowego 4 3

Zrodho: [Yang C.S. et al. 2007]

Regularne spozywanie herbaty zielonej moze rowniez przyczynic si¢ do zmniejszenia
zachorowalno$ci na choroby sercowo-naczyniowe [Cooper et al. 2005a, Peters et al. 2001,
Riemersma et al. 2001]. Badania przeprowadzone w Japonii, wykazaty, ze dzienna
konsumpcja herbaty, wilosci nie mniejszej niz 10 filizanek, zmniejsza ryzyko $mierci
z powodu choréb serca 0 58% w stosunku do oso6b spozywajacych maksymalnie 3 filizanki
herbaty zielonej dziennie [Cooper et al. 2005a]. Z kolei wedtug Peters’a i wspotpracownikéw
[2001] wystarczy regularnie pi¢ 3 filizanki herbaty by zmniejszy¢ ryzyko wystapienia zawatu
serca 0 11%. Jednakze mimo tak wielu dowodow na korzystny wptyw herbaty zielonej
na ludzkie zdrowie wciaz brak satysfakcjonujacych wynikéw badan klinicznych.

Sposrod szeregu pro-zdrowotnych wiasciwosci, jakie posiada herbata zielona,
na uwage zastuguja réwniez jej wlasciwosci przeciwzapalne, przeciwbakteryjne (przeciwko

Escherichia coli, Streptococcus salivarius 1 Streptococcus mutant oraz groznej Helicobacter
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pyvlori) oraz przeciwwirusowe. Dzigki tym wlasciwosciom znajduje ona zastosowanie
w leczeniu reumatoidalnego zapalenia stawoéw, w ochronie przeciwko prochnicy
1 zaburzeniom jelit oraz wirusowi grypy i wirusowi HIV [Cabrera et al. 2006, Mabe et
al.1999, Song et al. 2005, Yamaguchi et al. 2002]. Udowodniono réwniez, ze herbata zielona
posiada wlasciwosci antybiotykowe przeciwko patogenowi Stenotrophomonas maltophilia
bedacemu przyczyna zapalenia phluc, otrzewnej, wsierdzia i/lub opon mézgowych [Navarro-
Martinez et al. 2005]. Regularna konsumpcja herbaty zielonej moze takze wspomagaé walke
z otyto$cia i cukrzyca [Hsu et al. 2008, Kao et al. 2006] oraz zapobiega¢ osteoporozie poprzez
pozytywny wpltyw na gospodarke mineralna kosci [Vali et al. 2007]. W ostatnich latach
prowadzi si¢ szeroko zakrojone badania nad wykorzystaniem herbaty zielonej w ochronie
organizmu przed chorobami neurodegeneracyjnymi takimi jak np. choroba Parkinsona
oraz/lub w leczeniu tych chordb [Pan et al. 2003].

Biorac pod uwage duza liczbg doniesien na temat pozytywnego wptywu spozywania
herbaty na organizm cztowieka nasuwa si¢ pytanie: w czym tkwi sekret herbaty zielonej?
Obecny stan wiedzy pozwala stwierdzi¢, ze korzystny wplyw herbaty zielonej jest wynikiem
jej unikalnego zestawu sktadnikéw chemicznych, z ktorych 30-50% daje si¢ ekstrahowac

do naparu herbacianego [Cichon & Wierciak 2000].

2. Sktad chemiczny herbaty zielonej

Sktad chemiczny herbaty budzit zainteresowanie naukowcow od dziesiatkow lat, lecz
dopiero rozwdj technik instrumentalnych pozwolil na doktadng identyfikacj¢ jej sktadnikow.
W IX wieku uwazano, ze herbata sktada si¢ z pigciu podstawowych sktadnikow. Obecnie
wiadomo, ze w sktad herbaty wchodzi ponad dziesi¢¢ grup zwiazkow. Ich ilo§¢ w herbacie
jest w duzym stopniu uzalezniona od wieku 1 jako$ci krzewu herbacianego oraz procesu
produkcyjnego herbaty [Cichon & Wierciak 2000, Graham 1992].

Gléwnymi skladnikami $wiezych lisci herbaty sa zwiazki polifenolowe (gtownie
katechiny) i kwasy fenolowe oraz weglowodany (w tym blonnik), bialka, aminokwasy
1 thuszcze (tabela 3). Ponadto herbata zawiera pigmenty, zwiazki lotne i mineralne oraz
witaminy [Belitz et al. 2004, Graham 1992].

Procentowy udzial poszczeg6élnych sktadnikow $wiezych liSci herbaty nie jest jednak
staty, lecz zalezy od wielu czynnikéw, takich jak np. gleba czy warunki klimatyczne. Ponadto

wiek ro$liny, czas zbioru oraz rodzaj liSci herbacianych takze wplywaja na zawartosc,
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szczegolnie olejkow eterycznych 1 zwiazkéw polifenolowych (gtownie katechin) [Belitz et al.
2004]. Najbardziej delikatne herbaty o bogatym aromacie i duzej liczbie ekstrahowanych
do naparu substancji (m.in. katechin) zawieraja mlode listki lub tipsy, czyli nierozwinigte
paczki lisci, pochodzace z wiosennego zbioru. Im starsze li§cie, tym mniejsza zawarto$¢

substancji, ktore przechodza do naparu 1 tym gorszy smak herbaty.

Tabela 3. Sktad chemiczny §wiezych lisci herbaty 1 herbaty zielonej oraz herbaty czarne;.
Zawarto$¢ poszczeg6lnych sktadnikéw wyrazona jako % suchej masy

Sktadniki Swieze licie/ Czarna herbata
herbata zielona

Zwiazki polifenolowe

Flawonoidy: gtownie katechiny ponadto flawonole, 30-36 5
flawony, oraz kwasy fenolowe i proantocyjanidyny

Tearubiginy i teaflawiny 0 25
Bialka 15 15
Aminokwasy 4 4
Weglowodany (w tym frakcja btonnika) 33 33
Thuszcze 2-17 2,5-17
Alkaloidy (kofeina) 4 4
Pigmenty (chlorofil i karotenoidy) 0,5-2
Zwiazki lotne 0,1 0,1
Zwiazki mineralne 5 5

Zrédto: [Belitz et al. 2004, Luczaj & Skrzydlewska 2005]

Na rynku dostgpnych jest ponad 300 gatunkéw herbat [Ho et al. 2007]. Wszystkie
wywodza si¢ zrosliny nalezacej do rodzaju Thea Camellia, wystepujacej w dwoch
podstawowych odmianach botanicznych Camellia sinensis var sinensis (chifski krzew
herbaciany) oraz Camellia sinensis var assamica (indyjskie drzewo herbaciane)
[Waszkiewicz-Robak 2003, Hara 2001]. Sposéb obrobki technologicznej §wiezych lisci
herbaty, a doktadniej stopien ich fermentacji, pozwala zaklasyfikowa¢ herbaty do jednego
z trzech podstawowych rodzajow:

¢ herbaty zielonej — niefermentowane;,
e herbaty czerwonej (ulung) — potfermentowanej lub niedofermentowane;,

e herbaty czarnej — fermentowane;.
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Podczas fermentacji $wiezych liSci herbaty zachodza procesy utleniania jej
podstawowych sktadnikow (katechin), w wyniku ktérych powstaja teaflawiny, a nastepnie
jako produkty polimeryzacji tych ostatnich tearubiginy, nadajace herbacie czarnej

charakterystyczny aromat (rysunek 1).

Katechiny
Herbata o ] ) ) )
zielona wigdnigcie —> podgrzanie na parze, palenie—> skrgcanie — suszenie
(inaktywacja enzymow) (delikatne)
Herbata o . - . :
ulung wiedniecie —> wstrzasanie,—> czgSciowa —> palenie —> suszenie
gniecenie fermentacja
Herbata | | . |
czarna wigdnigcie —> skrgcanie —> fermentacja —> palenie — suszenie
Teaflawiny,
tearubiginy

Rysunek 1. Wptyw procesu obrébki herbaty na zawartos¢ zwiazkow polifenolowych

Pomimo ro6znic w procesie produkcji sumaryczna ilos¢ zwiazkow polifenolowych pozostaje
niezmieniona. Zaro6wno herbata czarna, jak i zielona zawieraja okoto 25-40% zwiazkow
polifenolowych w przeliczeniu na sucha masg [Belitz et al. 2004, Ho et al. 2007]. Jednakze
zwiazki polifenolowe wystepujace w herbacie czarnej to gléwnie tearubiginy (>20%)
1 teaflawiny (2—-6%), katechiny stanowia zaledwie 3—10% (tabela 3) [Ho et al. 2007, Landau
et al. 2005].

Sktad herbaty zielonej jest bardzo zblizony do sktadu §wiezych lisci herbaty (tabela 3)
[Belitz et al. 2004, Cichon & Wierciak 2005, Graham 1992, Waszkiewicz-Robak 2003].
Enzymy powodujace utlenianie katechin, takie jak oksydaza polifenolowa, zostaja
unieczynnione podczas podgrzewania liSci, dlatego sposrod $rednio 30% zwiazkow
polifenolowych obecnych w herbacie zielonej katechiny stanowia 60-90%. Gltownymi
katechinami herbaty zielonej sa katechina, epikatechina, galokatechina, epigalokatechina,

galusan epikatechiny oraz galusan epigalokatechiny, stanowiacy okoto 50% zawartosci
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wszystkich katechin w herbacie (tabela 4). Powszechnie uwaza si¢, ze to wiasnie duza
zawarto$¢ katechin, charakteryzujacych si¢ wysoka aktywnos$cia przeciwutleniajaca, decyduje

przede wszystkim o wlasciwos$ciach zdrowotnych herbaty zielonej [Salah et al. 1995].

Tabela 4. Zwiazki polifenolowe herbaty zielonej. Zawarto§¢ wyrazona jako % suchej masy
lisci

Zawarto$¢

Zwiazki polifenolowe (% suchej masy)

Flawonoidy
Katechiny (Flawan-3-ole): ~30
Katechina 1-2
Epikatechina 1-3
Galokatechina 34
Epigalokatechina 3-6
Galusa epikatechiny 3-6
Galusan epigalokatechiny 9-13
Leukoantocyjany (Flawan-3,4-diole) 2-3
Flawonole: slady
Kwercetyna
Mirycetyna,
Kampferol
Kwasy fenolowe i taniny hydrolizujace (m.in. kwas ~5
galusowy i jego estry)
Proantocyjanidyny (taniny skondensowane) ~3

Zrodlo: [Belitz et al. 2004, Waszkiewicz-Robak 2003]

Zawarto$¢ pozostatych zwiazkow polifenolowych w herbacie zielonej jest stosunkowo niska
i stanowi zaledwie kilka do kilkunastu procent [Belitz et al. 2004]. Sposrod zwiazkow
polifenolowych herbaty poza katechinami wymieni¢ mozna leukoantocyjany (flawan-3,4-
diole), flawonole, gléwnie kwercetyng, mirycetyng i kampferol, wystepujace jednak
w $ladowych ilo$ciach, kwasy fenolowe np. kwas galusowy i taniny hydrolizujace, czyli estry
kwasu galusowego z monosacharydami oraz proantocyjanidyny (taniny skondensowane).
Proantocyjanidyny wystepujace w herbacie maja duzy wptyw na walory sensoryczne
naparu herbaty. Nadaja one herbatom charakterystyczny gorzkawy 1 §ciagajacy smak, co jest
wynikiem ich zdolnosci do wiazania bogatych w proling bialek $liny. Ponadto taniny wiaza

kofeing, przez co dlugo parzona herbata zielona nabiera wilasciwosci uspokajajacych
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1 kojacych, szczegolnie na blong §luzowa zotadka. Dzigki specyficznym wihasciwosciom tanin
herbata zielona stosowana byta dawniej jako lek przeciwbiegunkowy i przeciwzapalny.
Niestety obecnos¢ tych zwiazkéw w herbacie moze rowniez powodowac¢ niekorzystny efekt,
jakim jest ograniczenie wchtaniania niektorych metali, takich jak zelazo, wapn czy magnez
[Cichon & Wierciak 2005, Waszkiewicz-Robak 2003, Wilska-Jeszka 2002].

Biorac pod uwage wpltyw herbaty zielonej na organizm czlowieka, waznym jej
sktadnikiem, poza katechinami, o ktorych bedzie mowa w dalszej czg$ci pracy, sa réwniez
alkaloidy purynowe takie jak kofeina, teofilina i teobromina [Cichon & Wierciak 2005,
Waszkiewicz-Robak 2003]. Kofeina dziata orzezwiajaco i wzmacniajaco, poza tym moze
stymulowaé proces termogenezy w organizmie, a wigc wspomagac¢ odchudzanie [Cooper et
al. 2005a]. Teofilina i1 teobromina wptywaja pozytywnie na uklad krwiono$ny i moczowy.
Najbardziej aktywnym alkaloidem jest kofeina, ktéra w herbacie zwana jest takze teina,
aczkolwiek obecnie coraz czgsciej uzywa si¢ tej pierwszej nazwy.

Herbata jako roslina ma zdolno$¢ pobierania z gleby réznych substancji, stad migdzy
innymi obecno$¢ w herbacie zwiazkow mineralnych. Do mikroelementow herbaty naleza
potas (powyzej 50% wszystkich zwiazkow mineralnych herbaty), wapn, magnez, zZelazo
i miedz. Wigkszo$¢ z nich przechodzi do naparu, gdyz wchodza w sktad rozpuszczalnych
w wodzie zwiazkow koloidalnych. Warto podkresli¢, ze herbata zielona stanowi zrddto jodu,
fosforu 1 fluoru. Ilosci tych pierwiastkow sa w herbacie $ladowe, jednak wystarczajace
do uzupetnienia potrzeb organizmu. Obecnos¢ fluoru w herbacie zielonej prawdopodobnie
przyczynia si¢ do wiasciwosci przeciwprochniczych herbaty [Cichon & Wierciak 2005,
Waszkiewicz-Robak 2003].

Herbata zielona zawiera rowniez witaminy, chociaz, ze wzgledu na ilo$¢ herbaty
uzywanej do przygotowania naparu, sa to ilosci nieistotne pod wzgledem zywieniowym
[Waszkiewicz-Robak 2003]. Najczesciej wystepujacymi witaminy s3: prowitamina A,
witamina C, witaminy z grupy B 1 witamina K.

O charakterystycznych cechach sensorycznych herbaty zielonej decyduja, poza
zwiazkami polifenolowymi, rowniez zwiazki o matej masie czasteczkowej. Naleza do nich
aminokwasy, ktore powstaja gldwnie podczas obrobki §wiezych lisci herbaty, a pod wptywem
wysokiej temperatury tworza aldehydy ksztattujac w ten sposdb aromat herbaty zielone;.
Najwigcej, bo az 50% wszystkich aminokwasow stanowi teanina, pozostate aminokwasy

to kwas glutaminowy, arginina, kwas aspartamowy czy tez alanina.
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Ponadto herbata zielona zawiera bialka, wsrod ktéorych wigkszo$¢ to enzymy
oraz weglowodany, w tym nierozpuszczalna frakcja btonnika, tluszcze, pigmenty i1 olejki

eteryczne [Cichon & Wierciak 2005, Waszkiewicz-Robak 2003].

20



Rozdzial I1. Katechiny

3. Struktura chemiczna katechin

Katechiny (flawan-3-ole) naleza do duzej grupy zwiazkow polifenolowych zwanych
flawonoidami.  Charakterystyczna  cecha  struktury  flawonoidow  jest  szkielet
difenylopropanoidowy (CsC3Cs), W ktorym dwa pierScienie aromatyczne potaczone sa
heterocyklicznym pierScieniem vy-piranowym o roéznym stopniu utlenienia. Katechiny
wyrdzniaja si¢ wsrdd flawonoidéw nasyconym, o najwyzszym stopniu utlenienia,

pierscieniem heterocyklicznym oraz brakiem grupy karbonylowej w pozycji C4 (tabela 5).

Tabela S. Struktury chemiczne katechin herbaty zielonej wraz z oznaczeniem konfiguracji
przestrzennej

Konfiguracja Struktura chemiczna Nazwa katechiny

(2R,3R) (-)-epikatechina

R]ZH, Rz:OH

(-)-epigalokatechina
Rl :OH, RzIOH

galusan (-)-epikatechiny
R1 :H, Rz:GA

galusan (-)-epigalokatechiny
R;:OH, R,:GA

(2S8,3R) (-)-katechina

R] :H, Rz:OH
0 (-)-galokatechina
fo) OH R] :OH, Rz:OH

oH galusan (-)-katechiny
OH R;:H, R,:GA
OH reszta kwasu galusowego (GA)

galusan (-)-galokatechiny
R;:OH, R,:GA

(2R,3S) H
OH (+)-katechina
R] :H, Rz:OH

Ri (+)-galokatechina

R]ZOH, Rz:OH
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Liczne grupy hydroksylowe w czasteczce katechiny tworza charakterystyczne
ugrupowania: katecholowe (dwie grupy OH w pierScieniu B w pozycjach C3° 1 C4’)
lub pyrogalolowe (trzy grupy OH w pierscieniu B w pozycjach C3’, C4’ 1 C5’). Katechiny
posiadajace ugrupowanie pyrogalolowe nazywane sa galokatechinami. W odr6znieniu
od innych flawonoidéw katechiny sa dobrze rozpuszczalne w wodzie 1 nie tworza
glikozydoéw, moga jednak wystepowac w postaci galusanoéw (tabela 5). Ponadto w czasteczce
flawan-3-oli wystgpuja dwa centra asymetrii przy atomach wegla C2 1 C3, stad czasteczki
réznia si¢ miedzy soba takze konfiguracja. Wsrod katechin wyrdéznimy wigc enancjomery
takie jak np. (+)-katechina i (-)-katechina majace r6zna zdolnos$¢ skrecania plaszczyzny
polaryzacji $wiatla oraz epimery takie jak np. (-)-katechina lub (+)-katechina 1 (-)-
epikatechina rézniace si¢ konfiguracja jedynie przy jednym z dwoch asymetrycznych atomow

wegla (tabela 5) [Beecher 2003, Wilska-Jeszka 2002].

4. Wystepowanie katechin w produktach spozywczych

Pierwsze wyizolowane i zidentyfikowane w latach 1927-1935 katechiny pochodzity
z zielonej herbaty, ktora jest ich najbogatszym Zrédtem [Hara 2001]. Katechiny wystepuja
réwniez w owocach, warzywach, nasionach i napojach, chociaz w owocach i nasionach
bardziej powszechne od katechin sa ich oligo- i polimery [Arts I. et al. 2000a, b; Beecher
2003, Wilska-Jeszka 2002]. Zawarto$¢ katechin w owocach waha si¢ w granicach 10-250
mg/kg i uzalezniona jest od gatunku, odmiany i stopnia dojrzato$ci owocu (tabela 6).

Dobrym zrédlem katechin sa ziarna kakaowca i1 produkowana z nich gorzka
czekolada, ktora moze zawiera¢ nawet 610 mg katechin/kg. Wysoka zawartos¢ katechin
posiadaja takze ziarna bobu (po obrobce kulinarnej 206,3 mg/kg) [Arts I et al. 2000a].
Katechiny wystgpuja rowniez w czerwonym winie w ilosci 27-96 mg/l oraz w herbacie
czarnej w ilosci 418 mg/l (41,8 mg/g lisci) [Arts L. et al. 2000b]. Najbogatszym zrodiem
katechin jest jednak herbata zielona, ktorej jeden litr naparu moze zawiera¢ 870-2200 mg
katechin (59-103 mg/g lisci) [Henning et al. 2003].

Ze wzgledu na rozpowszechnienie w owocach, warzywach i nasionach oraz ich
przetworach, katechiny sa waznym sktadnikiem ludzkiej diety. Obecnie szacuje sig, ze 1lo§¢
spozywanych z codzienna dieta flawonoidéw wynosi $rednio 189,7 mg, z czego az 83,5%
stanowia flawan-3-ole (katechiny), flawanony zaledwie 7,6%, flawonole 6,8%, a antocyjany

1,6% [Chun et al. 2007]. Gléwnym Zrodtem flawonoidow w Stanach Zjednoczonych sa:
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herbata (157 mg), soki owocowe (8 mg), wino (4 mg) i owoce (3 mg). W Danii spozycie
katechin wynosi $rednio 20 mg — 50 mg dziennie [Dragsted et al. 1997], podobne wyniki daja
badania przeprowadzone w Holandii, gdzie oszacowano, ze katechiny spozywane sa w ilo$ci
50 mg dziennie [Arts I. et al. 2001]. Gtownym zrédlem katechin w codziennej diecie

Holendrow sa herbata, czekolada, jabtka i §liwki [Arts I. et al. 2000a, b].

Tabela 6. Zawartos¢ katechin (glownie (+)-katechiny i (-)-epikatechiny) w wybranych
owocach

Owoce Katechiny [mg/kg]
Jabtka 50— 120
Gruszki 20 -39
Sliwki 20,5 - 62
Morele 110 -250
Truskawki 30-100
Czarne porzeczki 50-90
Czarny bez 210,3
Jezyny 190
Agrest 204
Kiwi 4,5

Zrédto: [Arts L. et al. 2000a, Wilska-Jeszka 2002]

5. Wiasciwosci biologiczne katechin wystepujacych w herbacie zielonej

Odkrycie zwiazkdw polifenolowych, nazwanych poczatkowo witaming P,
uhonorowane w 1937 r. nagroda Nobla, zapoczatkowato szereg badan nad witasciwosciami
biologicznymi tych zwiazkéw oraz produktéw bogatych w polifenole. Katechiny, obok
flawonoli, naleza do grupy najintensywniej badanych polifenoli.

Flawan-3-ole, tak jak inne zwiazki polifenolowe, sa wtérnymi metabolitami roslin,
petniacymi w nich istotne funkcje biologiczne:

e odstraszaja zerujace organizmy i chronig przed szkodliwymi drobnoustrojami,
e umozliwiaja regulacjg ci$nienia osmotycznego w czasie suszy,

e chronia przed promieniowaniem UV,
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e pelnia funkcje atraktantoéw wabiac owady zapylajace 1 zwierzgta przenoszace
nasiona,

e chronia ro$ling przed szkodliwym dzialaniem reaktywnych form tlenu
generowanych w procesie fotosyntezy.

Katechiny, ze wzgledu na ich rozpowszechnienie, sa waznym naturalnym sktadnikiem
diety czlowieka. W organizmie roéwniez petnia wiele istotnych funkcji biologicznych.
Dotychczasowe wyniki badan wskazuja, ze katechiny moga regulowa¢ wzrost komorek
rakowych poprzez oddziatywanie migdzy innymi z epidermalnym czynnikiem wzrostu (EGF
— ang. Epidermal Growth Factor). Katechiny zapobiegaja przemianie nieaktywnych form
karcynogenu w formy aktywne. Pozytywnie wptywaja na funkcjonowanie uktadu
odpornosciowego oraz posiadaja wlasciwosci przeciwzapalne. Dzigki wlasciwo$ciom
przeciwbakteryjnym zapobiegaja rozwojowi prochnicy. Katechiny moga rowniez modulowac
gospodarke mineralng organizmu wpltywajac na gestos$¢ kosci, co wykorzystuje si¢ w leczeniu
osteoporozy. Przeciwwirusowe wilasciwos$ci katechin moga chroni¢ organizm przed wirusem
HIV oraz grypa. Odgrywaja istotna rolg w walce z otyloscia, wspomagajac proces
termogenezy poprzez interakcje z kofeina oraz hamowanie aktywno$ci metylotransferazy
katecholowej — enzymu rozkladajacego norepinefryng. Katechiny wspomagaja réwniez
dziatanie wielu lekow stosowanych w terapii choroby Parkinsona (Lewadopa) i chemoterapii
(tamoksifen). Hamuja biosyntezg cholesterolu poprzez hamownie enzymu epoksydazy
skwalenowej. Zmniejszaja stymulowana epinefryna agregacj¢ krwinek ptytkowych [Cooper et
al. 2005a, b, Higdon & Frei 2003, Ignatowicz 2007].

Szerokie spektrum  wilasciwosci  biologicznych  katechin  (migdzy innymi
przeciwnowotworowe, przeciwmutagenne, przeciwzapalne) tlumaczy si¢ czgsto ich
aktywnos$cia przeciwutleniajaca, chociaz niektére badania dowodza istnienia mechanizméw
odbiegajacych od powszechnie pojmowanego dziatania przeciwutleniajacego katechin
w zapobieganiu oraz/lub leczeniu chordb. Coraz czgSciej zwraca si¢ uwagg na funkcjg
katechin jako czasteczek sygnalizujacych oraz modulatoréw odpowiedzi komodrkowej
w wyniku oddzialywan ze specyficznymi kinazami [Williams et al. 2004].

W niektorych przypadkach przeciwutleniacze, jakimi sa katechiny, moga wykazywac
aktywno$¢ proutleniajaca, powszechnie uznawana za potencjalnie niekorzystna dla ludzkiego
organizmu [Elbling et al. 2005]. Jednakze, w organizmie katechiny, dzigki wlasciwosciom
proutleniajacym moga rowniez odgrywaé pozytywna rolg. Indukowany przez zwiazki
polifenolowe stres oksydacyjny, uznawany dotychczas za objaw lub przyczyne wystepowania

stanow patologicznych organizmu, moze wzmacnia¢ obron¢ komorki przed toksycznym
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dziataniem ksenobiotykow i1 zwiazkow elektrofilowych poprzez aktywacj¢ genéw kodujacych

enzymy II fazy biotransformacji [Halliwell 2008, Williams et al. 2004].

5.1. Wiasciwosci przeciwutleniajace katechin

Reaktywne formy tlenu (RFT), czyli wolne rodniki tlenowe i formy nierodnikowe
tlenu, takie jak np. nadtlenek wodoru, odgrywaja istotna rolg¢ w patogenezie wielu chorob
cywilizacyjnych, negkajacych wspodiczesne spoteczenstwo [Bartosz 2003, Duda-Chodak
& Tuszynski 2007, Halliwell & Gutteridge 2007]. Wytwarzane endogennie, jak 1 pod
wplywem czynnikéw egzogennych RFT moga reagowaé z makroczasteczkami komorek,
prowadzac do zmiany ich struktury i zaburzenia pelnionych przez nie funkcji,
aw konsekwencji do stanow chorobowych. Oddziatywanie RFT ze strukturami
komoérkowymi, takimi jak thuszcze, biatka, aminokwasy, kwasy nukleinowe i cukrowce,
przedstawione zostato wyczerpujaco w pracach przegladowych po$wigconych tej tematyce
[Bartosz 2003, Duda-Chodak & Tuszynski 2007].

Organizm ludzki dazac do zachowania rownowagi oksydacyjno-redukcyjnej
wyksztatcit wiele mechanizméw ochronnych przed szkodliwym dziataniem RFT, takich jak
enzymy przeciwutleniajace (np. katalaza lub dysmutaza ponadtlenkowa), przeciwutleniacze
niskoczasteczkowe (np. glutation i kwas moczowy), czy biatka szoku cieplnego. Nie zawsze
jednak endogenne systemy przeciwutleniajace moga utrzyma¢ RFT na odpowiednim,
fizjologicznym poziomie [Bartosz 2003]. Dlatego istotne jest dostarczanie organizmowi
przeciwutleniaczy egzogennych, takich jak np. zwiazki polifenolowe (w tym katechiny),

ktérych bogatym zrédlem jest codzienna dieta.

5.1.1. Mechanizmy dzialania przeciwutleniajacego katechin

Do klasycznego dzialania przeciwutleniajacego katechin, opartego na ich
wlasciwosciach redukujacych naleza: 1) bezpo$rednie unieczynnianie (tzw. zmiatanie)
reaktywnych form tlenu i azotu (RFT i RFA), oraz 2) zmniejszanie ilo$ci powstajacych RFT
i/lub RFA posrednio poprzez: a) regeneracj¢ innych przeciwutleniaczy takich jak a-tokoferol
czy PB-karoten 1 b) chelatowanie metali przejsciowych.

Katechiny posiadaja silne wtasciwosci przeciwutleniajace ze wzgledu na swoja

budowe¢ chemiczna warunkujaca zdolnos$¢ do tatwego oddawania atoméw wodoru i/lub
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elektronow. W wyniku reakcji katechiny z rodnikiem np. nadtlenkowym (ROO") nastepuje
przeniesienie atomu wodoru i/lub elektronu na czasteczkg rodnika z utworzeniem formy
nierodnikowej (ROOH) oraz rodnika fenoksylowego (rodnik o-semichinonowy) katechiny

(rysunek 2).

+ ROOH
OH

rodnik fenoksylowy
(rodnik o-semichinonowy)

Rysunek 2. Mechanizm przeciwutleniajacego dzialania flawonoidow na przykladzie
zmiatania rodnikow nadtlenkowych (ROO") przez kateching

Powstate rodniki fenoksylowe sa bardziej stabilne niz rodniki tlenowe, co czyni je
bezpieczniejszymi dla organizmu. Ponadto rodniki fenoksylowe katechin moga w kolejnych
etapach uczestniczy¢ w reakcjach charakterystycznych dla rodnikow, takich jak dimeryzacja
lub reakcje z innymi rodnikami, moga tez ulega¢ dalszemu utlenieniu do formy o-chinonowe;.
Niektérzy autorzy twierdza, ze, w odroznieniu od flawonoli, reakcje rodnikow
semichinonowych katechin prowadzace do powstania zwiazkéw oligomerycznych w wyniku
addycji nukleofilowej sa bardziej uprzywilejowane niz dalsze ich utlenianie do o-chinonéw
[Aron & Kennedy 2008].

Katechiny, dzigki wlasciwosciom redukcyjnym, moga roéwniez regenerowaé inne
przeciwutleniacze takie jak o-tokoferol czy B-karoten [Lotito & Fraga 2000, Zhou et al.
2005]. Mechanizm regeneracji, na przyktadzie tokoferolu, polega na oddaniu atomu wodoru
i/lub elektronu przez kateching (FOH) czasteczce rodnika tokoferylowego (TO'), w wyniku
czego nastepuje utworzenie tokoferolu (TOH) i rodnika fenoksylowego katechiny (FO"),

wedtug schematu reakcji:

TO®+FOH ——= TOH + FO°*
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Jak wykazaly badania Jovanovic’a i1 wspolpracownikow [1995] nad wilasciwosciami
przeciwutleniajacymi katechin, powyzsza reakcja jest mozliwa, poniewaz potencjaty redukcji
katechin (0,43 V) sa nizsze niz potencjat redukcji tokoferolu (0,48 V). Moze zatem nastapic¢
przeniesienie elektronu oraz towarzyszacego mu protonu i tadunku elektrostatycznego
z czasteczki katechiny na rodnik tokoferylowy i odbudowa a-tokoferolu [Jovanovic et al.
1998]. Podobny mechanizm sugeruje si¢ dla ochrony B-karotenu. W przypadku pary
przeciwutleniaczy: katechina i kwas askorbinowy obserwuje si¢ ochronny efekt kwasu
askorbinowego wobec katechin. Kwas askorbinowy ma nizszy potencjal redukeji (0,28 V) niz
katechiny dlatego mozliwe jest przeniesienie elektronu z jego czasteczki na rodnik
fenoksylowy i regeneracja katechiny [Lotito & Fraga 2000].

Mechanizm chelatowania metali przez katechiny polega na tworzeniu komplekséw
pomigdzy elektrono-donorowymi czasteczkami katechin a jonami metali z nieobsadzong
powloka walencyjna. Potencjalnym miejscem chelatowania metali w czasteczce flawan-3-olu
jest grupa katecholowa pierscienia B lub reszta kwasu galusowego. Mechanizm reakcji jest
nastgpujacy: oderwanie atomu wodoru w wyniku utleniania czasteczki katechiny prowadzi
do powstania rodnika fenoksylowego, ktory w obecnosci jonu metalu tworzy z nim kompleks

(rysunek 3) [Morel et al. 1998].

HO R ‘0 R 20 R
—_— —> M
HO _0 o)

Rysunek 3. Mechanizm chelatowania jondw metali przejsciowych przez ugrupowanie
katecholowe katechin

Oprocz klasycznego dziatania przeciwutleniajacego, katechiny moga petni¢ role
przeciwutleniaczy, wptywajac na wewnatrzkomérkowa réwnowage redoks, dzigki innym
mechanizmom: 1) inhibicji enzyméw ,,proutleniajacych”, takich jak syntaza tlenku azotu czy
lipooksygenaza, 2) indukcji ekspresji genow kodujacych enzymy I i II fazy biotransformacji
takich jak np. S-transferaza glutationowa i/lub 3) hamowaniu aktywacji czynnikéw
transkrypcyjnych, takich jak np. czynnik jadrowy kappa B (NF-«B — ang. Nuclear factor- kB)
[Frei & Higdon 2003, Rice-Evans et al. 1996]. Najnowsze badania wskazuja na istotna rolg

katechin jako czasteczek sygnalizujacych, czyli modulatorow odpowiedzi komorkowe;,
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miedzy innymi poprzez interakcje z kinazami aktywowanymi mitogenami (MAPK — ang.

Mitogen Activated Protein Kinases) [Stevenson & Hurst 2007, Williams et al. 2004].

5.1.2.  Czynniki  fizyko-chemiczne = wplywajace na  aktywnos$¢

przeciwutleniajaca katechin

Na podstawie wynikéw badan in vitro stwierdzono, ze katechiny herbaty zielonej
moga wychwytywac i neutralizowa¢ zarowno wolne rodniki, jak i RFT i/lub RFA, takie jak
anionorodnik ponadtlenkowy (O;" ), rodnik hydroksylowy (‘OH), tlen singletowy ('O,),
tlenek azotu (NO), nadtlenoazotyn (ONOO ), rodnik nadtlenkowy (ROQ"), kwas chlorowy I
(HOCI), dziatajac jako przeciwutleniacze prewentywne i interwentywne [Kawai et al. 2008,
Kondo et al. 1999, Pannala et al. 1997, Paquay et al. 2000, Rice-Evans et al. 1996].

Wyniki badan nad aktywnos$cia przeciwutleniajaca katechin wyznaczona za pomoca
roznych testow in vitro wykazaly, ze katechiny sa najbardziej skutecznymi
przeciwutleniaczami sposréd zwiazkéw polifenolowych 1 witamin przeciwutleniajacych

(tabela 7).

Tabela 7. Aktywno$¢ przeciwutleniajaca in vitro wybranych katechin oraz dla poréwnania
flawonoli, kwasu galusowego, o-tokoferolu i/lub witaminy C wyrazona jako zdolno$¢
zmiatania rodnika ABTS™ (metoda TEAC) ®, O, (radioliza pulsacyjna) ™ 9, 'O, (fotoliza
laserowa) ®, HOC1 @, ONOO ©

TEAC mM)*  k(O,” +F)°  k('0,+F)®  Tyoa (%)  Ionoo (%)

Zwiazek pH 7,4 x10°M's!  x10'M's'  pH7.4 pH 7
Galusan epigalokatechiny 4,8 7.3 22 81 32
Galusan epikatechiny 4,9 43 22 80 38
Epigalokatechina 3,8 4,1 11 73 20
Kwercytyna 4,7 0,47 0,24 60 -
Rutyna 2.4 0,51 0,16 - -
Kwas galusowy 3,0 3,4 - - 32
a-Tokoferol 1,0 0,058 ¢ 5 4 14
Witamina C 0,9 - - - -

a [Rice-Evans et al. 1996], b [Jovanovic et al. 1998], ¢ [Jovanovic et al. 1994]; d [Kawai et al. 2008]; ¢ [Pannala et al. 1997]; Oznaczenia: F —
flawonoid; I goci (%)— stopien hamowania (%) powstawania produktow reakcji HOCI z deoxycytydyna w wyniku zmiatania HOCI przez

100 uM przeciwutleniacz; I onoo. - stopien hamowania powstawania produktow reakcji ONOO™ z tyrozyna w wyniku zmiatania ONOO
przez 10 uM przeciwutleniacz
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Wysoka aktywno$¢ przeciwutleniajaca katechin w duzym stopniu zalezy od ich budowy

chemicznej oraz §rodowiska, w ktérym dzialaja.

Wptyw struktury katechin

Na podstawie wynikow badan nad aktywno$cia antyoksydacyjna flawonoidow
wykazano, ze aktywno$¢ tych zwiazkow zalezy od wystgpowania w ich czasteczkach
specyficznych ugrupowan strukturalnych [Rice-Evans et al. 1996]. Do najwazniejszych
elementow struktury, determinujacych wtasciwosci przeciwutleniajace flawonoidow naleza:

1) ugrupowanie katecholowe (3’-OH, 4’-OH) w pierscieniu B,

2) podwojne wiazanie pomigdzy atomami weggla w pozycji C2 i C3 w polaczeniu

z grupa karbonylowa w pozycji C4 w pierscieniu C oraz

3) dwie grupy hydroksylowe w pozycjach C5 i C7 (pierscienie A i C).

Taka budowa zwiazku umozliwia delokalizacje elektronow pomigdzy pierscieniami A i1 B,
co stabilizuje rodnik fenoksylowy powstaty w wyniku oddania elektronu/atomu wodoru przez
czasteczke np. flawonolu.

W strukturze katechin brak grupy karbonylowej w pozycji C4, ponadto pierscien
heterocykliczny jest nasycony (tabela 5), dlatego delokalizacja elektronéw pomigdzy
pierscieniami A 1 B, w powstatym rodniku fenoksylowym, jest niemozliwa.

Wiasciwosci przeciwutleniajace katechin zaleza wigc w duzym stopniu od liczby grup
hydroksylowych w czasteczce. Stwierdzono, ze im wigksza liczba podstawnikow
hydroksylowych tym wyzsza aktywno$¢ przeciwutleniajaca katechin [Rice-Evans et al.
1996].

Wyniki badan nad aktywnos$cia przeciwutleniajaca katechin in vitro (zebrane
w tabeli 8) wskazuja, ze najwyzsza aktywno$cia przeciwutleniajaca sposréd katechin
charakteryzuja si¢ ich galusany, przy czym najbardziej skutecznym zmiataczem wolnych
rodnikow jest galusan epigalokatechiny, posiadajacy osiem grup hydroksylowych
w czasteczce. Aktywno$¢ katechin ro$nie wraz ze wzrostem liczby grup OH w czasteczce.
Katechina i epikatechina, posiadajace najmniej, bo tylko 5 grup OH, charakteryzuja si¢

najczesciej najnizszg aktywnoscia przeciwutleniajaca.
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Tabela 8. Aktywnos¢ przeciwutleniajaca katechin in vitro

Model/Metoda badania

Wynik"

Literatura

Zdolnoé¢ zmiatania ABTS™ w tescie
TEAC (pH 7.,4)

ECG>EGCG>EGC>EC=C

[Rice-Evans et al.
1996]

Zdolno$¢ zmiatania DPPH /metoda
ESR

EGCG=GCG=ECG=CG>EGC=GC>C=EC

[Nanjo et al. 1996]

Zdolno$¢ redukowania metali
przej$ciowych/ metoda FRAP

Zdolno$é zmiatania DPPH"

Aktywnos¢ katechin — metoda FRAP:

ECG>CG>EGCG>EGC>GCG>GC>EC=C

Aktywno$¢ katechin wobec DPPH'™:

EGCG=GCG=ZECG=CG=EGC>EC>GC=C

[Xu et al. 2004]

Zdolno$¢ zmiatania O, '0,,
DPPH’, i rodnikéw generowanych
przez AAPH

Aktywno$¢ katechin wobec kazdego z
badanych rodnikow:
EGCG=GCG>EGC=GC>EC=C

[Guo et al. 1999]

Zdolno$¢ zmiatania O," 1 ‘OH/
metoda ESR

Aktywno$¢ katechin wobec O, :
EGCG>EGC>ECG> C=EC

Aktywno$¢ katechin wobec "OH:
EGCG=ECG>EC>C>EGC

[Nanjo et al. 1999]

Zdolno$¢ zmiatania O," EGCG=GCG=ECG>EGC=GC>EC=C [Nakagawa

& Yokozawa 2002]
Stopien hamowania peroksydacji EGCG>ECG>C>GC>EGC>EC [Hashimoto et al.
lipidow (metoda FRAP) 2003]
Stopien hamowania peroksydacji EGCG>EGC=ECG>EC [Murakami et al.
lipidow w komodrkach HepG2 2002]
(metoda TBARS)
Stopien hamowania peroksydacji ECG>EGCG>EC>EGC [Chen et al. 2002]

lipidow w komoérkach HepG2
wywotanej dziataniem toksycznych
dawek otowiu (100 uM Pb*") /
metoda TBARS

Stopien hamowania peroksydacji
lipidow katalizowanej Fe**, Cu®" lub
V**, w hepatocytach szczura/ metoda
TBARS

(Fe*', Cu’") EGCG>ECG>EGC>EC
(V*") EGCG>ECG> EC>EGC

[Sugihara et al. 2001]

*
Oznaczenia: C - katechina, EC - epikatechina, EGC - epigalokatechina, GC - galokatechina, ECG - galusan epikatechiny, CG - galusan
katechiny, EGCG - galusan epigalokatechiny, GCG - galusan galokatechiny

Stwierdzono rowniez, ze duzy wplyw na aktywno$¢ przeciwutleniajaca poza liczba

grup hydroksylowych ma ich rozmieszczenie. Badania Nanjo 1 wspotpracownikow [1996] nad

zdolnos$cia katechin i ich form acetylowych lub glikozydowych do zmiatania rodnikow

DPPH" wykazaly, ze hydroksylacja w pierScieniu A nie ma wplywu na aktywnosé

przeciwutleniajaca katechin. Wazny jest natomiast zaréwno stopien, jak 1 miejsce

hydroksylacji pierscienia B katechiny. Katechiny z grupa pyrogalolowa charakteryzuja si¢

wigkszym potencjalem przeciwutleniajacym niz te z grupa katecholowa. Znaczacym
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elementem strukturalnym odpowiedzialnym za wysoka aktywno$¢ przeciwutleniajaca
katechin jest rowniez reszta kwasu galusowego w pozycji C3. Nanjo 1 wspotpracownicy
stwierdzili, ze podstawienie atomu wodoru grupy 4’-OH w pierScieniu B galusanu
epigalokatechiny grupa glukozylowa nie wpltywa zasadniczo na zmiang aktywnosci
przeciwutleniajacej badanego zwiazku. Jednakze, gdy atomy wodoréw grup 4’-OH i 4”-OH
w czasteczce galusanu epigalokatechiny zostana podstawione grupami glukozylowymi,
aktywno$¢ przeciwutleniajaca glukozylowej pochodnej galusanu epigalokatechiny jest
znacznie nizsza niz zwiazku macierzystego [Nanjo et al. 1996]. Reszta kwasu galusowego jest
zatem kluczowym elementem strukturalnym, decydujacym o aktywnos$ci przeciwutleniajace;j
galusandéw katechin.

Na podstawie wynikow powyzszych badan charakterystyczne ugrupowania obecne
w czasteczkach katechin mozna uszeregowa¢ pod wzgledem ich udzialu w catkowitej
aktywnosci przeciwutleniajacej zwiazku wedhug kolejnosci: reszta kwasu galusowego > grupa
pyrogalolowa > grupa katecholowa.

Wptyw struktury na aktywno$¢ przeciwutleniajaca katechin mozna rowniez
analizowa¢ na podstawie warto$ci potencjaldow utleniania katechin. Poniewaz reakcje
elektrochemicznego utleniania, jak i1 mechanizm zmiatania wolnych rodnikéw przez
flawonoidy, polegaja na rozerwaniu wiazania O-H, latwos$¢ utleniania zwiazku moze
odzwierciedla¢ jego zdolno$¢ do zmiatania rodnikéw [van Acker et al. 1998, Firuzi et al.
2005, Pietta 2000]. Im nizszy potencjal utleniania tym wyzsza aktywno$¢ przeciwutleniajaca
flawonoidu, gdyz wigksza jest jego zdolno$¢ do oddawania elektronu [van Acker et al. 1998,
Mukai et al. 2005, Yang et al. 2001]. Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono,
ze wartos$ci potencjatdéw utleniania katechin maleja wraz ze wzrostem liczby grup OH
w czasteczce katechiny. Najnizszy potencjal utleniania, a wigec najwyzsza zdolno$¢ zmiatania
RFT posiadaja katechiny z reszta kwasu galusowego, nastgpnie katechiny z grupa
pyrogalolowa 1 katecholowa. Wyniki te potwierdzaja, po raz kolejny, istotny wplyw struktury
katechin na ich aktywno$¢ przeciwutleniajaca.

W przypadku katechin mozna tez rozwaza¢ wplyw konfiguracji przestrzennej
czasteczek katechin na ich aktywno$¢ przeciwutleniajaca. Wigkszo$¢ dotychczasowych badan
nad aktywnos$cia przeciwutleniajaca katechin wykazuje brak réznic w aktywnos$ci pomigdzy
odpowiednimi epimerami [Najno et al. 1996, Xu et al. 2004]. Jednakze badania Guo
1 wspolpracownikow [1999] nad aktywnos$cia przeciwutleniajaca katechin wyrazona jako
zdolno$¢ zmiatania rodnika DPPH’, rodnikéw generowanych z AAPH oraz RFT, takich jak

0," i '0,, wykazuja, ze galusan galokatechiny i galokatechina maja wicksza zdolno$é
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do zmiatania rodnikéw w pordéwnaniu do ich epimeréw, ale tylko przy relatywnie niskich
stezeniach (<0,ImM). Im wyzsze stgzenia katechin tym rdéznice w aktywnos$ci
przeciwutleniajacej pomigdzy odpowiednimi epimerami sa mniejsze. Ponadto Guo wykazat,
ze przestrzenna budowa czasteczki katechiny ma istotny wplyw na jej aktywnosc
przeciwutleniajaca w przypadku zmiatania duzych rodnikéw, takich jak DPPH’, co jest
niezgodne z wynikami badan Nanjo i wspotpracownikow [1996], ktorzy nie zaobserwowali
istotnych réznic w aktywnosci przeciwutleniajacej pomi¢dzy odpowiednimi epimerami

katechin wobec rodnika DPPH’.

Wplyw srodowiska

W uktadach biologicznych katechiny dzialaja w srodowisku wodnym lub lipofilowym.
Ze wzgledu nardznice we wilasciwosciach fizyko-chemicznych zwiazkow, takich jak
polarno$¢ czasteczek, czy rozpuszczalnos¢ w okreslonym srodowisku, mechanizm dziatania
przeciwutleniajacego katechin moze by¢ rézny, co znajduje odzwierciedlenie w wartosciach
parametrow charakteryzujacych ich aktywnosc¢.
Na podstawie wynikow badan nad aktywnoscia antyoksydacyjna katechin
w Srodowiskach o réznej polarnosci, stwierdzono, ze katechina 1 epikatechina, wykazuja
najnizsza aktywnos$¢ przeciwutleniajaca spo$rod badanych katechin wobec rodnikéw
w $rodowisku wodnym (wyrazona jako zdolno$é zmiatania rodnikéw ABTS™), podczas gdy
ich aktywno$¢ w $rodowisku lipofilowym (wyrazona jako zdolno$¢ hamowania utleniania
LDL) jest wigksza od aktywnos$ci epigalokatechiny i zblizona do aktywno$ci galusanow
katechin [Salah et al. 1995]. Poniewaz ochronny wplyw katechin wobec lipidow jest
wynikiem lokalizacji katechin na powierzchni bton, przez co moga one zmiata¢ wolne rodniki
i zapobiega¢ konsumpcji a-tokoferolu — lipofilowego przeciwutleniacza, zaobserwowane
roznice w zdolnosci poszczegdlnych katechin 1 kwasu galusowego do hamowania
peroksydacji lipidéw moga wynika¢ z réznych wspotczynnikow podziatu tych zwiazkéw
pomigdzy fazami lipidowa i wodna [Salah et al. 1995, Yang et al. 2001]. Na przyktad
wspotczynnik podzialu migdzyfazowego (oktanol/woda) epigalokatechiny wynosi 0,12,
podczas gdy wspotczynnik podziatu epikatechiny 1,2 [Higdon & Frei 2003].
Porter 1 wspotpracownicy [1989] wskazuja na istnienie zjawiska tzw. paradoksu
polarnego, ktore ilustruje ré6zne zachowanie si¢ czasteczek przeciwutleniaczy w §rodowisku
lipofilowym, wodnym lub w emulsji. Porter zaobserwowat, ze przeciwutleniacze polarne sa

bardziej  aktywne  w $rodowisku  jednofazowym  (np. lipofilowym),  natomiast
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przeciwutleniacze niepolarne lub mniej polarne sa skuteczniejsze w  $rodowisku
heterofazowym (np. emulsjach). Potwierdzeniem istnienia paradoksu polarnego sa rowniez
wyniki badan zespotu Huang i Frankel [1997], ktore wskazuja na wigksza skutecznosé
przeciwutleniajaca herbaty zielonej w liposomach niz w emulsji oleju kukurydzianego.
Przyczyna tego zjawiska jest wigksze powinowactwo polarnych katechin wystepujacych
w herbacie do polarnej powierzchni dwuwarstwy lipidowej, co skutkuje lepsza ochrong przed
jej utlenianiem. Przeciwutleniacze hydrofilowe, jakimi sa katechiny, sa skuteczniejsze
w $srodowisku apolarnym, poniewaz sa zlokalizowane na granicy olej-powietrze, chroniac
w ten sposob thuszcze przed wolnymi rodnikami tlenowymi, podczas gdy przeciwutleniacze
hydrofobowe sa rozpuszczone w homogenicznej fazie olejowej 1 przez to mniej aktywne
w tym uktadzie [ Yanishlieva-Maslarova 2001].

Skuteczno$¢ przeciwutleniacza zalezy nie tylko od jego budowy chemicznej, ale takze
jest w znacznym stopniu zdeterminowana rodzajem S$rodowiska, w ktérym dziata
przeciwutleniacz oraz polarnoscia czasteczki przeciwutleniacza. Dlatego oznaczenie
aktywno$ci przeciwutleniajacej skladnikow zywnosci powinno si¢ odbywaé przy
zastosowaniu metody, ktora najlepiej odzwierciedla §rodowisko (matrycg) danego produktu

(uktad wielofazowy, srodowisko wodne Iub srodowisko thuszczowe).

5.1.3. Czynniki wptywajace na aktywno$¢ przeciwutleniajaca herbaty

zielonej

Sposrod wszystkich rodzajow herbat: czarnej, czerwonej i zielonej, herbata zielona
charakteryzuje si¢ najwyzsza aktywnos$cia przeciwutleniajaca w tescie DPPH [Ohmori et al.
2005, Satoh et al. 2005, Yokozawa et al. 1998]. Aktywno$¢ przeciwutleniajaca herbaty
zielonej, wyrazona jako zdolno$¢ zmiatania rodnikéw nadtlenkowych (ROO), jest rowniez
wyzsza niz aktywno$¢ bogatych w zwiazki polifenolowe warzyw (jarmuzu, szpinaku,
kalafiora i czosnku) [Cao et al. 1996].

Istotny wptyw na aktywno$¢ przeciwutleniajaca herbaty zielonej ma ilos¢ 1 jako$¢
zwiazkéw polifenolowych w niej wystepujacych. Proces technologiczny otrzymywania
herbaty zielonej umozliwia zachowanie, w niezmienionym sktadzie, zwiazkow
polifenolowych obecnych w §wiezych lisciach herbaty. W zwiazku z powyzszym katechiny
stanowia Srednio 75% frakcji polifenolowej herbaty zielonej i to wiasnie duza zawarto$é

katechin w znacznej mierze determinuje jej aktywnos$¢ [Arts M. et al. 2002, Salah et al. 1995].
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Zawarto$¢ katechin w herbacie czarnej jest znacznie nizsza niz w herbacie zielonej, co jest
nastgpstwem utleniania katechin do teaflawin podczas etapu fermentacji w procesie
produkcyjnym tej herbaty. Jednoczesnie aktywno$¢ przeciwutleniajaca herbaty czarnej
(TEAC = 5,8 mM/g ekstraktu) jest nizsza niz aktywnos$¢ herbaty zielonej (TEAC = 7,8 mM/g
ekstraktu) [Arts M. et al. 2002]. Udziat katechin w catkowitej aktywnoS$ci przeciwutleniajace;j
TEAC herbaty zielonej (obliczony przy uwzglednieniu aktywnosci TEAC katechin oraz ich
zawartosci w herbacie) jest bardzo wysoki i wynosi od 78% do 93%, natomiast udzial
katechin w catkowitej aktywnos$ci przeciwutleniajacej TEAC herbaty czarnej wynosi tylko
34%. [Arts M. et al. 2002, Salah et al. 1995]. W zwiazku z powyzszym mozna stwierdzic,
ze im wyzsza zawartos¢ katechin tym wyzsza aktywnos¢ przeciwutleniajaca herbaty.

Zawarto$¢ zwiazkow polifenolowych w $wiezych lisciach herbaty zalezy przede
wszystkim od warunkow agrotechnicznych i klimatycznych uprawy roslin [Graham 1992].
Zawarto$¢ zwiazkéw polifenolowych w ekstraktach i naparach herbat zielonych jest
natomiast uwarunkowana czasem i temperaturg parzenia li§ci oraz rodzajem rozpuszczalnika
uzytego do ekstrakcji. Generalnie wraz ze wzrostem czasu 1 temperatury parzenia ro$nie ilo§¢
ekstrahowanych do naparu substancji, a wigc rosnie aktywnos¢ przeciwutleniajaca.

Wedhug Langley-Evans [2000], by uzyska¢ wysoki potencjal przeciwutleniajacy
herbaty w teScie FRAP, nalezy parzy¢ liscie w temperaturze 90°C. Ponadto w ciagu
pierwszych 2 minut parzenia lisci herbacianych w temperaturze 90°C nastgpuje najszybsza
ekstrakcja zwiazkoéw przeciwutleniajacych do naparu [Langley-Evans 2000]. Badania Rusak
1 wspolpracownikow [2008] nad aktywnos$cia przeciwutleniajaca herbaty zielonej, parzonej
w temperaturze 80°C, w czasie 5, 15 1 30 minut, wykazaty, ze najwyzsza aktywnos¢
przeciwutleniajaca ijednoczes$nie najwyzsza zawarto$¢ katechin w herbacie uzyskuje si¢
po 30 min parzenia. Jednakze w ciagu pierwszych 5 min. stopien ekstrakcji sktadnikow
herbaty jest najwigkszy.

Z kolei inne zrédta podaja, ze napar herbaty zielonej zawiera najwigksza ilos¢ katechin
w wyniku parzenia lisSci w temperaturze 77-80°C. Wyzsze temperatury oraz wydtuzenie
czasu parzenia (do 30 min.) powoduja zmiang w sktadzie katechin — czg$¢ katechin ulega
przemianie do odpowiednich epimeréw (np. epigalokatechina do galokatechiny) [Gramza et
al. 2005a].

Zawarto$¢ zwiazkow polifenolowych w ekstraktach z herbaty zielonej zalezy rowniez
od jakosci wody uzytej do sporzadzenia ekstraktu oraz od rodzaju rozpuszczalnika
wykorzystanego do ekstrakcji [Danrong et al. 2009, Gramza et al. 2006, Rusak et al. 2008].

Wysoka aktywno$¢ przeciwutleniajaca wodnych ekstraktow z herbat, wyrazona jako stopien
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zmiatania ‘OH, uzyskuje sie¢ wykorzystujac do ekstrakcji wode destylowana lub oczyszczona
za pomoca odwrotnej osmozy [Danrong et al. 2009]. Etanolowe ekstrakty z herbaty zielone;j
charakteryzuja si¢ jednak wyzsza zawarto$cia polifenoli 1 katechin i co z tym si¢ wiaze
réwniez wyzsza aktywnoscia przeciwutleniajaca w pordwnaniu do wodnych ekstraktow
z herbaty [Gramza et al. 2006, Rusak et al. 2008].

Herbatg mozna pi¢ z réznego rodzaju dodatkami. Niektore narody Azji Wschodniej
pija herbatg z thuszczem, Brytyjczycy pija herbate z dodatkiem mleka. Popularna jest rowniez
konsumpcja herbaty z sokiem z cytryny. W wyniku réznych dodatkow do herbaty jej
aktywnos$¢ moze ulec zmianie [Arts M. et al. 2002, Langley-Evans 2000, Majchrzak et al.
2004, Rusak et al. 2008]. Dodanie kwasu askorbinowego w ilosciach od 5 mg do 30 mg
na 100 ml naparu herbaty zielonej zwigksza jej aktywno$¢ przeciwutleniajaca TEAC
[Majchrzak et al. 2004]. Przy 30 mg witaminy C w naparze warto$¢ TEAC herbaty wzrasta
0 50% w stosunku do prébki nie zawierajacej witaminy. Przyczyna wzrostu aktywnosci
herbaty zielonej w obecno$ci kwasu askorbinowego moze by¢ regeneracja katechin przez
kwas askorbinowy, a takze obnizenie wartosci pH rozpuszczalnika, co skutkuje szybsza
migracja katechin do roztworu, jak réwniez wzrostem stabilnos$ci zwiazkéw [Arts M. et al.
2002, Lotito & Fraga 2000, Majchrzak et al. 2004].

Dodatek mleka do naparu herbaty powoduje spadek aktywnos$ci przeciwutleniajacej
[Arts M. et al. 2002, Langley-Evans 2000]. Spowodowane jest to oddziatywaniem katechin
wystepujacych w herbacie z biatkami mleka polegajacym na powstawaniu kompleksow
katechina-biatko, co obniza aktywno$¢ przeciwutleniajaca katechin [Arts M. et al. 2001,
2002]. Szczegdlnie duze powinowactwo do biatek mleka wykazuja najbardziej aktywne

katechiny herbaty zielonej: galusan epikatechiny i galusan epigalokatechiny.

5.1.4. Aktywnos¢ przeciwutleniajaca katechin i herbaty zielonej in vivo

Katechiny, wystepujace w herbacie zielonej, jak i ekstrakty z herbaty, sa dobrymi
przeciwutleniaczami in vitro. Jednakze z fizjologicznego punku widzenia istotne jest,
czy konsumpcja herbaty zielonej lub suplementéw diety bogatych w katechiny moze
przyczyni¢ si¢ do zapobiegania tlenowym uszkodzeniom w organizmie. Liczne badania
ex vivo oraz in vivo na zwierzgtach i ludziach pozwolity oznaczy¢ zar6wno stopien
hamowania utleniania lipidéw, biatek czy DNA i/lub catkowita aktywnos$¢ przeciwutleniajaca

osocza krwi czy tez moczu [Frei & Higdon 2003, Higdon & Frei 2003, Rietveld & Wiseman
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2003]. Do charakterystycznych biomarkerow w badaniach ex vivo i/lub in vivo naleza
produkty peroksydacji lipidow takie jak wodoronadtlenki (ROOH), F;-izoprostan lub aldehyd
dimalonowy (MDA) oznaczany za pomoca metody z wykorzystaniem kwasu
tiobarbiturowego (metoda TBARS) oraz produkt utleniania DNA, jakim jest 8-hydroksy-2’-
deoksyguanozyna (8-OHdG). Calkowita aktywnos$¢ przeciwutleniajaca osocza oznacza sig
najczescie] metodami ORAC, TEAC lub FRAP.

Wyniki badan klinicznych wykazaly, Zze spozycie herbaty zielonej (jednorazowa
dawka 5 g ekstraktu/ 150 ml wody) opdznia utlenianie LDL [Ohmori et al. 2005]. Faza
opoznienia utleniania LDL, mierzona iloscia powstaltych skoniugowanych dienéw, osiaga
maksimum po 2h od spozycia herbaty. Ochronny efekt herbaty zielonej wobec LDL jest
wynikiem wzrostu st¢zenia poszczeg6élnych katechin w osoczu krwi, poniewaz stgzenie
katechin osiaga maksimum po 2h od podania herbaty, co pokrywa si¢ z max. fazy opdznienia
utleniania LDL.

Konsumpcja herbaty zielonej moze réwniez obniza¢ tlenowe uszkodzenia DNA
in vivo [Klaunig et al. 1999]. Klaunig i wspotpracownicy dowiedli, ze spozycie dziennie
900 ml herbaty zielonej przez 7 dni u 0séb palacych papierosy obniza o 40% poziom §-OHdG
w moczu i1 biatych krwinkach oraz powoduje spadek o 50% poziomu MDA w moczu
w porownaniu do prébki kontrolnej (wody).

Badania Xu i wspotpracownikow [2004] nad aktywnoscia przeciwutleniajaca katechin
obecnych w herbacie zielonej wykazaly, Zze potencjal przeciwutleniajacy osocza krwi
szczurdw (oznaczony przy uzyciu metod: FRAP i DPPH) znacznie wzrost po podaniu
doustnej dawki mieszaniny katechin w ilosci 4000 mg/kg masy ciata. Maksimum aktywnos$ci
przeciwutleniajacej zaobserwowano w 40 minucie od podania mieszaniny, co pokrywa si¢
w czasie z maksimum st¢zenia katechin w osoczu.

Konsumpcja herbaty zielonej powoduje rowniez zalezny od dawki wzrost aktywnosci
przeciwutleniajacej (w tescie TEAC) osocza krwi ludzi [Sung et al. 2000]. Catkowita
zdolno$¢ przeciwutleniajaca, po spozyciu 2 filizanek herbaty (1 filizanka = 2,5 g 1i$ci/150ml
wody), jest 0 7% w 60 min. i 0 6,2% w 120 min. wigksza w stosunku do probki kontrolnej
(wody). Zwigkszenie dawki do 3 filizanek herbaty powoduje wzrost aktywnos$ci
przeciwutleniajacej osocza o 12% w 60 min., przy czym aktywno$¢ ta nie ulega zmianie,
conajmniej do 120 min. od podania herbaty. Z kolei Serafini 1 wspoipracownicy [1996]
wykazali, ze spozycie 300 ml herbaty zielonej zwigksza zdolno$¢ przeciwutleniajaca TRAP
osocza 0 40% w 30 min. Jednakze juz po 80 minutach od konsumpcji, TRAP osiaga wartos¢

wyjsciowa.
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Na podstawie powyzszych wynikdw mozna stwierdzi¢, ze wzrost aktywnos$ci
przeciwutleniajacej osocza krwi, po konsumpcji herbaty, jest krotkotrwaty i stosunkowo
niewielki, co moze by¢ spowodowane ograniczona przyswajalnoscia katechin oraz ich
szybkim metabolizmem do metylowych i/lub glukuronowych pochodnych [Lambert et al.
2007, Xu et al. 2004]. Poza tym, aktywno$¢ przeciwutleniajaca katechin moze by¢
maskowana w wyniku interakcji katechin z biatkami krwi [Arts M. et al. 2001]. Chociaz w tej
kwestii wyniki badan sa rozbiezne [Frei & Higdon 2003].

5.2. Wiasciwosci proutleniajace katechin

Zgodnie z zasada Paracelcusa: “"Wszystko jest trucizng i nic nie jest truciznq. Tylko
dawka czyni, ze dana substancja jest truciznq”, zwiazki polifenolowe charakteryzujace si¢
korzystnymi dla organizmu wilasciwos$ciami przeciwutleniajacymi, moga, przy zastosowaniu
wysokich dawek, wykazywac efekt wrecz odwrotny, dziata¢ proutleniajaco indukujac stres
oksydacyjny ipowodujac tlenowe uszkodzenia skladnikéw komodrkowych. Przyktady
proutleniajacego dziatania katechin sa opublikowane w najnowszej literaturze [Elbling et al.
2005, Furukawa et al. 2003, Galati et al. 2006, Kanadzu et al. 2006, Sang et al. 2005b, 2007].

Wyniki badan Chen i wspotpracownikéw [2002] wykazaly, Zze epigalokatechina
w zakresie stgzen 40 uM — 50 uM skutecznie chroni komorki HepG2 przed toksycznym
wptywem wysokich dawek otowiu (II). Przy stezeniu 40 uM zwiazek ten hamuje réwniez,
indukowana otowiem, peroksydacj¢ lipidow w komoérkach. Jednakze wzrost stg¢zenia
epigalokatechiny do 80 uM wzmaga toksyczno$¢ otowiu oraz znacznie zwigksza stopien
peroksydacji lipidow w porownaniu do prébki kontrolnej. Biorac pod uwage fakt,
ze w badanym zakresie st¢zen epigalokatechiny nie stwierdzono jej toksycznosci wobec
samych komoérek HepG2, niekorzystny wptyw wysokich dawek tego zwiazku jest skutkiem
jego wlasciwosci proutleniajacych.

Kanadzu i wspotpracownicy [2006], na przyktadzie galusanu epigalokatechiny,
rowniez wykazali, ze wlasciwosci proutleniajace zwiazku w duzej mierze zaleza od jego
stezenia. Przy wysokich stezeniach, rzedu 10~ M galusan epigalokatechiny znacznie zwicksza
ilo$¢ tlenowych uszkodzen DNA komorek limfocytéw, podczas gdy w zakresie niskich stgzen

10 M — 10 M zwiazek ten wykazuje efekt ochronny i zmniejsza ilo$é uszkodzen nici DNA.

37



Wyrazna zalezno$¢ wlasciwosci (przeciw- czy pro-utleniajacych) zwiazkoéw
polifenolowych od ich st¢zenia moze w znacznym stopniu ogranicza¢ stosowanie

przeciwutleniaczy w suplementach diety oraz zywnosci.

5.2.1. Mechanizmy dzialania proutleniajacego

Dziataniem proutleniajacym zwiazkéw polifenolowych okresla si¢ ich zdolnosé
do generowania wolnych rodnikow tlenowych i innych reaktywnych form tlenu w wyniku
reakcji utleniania i redukeji (cykl redoks) w warunkach tlenowych, ktére moga powodowaé
uszkodzenia makroczasteczek komorkowych (RNA, DNA, bialka, lipidy), co prowadzi
do zaburzen ich struktury i funkcji, a w konsekwencji do powstawania i rozwoju wielu
stanow chorobowych [Azam et al. 2004, Chen et al. 2002, Furukawa et al. 2003, Halliwell &
Gutteridge 2007, Hayakawa et al. 1997, 2004].

Generalnie mozna wyr6zni¢ dwa mechanizmy dziatania proutleniajacego zwiazkow
polifenolowych:

e zalezny od obecnosci jondw metali przejSciowych,
e niezalezny od obecno$ci jonéw metali przejsciowych.

Zaproponowany przez Furukawa 1 wspotpracownikow [2003] mechanizm
proutleniajacego dzialania katechin w obecnosci jondw metali przejsciowych polega
na generowaniu rodnikow fenoksylowych, chinonéw i RFT, takich jak O," i H,O, w wyniku
bezposredniej reakcji katechiny z metalem lub reakcji rodnika fenoksylowego katechiny
z tlenem (rysunek 4).

W obu reakcjach powstaje, posrednio (w reakcjach dysmutacji O,") duza ilos¢ H,0,,
ktory powoduje tlenowe uszkodzenia zasad: guaniny i tyminy w czasteczkach DNA. Ponadto
H,0, moze przenika¢ przez blony komoérkowe i, w obecnosci jonéw metali, stymulowac
powstawanie najbardziej reaktywnego rodnika hydroksylowego (‘OH), ktory ze wzgledu
na brak specyficznos$ci miejsca reakcji z DNA moze uszkadza¢ wszystkie zasady purynowe

1 pirymidynowe tego kwasu nukleinowego.
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Rysunek 4. Mechanizm proutleniajacego dziatania katechin w obecnos$ci metali
na przyktadzie galusanu epigalokatechiny (EGCG). Oznaczenia: SQ EGCG — semichinon
galusanu epigalokatechiny, Q EGCG — chinon galusanu epigalokatechiny, RFT — reaktywne
formy tlenu [Furukawa et al. 2003]

Niektorzy autorzy twierdza, ze w warunkach fizjologicznych trudno rozwazaé udziat
wolnych jonow metali przejSciowych w mechanizmie proutleniajacego dziatania zwiazkow
polifenolowych [Chan et al. 1999, Galati et al. 1999, 2001, 2002]. Jednakze, metale takie jak
miedz sa obecne w jadrze, zwiazane z chromosomami i zasadami DNA, co moze stanowi¢
istotny czynnik dla niekorzystnego dzialania polifenoli in vivo. Zwiazki polifenolowe moga
rowniez ujawnia¢ wilasciwosci proutleniajace in vivo w przewodzie pokarmowym, gdzie
stwierdzono obecno$¢ niezaabsorbowanych jondéw metali, szczegoélnie zelaza [Halliwell
2008].

Dowodem na proutleniajace wlasciwos$ci katechin w systemie komérkowym sa wyniki
badan Furukawa i wspotpracownikéw [2003], ktorzy wykazali, ze inkubacja komérek HL-60
(ludzkie komorki biataczki szpikowej) z galusanem epigalokatechiny powoduje znaczny
wzrost produktu utleniania DNA — 8-OHdG. Ponadto stopien utleniania DNA, wywotanego
przez galusan, ro$nie w komodrkach HL-60 z obnizonym poziomem wewnatrzkomérkowego
przeciwutleniacza — glutationu (GSH). Komorki z niedoborem GSH sa bardziej narazone na
stres oksydacyjny, dlatego wzrost tlenowych uszkodzen kwasu nukleinowego w tych
komorkach moze §wiadczy¢ o udziale, w procesie utleniania DNA, wolnych rodnikéw 1 RFT
powstatych w wyniku reakcji utleniania galusanu epigalokatechiny. Obserwowany
niekorzystny wplyw galusanu epigalokatechiny na DNA nie ma miejsca w komoérkach

o zwigkszonej odpornosci na H,O; (komoérki HP100), co potwierdza udziat H,O,
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w mechanizmie proutleniajacego dziatania galusanu epigalokatechiny [Furukawa et al. 2003].
Generowanie H,O, przez galusan epigalokatechiny zaobserwowane zostalo réwniez
w komorkach HL-60 przez Elbling i wspotpracownikow [2005] oraz w innych systemach
komoérkowych: komorkach biataczki ludzkiej linii Jurkat [Nakagawa et al. 2004] oraz
w ludzkich limfocytach [Kanadzu et al. 2006].

Zwiazki polifenolowe moga rowniez wykazywac¢ dzialanie proutleniajace w obecnosci
enzymOw utleniajacych, takich jak peroksydaza czy tyrozynaza niezaleznie od obecnosci
jondéw metali przejsciowych [Chan et al. 1999, Galati et al. 1999, 2001, 2002]. Rodniki
fenoksylowe, ktore powstaja w enzymatycznych, 1-elektronowych reakcjach utleniania moga
ulega¢ dalszemu utlenianiu do toksycznych chinonéw [Awad et al. 2000, 2002a].
Toksycznos¢ form chinonowych wynika z ich wysokiej reaktywnosci. Ze wzgledu na silnie
elektrofilowy charakter, chinony moga nie tylko wiaza¢ si¢ kowalentnie z makroczasteczkami
komorek, ale rowniez moga uczestniczy¢ w reakcjach cyklu redoks generujac, w warunkach
tlenowych, duze ilosci RFT takich jak O," oraz H,O.

Ze wzglegdu na wysoka reaktywnos$¢ chinonow polifenoli, niemozliwe jest
bezposrednio udowodni¢ ich powstawanie. Identyfikacji chinonéw dokonuje si¢ wigc
posrednio poprzez ich reakcj¢ z glutationem (GSH) - niskoczasteczkowym
przeciwutleniaczem endogennym — w obecnosci peroksydazy lub tyrozynazy, katalizujacych,
odpowiednio, reakcje 1- lub 2-elektronowego utleniania polifenoli. Produktem koncowym
tych reakcji sa stosunkowo stabilne koniugaty chinonéw polifenoli z GSH.

Powstawanie chinonow katechin wykazano poprzez detekcje ich koniugatow
z glutationem 1/lub cysteing zaréwno w badaniach in vitro, jak 1 in vivo [Sang et al. 2005b,
2007]. Mechanizm utleniania katechin in vitro, na przykladzie galusanu epigalokatechiny,
przedstawia rysunek 5. Utlenianie galusanu epigalokatechiny (EGCG) za pos$rednictwem
peroksydazy (HRP — ang. Horseradish Peroxidase) w obecnosci GSH lub cysteiny (Cy)
prowadzi do powstania koniugatéw galusanu z glutationem i/lub cysteing. Chinony galusanu
epigalokatechiny moga rowniez powstawac in vivo po podaniu wysokich, toksycznych dawek
EGCG (200 mg 1 400 mg/kg masy ciata szczura ip.), co udowodniono na podstawie
identyfikacji koniugatow galusanu z cysteina (2’-Cy-EGCG 1 2°’-Cy-EGCG) [Sang et al.
2005b].
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Rysunek 5. Utlenianie galusanu epigalokatechiny (EGCG) w obecnos$ci peroksydazy (HRP)
oraz glutationu (GSH) lub cysteiny (Cy) w pH 5,5. Produktami posrednimi reakcji sa chinony
EGCG, a produktami koncowymi koniugaty EGCG z GSH lub Cy: (1) 2’-R-EGCG oraz (2)
27-R-EGCG [Sang et al. 2005b, 2007]

RH: GSH, Cy

Galati 1 wspotpracownicy [2006] zaobserwowali, ze powstate chinony galusanu
epigalokatechiny moga dziata¢ hepatotoksycznie poprzez stymulowanie produkcji RFT (O;",
H,0,) w reakcjach cyklu redoks. Poniewaz hepatocyty z niedoborem GSH sa bardziej
podatne na cytotoksyczny efekt galusanu epigalokatechiny, autorzy stwierdzili takze, ze GSH
moze zmniejsza¢ toksycznos¢ galusanu epigalokatechiny poprzez tworzenie z nim
koniugatow [Galati et al. 2006]. Ochronny efekt GSH wobec toksycznego dzialania form
chinonowych zwiazkéw polifenolowych stwierdzono rowniez w przypadku utleniania
kwercetyny [Boots et al. 2005]. Jednocze$nie zauwazono, ze powstale koniugaty chinonow
kwercetyny z GSH moga dysocjowaé z utworzeniem zwiazkOw macierzystych,
co prawdopodobnie zwigksza efekt toksycznego dziatania polifenoli. Glutation moze w ten
sposob przenosi¢ chinony polifenoli na inne czasteczki np. biatka wchodzace w sktad

enzymow czy DNA (rysunek 6) [Boersma et al. 2000].

41



rodnik fenoksylowy kwercytyny (SQ)
(rodnik o-semichinonowy)

kwercytyna (Q)

OH
chinon kwercytyny (QQ)

n G‘Sﬁ/ + B-SH
\+ DNA
addukt GS-Q o toksyczny efekt
l %icjacja

GSH + QQ
detoksykacja

Rysunek 6. Mechanizm proutleniajacego dziatania flawonoidéw na przyktadzie kwercetyny
Oznaczenia na rysunku: GSH — glutation; B-SH — biatka [Boots et al. 2005]

Koniugaty zwiazkow polifenolowych z DNA czy biatkami zidentyfikowano zaréwno
w komodrkach z podwyzszonym poziomem peroksydazy, jak i w komorkach nie
posiadajacych tego enzymu [Walle et al. 2003, van der Woude et al. 2005]. Powyzsze wyniki
swiadcza o tym, ze toksyczne chinony moga powstawaé takze w wyniku chemicznego
utleniania polifenoli, wynikajacego z ich dziatania jako przeciwutleniaczy, co jest istotne ze
wzgledu na fakt, Ze katechiny i ekstrakty z herbaty zielonej wykorzystuje si¢ jako naturalne
przeciwutleniacze zywnosci oraz jako sktadniki wielu suplementow diety.

Enzymatyczne utlenianie zwiazkow polifenolowych w obecnosci glutationu (GSH) nie
zawsze prowadzi do powstania ich koniugatow z GSH. Zwiazki polifenolowe z fenolowym
pierScieniem B (naringina, apigenina) moga utlenia¢ glutation (w systemie
peroksydaza/H,0,) do disulfidu glutationu (GSSG) [Galati et al. 1999, 2001, 2002]. Reakcja
ta zachodzi z pobraniem tlenu, a produktami posrednimi sa wolne rodniki tiylowe glutationu
(GS"i GSSG").

Katechiny jednak, podobnie jak kwercetyna, w obecnosci peroksydazy/H,O, tworza
koniugaty z GSH, powodujac ubytek glutationu, co nastgpuje bez pobrania tlenu
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czasteczkowego 1 powstawania GSSG [Galati et al. 1999, 2002]. Reakcje koniugacji z GSH
w systemie peroksydaza/H,O, sa charakterystyczne dla zwiazkéw posiadajacych
ugrupowanie katecholowe w pierscieniu B. Na podstawie powyzszych wynikow mozna
wnioskowac, ze struktura flawonoidow determinuje mechanizm dziatania proutleniajacego.
Jednak nie zawsze mechanizm =zalezy wylacznie od struktury zwiazku. Ko
1 wspolpracownicy [2006] wykazali, ze ekspozycja probek krwi osob z zespolem niedoboru
enzymu G6PD (dehydrogenazy glukozo-6-fosforowej) na epigalokateching lub galusan
epigalokatechiny powoduje znaczny spadek stgzenia GSH przy jednoczesnym wzro$cie
stezenia GSSG. Enzym GO6PD jest kluczowy dla powstania NADPH, niezbednego
do regeneracji GSH z jego formy utlenionej (GSSG). Dlatego osoby z niedoborem G6PD sa
bardziej narazone na stres oksydacyjny niz zdrowi ludzie. Proutleniajacy efekt w komorkach
z niedoborem G6PD obserwuje si¢ tylko dla katechin z grupa pyrogalolowa. Mechanizm
utleniania GSH przez katechiny jest analogiczny jak dla flawonoidow z fenolowym
pierscieniem B. Rozbiezno$¢ wynikdw uzyskanych przez zespoty Galati’ego
1 wspolpracownikow oraz Ko i wspdlpracownikow, co do mechanizmu dziatania katechin

w obecno$ci GSH, moze wynika¢ ze specyfiki systeméw, w ktorych zachodzi reakcja.

5.2.2. Czynniki fizyko-chemiczne wptywajace na aktywnos¢ proutleniajaca

katechin

Wiasciwosci proutleniajace katechin, podobnie jak wlasciwosci przeciwutleniajace,
zaleza od tych samych elementéw strukturalnych, m. in. od liczby i rozmieszczenia grup
hydroksylowych w czasteczce. Szczegélnie wazna jest obecnos¢ w czasteczce
charakterystycznych ugrupowan: katecholowego, pyrogalolowego i reszty kwasu galusowego.
Zdania na temat ich wplywu na wlasciwosci proutleniajace katechin sa podzielone.

Furukawa i wspotpracownicy [2003] stwierdzili, ze zdolno$¢ katechin do indukowania
tlenowych wuszkodzenh DNA w obecnosci zelaza (III) jest nastepujaca: galusan
epigalokatechiny ~ epigalokatechina > galusan epikatechiny >>> katechina, podczas gdy
w obecno$ci miedzi (II) kolejno$¢ jest nastgpujaca: galusan epikatechiny > katechina >
galusan epigalokatechiny > epigalokatechina. Z kolei, na podstawie wynikow badan
Hayakawa 1 wspotpracownikow [2004] nad aktywnoS$cia proutleniajaca katechin w obecnosci
miedzi (II) mozna stwierdzi¢, ze nie galusan epigalokatechiny, ale epigalokatechina ma

wigksza zdolno$¢ do generowania duzych ilosci H,O,. Kolejno$¢ ta, pokrywajaca si¢ rowniez
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ze zdolnoscia tych katechin do indukowania tlenowych uszkodzen DNA w obecnos$ci miedzi
(II), jest nastgpujaca: epigalokatechina > epikatechina > katechina =~ galusan epigalokatechiny
> galusan epikatechiny [Hayakawa et al. 1997]. Mniejsza aktywno$¢ proutleniajaca galusanu
epigalokatechiny niz epigalokatechiny w obecno$ci miedzi (II), jak thumacza autorzy, jest
wynikiem zdolnos$ci reszty kwasu galusowego do chelatowania miedzi, podczas gdy grupa
pyrogalolowa pier§cienia B galusanu epigalokatechiny jest odpowiedzialna za efekt
proutleniajacy tego zwiazku.

Na istotng rolg¢ grupy pyrogalolowej w dziataniu proutleniajacym katechin wskazuja
rowniez badania Ko i wspolpracownikow [2006], wedtug ktorych tylko epigalokatechina
1 galusan epigalokatechiny sa zdolne do utleniania GSH w komorkach z niedoborem enzymu
G6PD. Jednakze Galati 1 wspotpracownicy [2006] twierdza, ze elementem odpowiedzialnym
za wysoka aktywno$¢ proutleniajaca katechin jest reszta kwasu galusowego, poniewaz tylko
galusany katechin oraz kwas galusowy w najwigkszym stopniu indukuja powstawanie RFT
1 jednoczes$nie wykazuja wysoka cytotoksyczno$¢ wobec hepatocytow.

Z kolei Sang 1 wspotpracownicy [2005b], na podstawie zdolnosci galusanu
epigalokatechiny do tworzenia chinonoéw zaréwno w pierScieniu B, jak i reszcie kwasu
galusowego, stwierdzili, ze oba ugrupowania: pyrogalolowe i reszta kwasu galusowego sa
odpowiedzialne za wtasciwosci proutleniajace katechin.

Na podstawie dostgpnych danych literaturowych trudno uszeregowa¢ udziat
poszczegdlnych ugrupowan strukturalnych katechin w catkowitej aktywnos$ci proutleniajace;j
zwiazkow. Jednakze wigkszo$¢ dotychczasowych badan wskazuje na priorytetowe znaczenie
reszty kwasu galusowego 1 grupy pyrogalolowej w mechanizmie dzialania proutleniajacego
katechin. Katechina 1 epikatechina, posiadajace tylko grupg katecholowa (3°,4’-diOH)
w pierscieniu B, charakteryzuja si¢ zazwyczaj najmniejsza aktywnos$cia proutleniajaca wsrdd
badanych katechin.

Istniejace rozbieznosci, co do wplywu poszczegdlnych elementow struktury
na aktywnos$¢ proutleniajaca zwiazkéw polifenolowych, moga wynika¢ z réznych warunkow
srodowiska, w ktorym przebiega reakcja [Cao et al. 1997]. Istotny wpltyw na wilasciwosci
proutleniajace zwiazkoéw polifenolowych wywiera takze obecno$¢ i rodzaj jonéw metali.
Ponadto duze znaczenie dla aktywnos$ci proutleniajacej katechin moze mie¢ obecnos¢ i rodzaj
enzymu katalizujacego reakcje utleniania (peroksydaza czy tyrozynaza), dostgp tlenu oraz
rodzaj medium uzytego do badan z wykorzystaniem linii komérkowych. Czgsto badania
w systemach komoérkowych in vitro przeprowadzane sa w medium DMEM (ang. Dulbecco’s

modified Eagle’s medium), w ktérym katechiny sa niestabilne 1 fatwo ulegaja autooksydacji
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z utworzeniem H,0O, oraz chinondéw/semichinondéw, co znacznie znieksztatca wyniki badan
komoérkowych.

Na oceng aktywnos$ci polifenoli in vivo, wplywa w duzym stopniu metabolizm
zwiazku w organizmie oraz obecnos$¢ innych przeciwutleniaczy czy ksenobiotykéw [Lambert
et al. 2007]. Na przyktad, Galati 1 wspotpracownicy [2006] stwierdzili, ze toksyczny efekt
galusanu epigalokatechiny i innych katechin moze zosta¢ zmniejszony i/lub zniesiony
w wyniku enzymatycznego metylowania tych zwiazkéw. Ochronne dziatanie reakcji
metylowania polega na blokowaniu przez podstawniki metylowe grup hydroksylowych

odpowiedzialnych za proutleniajace wlasciwosci katechin.

6. Znaczenie wlaSciwosci przeciw- 1 pro-utleniajacych katechin

w profilaktyce chordb cywilizacyjnych

Reaktywne formy tlenu i azotu, generujace stres oksydacyjny lub bedace jego
konsekwencja, maja swoj udziat w wielu procesach patologicznych, takich jak indukcja
nowotworow, zmiany miazdzycowe, stany zapalne, niektoére schorzenia neurodegeneracyjne
[Bartosz 2003].

Liczne badania na zwierz¢tach oraz na modelach chemicznie indukowanych nowotworow
dostarczyly dowodow na przeciwnowotworowe 1 przeciwmutagenne wilasciwosci herbaty
zielonej 1 wystgpujacych w niej katechin [Bunkova et al. 2005, Higdon & Frei 2003].

W pierwszym etapie procesu nowotworzenia pod wplywem réznych czynnikdéw
genotoksycznych, takich jak RFT/RFA 1 ksenobiotyki, uszkodzeniu ulega materiat
genetyczny. Zmieniony DNA w etapie promocji powoduje mutacje komorek, ktore

niewrazliwe na otaczajace mikrosrodowisko ulegaja niekontrolowanej replikacji.

Aktywnosé przeciwutleniajgca a choroby cywilizacyjne

Uwaza sig, ze dzialanie przeciwmutagenne i przeciwnowotworowe katechin
wynika zich wlasciwosci przeciwutleniajacych. Katechiny wraz z innymi
przeciwutleniaczami polifenolowymi stanowia pierwsza i druga lini¢ obrony organizmu przed
szkodliwym dzialaniem RFT. Ze wzgledu na hydrofilowy charakter, katechiny stanowia
przeciwutleniajaca ochrong ptyndéw ustrojowych i komorki. Efektywnie wygaszaja obecne

w organizmie O,” i 'O, [Jovanovic et al. 1995, 1998, Potapovich & Kostyuk 2003].
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Szczegolnie istotna dla organizmu jest reakcja katechin z O,”, ktory, mimo iz wykazuje niska
reaktywno$¢ wobec struktur komoérkowych, moze w reakcjach dysmutacji generowaé
najbardziej reaktywna forme tlenu — rodnik hydroksylowy (‘OH) [Bartosz 2003].

Zdolnos$¢ katechin do unieczynniania reaktywnych czasteczek znacznie zmniejsza
mutacje materialu genetycznego, co zapobiega rozwojowi nowotwordw 1 chorob
degeneracyjnych.

Istotna z medycznego punktu widzenia jest zdolno$¢ katechin do inaktywacji
reaktywnej formy tlenu w postaci kwasu chlorowego I (HOCI). Reakcje HOCI z zasadami
DNA powoduja tlenowe uszkodzenia DNA, co z kolei stanowi przyczyng stanow zapalnych
W organizmie 1 moze istotnie przyczyni¢ si¢ do rozwoju nowotworu. Kwas chlorowy I
wymienia si¢ rowniez jako wazny czynnik inicjujacy peroksydacje lipoprotein i uczestniczacy
w rozwoju miazdzycy. Wytwarzany endogennie przez mieloperoksydazg HOCI moze rowniez
reagowa¢ z aminokwasami biatek, co skutkuje powstaniem podatnych na hydrolizg,
chloroamin. Hydroliza chloroaminowych pochodnych apolipoproteiny B powoduje agregacje
LDL i rozwdj miazdzycy [Duda-Chodak & Tuszynski 2007, Kawai et al. 2008]. Katechiny,
dzigki reakcjom bezposredniego zmiatania HOCI, moga dziata¢ przeciwzapalnie i zmniejszac¢
ryzyko wystapienia nowotworow oraz miazdzycy [Kawai et al. 2008].

Na podstawie danych literaturowych (przedstawionych w tabeli 7) mozna stwierdzic,
ze katechiny wykazuja réwniez wysoka zdolno$¢ zmiatania nadtlenoazotynu (ONOO )
[Pannala et al. 1997]. Nadtlenoazotyn powstaje in vivo w wyniku reakcji tlenku azotu (NO)
z anionorodnikiem ponadtlenkowym (O, ). Ze wzgledu na mata specyficzno$¢ utlenia on
wszystkie klasy makroczasteczek: lipidy, biatka, aminokwasy lub zasady kwasow
nukleinowych [Bartosz 2003]. Zatem inaktywacja ONOO przez katechiny moze przyczyniaé
si¢ do zmniejszenia ryzyka wystapienia nowotwordow, jak réwniez zmian aterogennych.

Antymutagenne wlasciwosci katechin polegaja takze na zmniejszaniu szkodliwych
efektow wywotanych przez czynnik mutagenny. Badania Anderson i wspdtpracownikow
[2001] wykazaly, ze katechiny moga bezposrednio reagowaé z rodnikami nadtlenkowymi
reszt cukrowych DNA 1 w ten sposob czg¢éciowo go naprawiac.

Dzigki zdolnosci wychwytywania wolnych rodnikéw i innych reaktywnych form tlenu
katechiny moga réwniez hamowaé aktywacje czynnikéw transkrypcyjnych, reagujacych
na stres oksydacyjny, takich jak czynnik jadrowy kappa B (NF-xB) czy czynnik AP-1 (ang.
Activator Protein) [Chung et al. 1999, Higdon & Frei 2003]. Czynnik NF-xB jest
odpowiedzialny przede wszystkim za transkrypcje gendw prozapalnych, moze réwniez

wywotywaé efekt antyapoptyczny, co ma kluczowe znaczenie dla rozwoju komorek
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nowotworowych [Wigctawek et al. 2006]. Inhibicja aktywnosci czynnika NF-xB przez
katechiny odpowiada wigc za efekt przeciwzapalny i prawidlowe funkcjonowanie organizmu,
ktéry w momencie wystapienia mutacji wlacza programowana $mieré komorki (apoptozg).
Czynnik transkrypcyjny AP-1 jest odpowiedzialny zarowno za apoptoze komorek, jak i ich
proliferacje i r6znicowanie. Aktywacja tego czynnika przez szok tlenowy moze stymulowac
promocj¢ i progresje nowotworéw piersi, skory i ptuc, gdyz odpowiada on za inwazyjny
1 metastatyczny charakter komérek nowotworowych. Hamowanie aktywacji czynnika AP-1
przez katechiny moze zapobiega¢ powstawaniu tych nowotworow.

Istnieje réwniez wiele dowodow potwierdzajacych znaczaca role dzialania
przeciwutleniajacego katechin w zapobieganiu zmianom miazdzycowym i zmniejszaniu
ryzyka chorob sercowo-naczyniowych.

Katechiny sa zdolne do wychwytywania wolnych rodnikow i w ten sposob
do zapobiegania i/lub przerywania tancuchowej reakcji utleniania lipidow [Saffari &
Sadrzadeh 2004]. Warto podkresli¢, ze aktywnos$¢ przeciwutleniajaca galusandow katechin,
wyrazona jako stopien hamowania peroksydacji lipidow (oznaczony metoda FRAP), jest
wyzsza od aktywnosci typowego przeciwutleniacza fazy lipidowej — a-tokoferolu [Hashimoto
et al. 2003]. Ponadto hamowanie peroksydacji lipidow przez katechiny zachodzi przy
fizjologicznych stezeniach rzedu 0,1 — 1,0 uM [Intra & Kuo 2007].

Katechiny moga takze w znacznym stopniu zmniejsza¢ proces peroksydacji lipidow
poprzez chelatowanie jonéw metali przejsciowych takich jak miedz i zelazo [Morel et al.
1998]. Zlokalizowane na powierzchni bton komoérkowych moga skutecznie zapobiegac
utlenianiu jej sktadnikow regenerujac wazny przeciwutleniacz fazy lipidowej — a-tokoferol
[Sugihara et al. 2001, Salah et al. 1995]. Interakcje katechin z endo- i egzogennymi
przeciwutleniaczami moga rowniez skutkowac zjawiskiem synergizmu, co wzmacnia ochrong
przeciwutleniajaca organizmu [Ziemlinski & Wartanowicz 1999].

Obecnie uwaza si¢, ze RFT moga odgrywa¢ wazna rol¢ w patogenezie chorob
neurodegeneracyjnych [Pan et al. 2003, Weinreb et al. 2004]. W moézgu osoéb chorych
na Parkinsona i Alzheimera obserwuje si¢ zmniejszony poziom glutationu, zwigkszone
odktadanie si¢ jonow zelaza, wyzsza aktywno$¢ enzymu indukowalnej syntazy tlenku azotu
(INOS - ang. inducible Nitric Oxide Synthase) oraz wzmozona peroksydacje¢ lipidow,
utlenianie bialek 1 uszkodzenia DNA, co powoduje $mier¢ komorek substancji czarnej mozgu.
Katechiny moga dociera¢ do tkanek moézgu, gdzie osiagaja poziom stezenia poréwnywalny

do tego w watrobie [Abd et al. 2002] idzigki wtasciwo$ciom wychwytywania wolnych
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rodnikow oraz inhibicji enzymu iNOS [Paquay et al. 2000] moga zmniejsza¢ tlenowe

uszkodzenia komodrek mézgu [Pan et al. 2003, Weinreb et al. 2004].

Aktywnosé proutleniajqca a choroby cywilizacyjne

Katechiny moga, zaleznie od dawki wchtonigtej do organizmu, wykazywacé efekt
przeciwutleniajacy albo wrgcz odwrotny, dziala¢ proutleniajaco. Wtasciwosci proutleniajace
zwiazkow polifenolowych uwaza si¢ za niekorzystne dla ludzkiego organizmu, poniewaz
powstajace w reakcjach utleniania polifenoli silnie elektrofilowe chinony oraz reaktywne
formy tlenu moga uszkadza¢ makroczasteczki komorkowe, co stanowi istotny element
w powstawaniu i rozwoju wielu schorzen degeneracyjnych.

Jednakze badania ostatnich kilkunastu lat dostarczaja coraz wigcej dowodow
na pozytywna rol¢ wlasciwosci proutleniajacych zwiazkéw polifenolowych. Dzigki
wlasciwosciom proutleniajacym polifenole moga wptywac na wiele procesow zachodzacych
w komorce poprzez regulacje czynnikdw transkrypcyjnych, szlakow sygnalizujacych a takze
regulacje cyklu komorkowego 1 apoptozy [Chen et al. 2003, Sang et al. 2005a, Yamamoto et
al. 2003].

Dotychczasowe badania wykazaty, ze galusan epigalokatechiny moze hamowac
proliferacj¢ komorek nowotworowych 1 progresj¢ nowotworu na szlaku sygnalizujacym
kontrolowanym przez receptor epidermalnego czynnika wzrostu (EGFR — ang. Epidermal
Growth Factor Receptor). Inaktywacja epidermalnego czynnika wzrostu przez galusan
epigalokatechiny zachodzi poprzez generowany, w reakcji utleniania galusanu
epigalokatechiny, nadtlenek wodoru (H»O,). Istotny udziat H,O, w tym mechanizmie
potwierdza fakt, ze jednoczesna obecnos¢ katechiny i dysmutazy ponadtinkowej (SOD — ang.
Superoxide Dysmutase) lub katalazy (ktore utleniaja H>O;) nie hamuje aktywacji EGFR [Sang
et al. 2005a].

Katechiny obecne w zielonej herbacie moga takze indukowac apoptoze komorek
nowotworowych, przy jednoczesnym braku wplywu na zdrowe komorki. Aktywacja apoptozy
przez katechiny nastepuje migdzy innymi za posrednictwem produktéw powstajacych
w reakcjach utleniania katechin, takich jak H,O, i moze by¢ skutecznie blokowana przez
przeciwutleniacze, takie jak np. glutation i N-acetylo-L-cysteina [Chen et al. 2003, Sang et al.
2005a, Yamamoto et al. 2003].
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Katechiny moga, podobnie jak hydroksyflawony (np. kwercetyna), indukowac
ekspresj¢ genéw kodujacych enzymy detoksykacyjne (enzymy II fazy biotransformacji)
[Chou et al. 2000, Yang et al. 2006].

Mechanizm ekspresji gendow kodujacych enzymy detoksykacyjne, przedstawiony
na rysunku 7, jest opisany w najnowszej literaturze [Dinkova-Kostova et al. 2002, Itoh et al.
2004, Kobayashi &Yamamoto 2006]. Z uwagi na to, ze czg¢§¢ badan przeprowadzonych
w toku niniejszej pracy dotyczy indukcji ekspresji genu kodujacego oksydoreduktaze

NAD(P)H:chinon 1, mechanizmowi temu po$wig¢cono wigcej uwagi.

Zwiazki
elekrofilowe/ RFT

Cytoplazma

Proteoliza

e K
\

fosforylacja U

Kinazy biatkowe
(np. PKC, PERK, MAPK)

Nrf2

Transkrypcja
| EpRE —— oopy

Jadro komérkowe

Rysunek 7. Mechanizm ekspresji genéow kodujacych enzymy detoksykacyjne
za posrednictwem elementu kontrolujacego EpRE. Pozostate oznaczenia na rysunku: PKC —
kinaza biatkowa C, PERK - kinaza biatkowa retikulum endoplazmatycznego, MAPK -
kinazy biatkowe aktywowane mitogenami, Ser40 — seryna, C273 i C288 — cysteiny, Keapl —
biatko represorowe

Indukcja  ekspresji  genow  kodujacych enzymy detoksykacyjne zachodzi
za posrednictwem tzw. elementu odpowiedzi na zwiazki elektrofilowe — EpRE (ang.
Electrophile-Responsive Element), ktéry znajduje si¢ w regionie promotorowym genu
kodujacego dany enzym. Kluczowym regulatorem ekspresji genow jest czynnik

transkrypcyjny Nrf2 (ang. Nuclear erythroid 2-related factor), ktory reguluje ekspresj¢ ponad
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200 gendéw kodujacych enzymy II fazy biotransformacji, neutralizujacych toksyczne
metabolity oraz RFT. Do enzymoéw tych zaliczamy migdzy innymi: oksygenazg hemu, S-
transferaze glutationowa, katalaze, oksydoreduktazg NAD(P)H chinon 1 [Dinkova-Kostova et
al. 2002, 2005a, b, Itoh et al. 2004, Krajka-Kuzniak 2007].

W neutralnych warunkach aktywnos$¢ Nrf2 jest tlumiona przez bialko represorowe
Keapl (ang. Kelch-like erythroid-cell-derived protein with CNC homology-associating
protein 1) bogate w cysteing, ktore tworzy w cytoplazmie kompleks z Nrf2. Decydujacym
etapem aktywacji ekspresji genéw jest uwolnienie Nrf2 z kompleksu, ktore moze nastapié
migdzy innymi na skutek oddziatywan elektrofilowego induktora z biatkiem Keapl
(powodujac powstanie mostka disiarczkowego w Keapl (Cy273-Cy288)). Pod wptywem
reakcji induktora (czasteczki elektrofilowe lub RFT) z biatkiem represorowym (Keapl),
zmianie ulega konformacja Keap1 1 Nrf2 zostaje uwolniony z kompleksu, przemieszcza si¢ do
jadra komorkowego, gdzie wiaze si¢ z elementem EpRE promotora, co umozliwia
transkrypcje genu kodujacego dany enzym. Uwolnienie Nrf2 z kompleksu Keap1-Nrf2 moze
nastapi¢ rowniez na skutek fosforylacji biatka Nrf2 (Ser40) przez specyficzne kinazy
(rysunek 7).

Wyniki badan przeprowadzone przez Chen i wspotpracownikow [2000], potwierdzity,
ze katechiny moga indukowac¢ ekspresje gendw posiadajacych w regionie promotorowym
element EpRE zwany dawniej elementem ARE (ang. Antioxidant-Responsive Element).
Autorzy sugeruja, ze mechanizm aktywacji transkrypcji tych gendéw zachodzi
za posrednictwem kinaz [Chen et al. 2000], a nie bezposrednio pod wplywem zwiazkow
elektrofilowych.

Regulacja wzrostu, jak i apoptozy komoérek nowotworowych oraz indukcja enzymow
I fazy biotransformacji przez zwiazki polifenolowe moze chroni¢ przed progresja nowotworu
[Krajka-Kuzniak 2007]. Duza rolg¢ w tych procesach odgrywaja wlasciwosci proutleniajace
polifenoli, uznawane dotychczas za niekorzystne.

Z punktu widzenia ochronnego dziatania sktadnikéw zywnosci potencjalna zdolno$¢
flawonoidow do indukcji ekspresji genow kodujacych enzymy detoksykacyjne zastuguje
na szczego6lng uwageg. Aktywacja tych genow przez skladniki obecne w zywno$ci moze
stanowi¢ skuteczna ochrong komodrki przed oddzialywaniem zaréwno reaktywnych
metabolitow, jak 1 RFT. Daje to wyrazne podstawy do zastosowania tej indukcji jako strategii
zapobiegania nowotworom oraz innym schorzeniom jak choroby neurodegeneracyjne i uktadu

krazenia [Krajka-Kuzniak 2007].
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W ostatnich latach obserwuje si¢ wzrost zainteresowania nauki wptywem sktadnikow
zywnosci na transkrypcje genoéw. Badaniami nad wiaczeniem ekspresji gendw przez sktadniki
pozywienia zajmuje si¢ transkryptomika zywienia, bgdaca jedna z dziedzin nutrigenomiki.
Celem nutrigenomiki jest stworzenie zindywidualizowanej diety, co stanowi podstawe
nowoczesnej prewencji schorzen [Dembinska-Kie¢ 2007]. Przedmiotem badan nutrigenomiki
sa rowniez katechiny, poniewaz moga one modulowa¢ drogi przekazywania sygnatow
wewnatrzkomorkowych oraz aktywowac¢ czynniki transkrypcyjne, dziatajac migdzy innymi
jako przeciw- i pro-utleniacze.

Szerokie spectrum mechanizmoéw prozdrowotnych katechin znacznie przyczynia sig
do zmniejszenia ryzyka chordb cywilizacyjnych, dlatego zaleca si¢ wzbogacanie codziennej
diety w te naturalne przeciwutleniacze.

Obecnie na rynku pojawila si¢ nowa grupa produktéw spozywczych zwanych ogolnie
zywnoscia funkcjonalna. Celem zywnos$ci funkcjonalnej jest dostarczanie organizmowi
sktadnikow, ktore peinia istotna role w utrzymaniu i/lub poprawie zdrowia [Grajek et al.
2005, Yilmaz 2006]. Waznym skladnikiem Zzywnos$ci funkcjonalnej sa réwniez katechiny.
Wiasciwosci  pro-zdrowotne katechin  wykorzystuje si¢ w licznych produktach
zywnosciowych wzbogaconych w ekstrakty z zielonej herbaty, takich jak ciastka, ptatki
sniadaniowe, blyskawiczny makaron, coca cola oraz chipsy. Ekstrakty z herbaty zielonej
dodaje si¢ takze do gumy do zucia (patent numer 2001/6,248,346), ktérej zucie moze
zmniejsza¢ ryzyko infekcji bakteryjnych oraz dziata¢ przeciwpréchniczo. Zespot naukowcow
z Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu pracuje roéwniez nad wykorzystaniem ekstraktow
z herbaty zielonej jako dodatku do cukierkow zelowych [Gramza-Michatowska & Reguta

2007a]

7. Rola katechin w ksztaltowaniu i ochronie jako$ci zywnosci

W ostatnich latach, w zwiazku z rozwojem migdzynarodowego handlu, swoboda
przeptywu towaréw w obrebie UE i krajéow stowarzyszonych, wzrostem skali produkcji
produktéw zywnosciowych oraz coraz wyzszym stopniem przetworzenia zywnos$ci, znaczenia
nabiera zagadnienie jakosci zywnoS$ci. Zgodnie z definicja sformutowana przez Szczuckiego
jako$¢ zywnosci jest to ,,stopien zdrowotnos$ci, atrakcyjnosci sensorycznej i dyspozycyjnosci
w szerokim konsumenckim i spotecznym zakresie znaczeniowym” [Matecka 2006]. Samo

pojecie jakosci definiowane jest na wiele sposobéw. W warunkach gospodarki

51



konkurencyjnej wigkszo$¢ firm pod pojeciem jakosci rozumie wyjscie naprzeciw lub
przekraczanie preferencji konsumenckich [Luning et al. 2005]. Dla realizacji tego zatozenia
firmy produkujace zywno$¢ stawiaja sobie za cel przede wszystkim zapewnienie
bezpieczenstwa zdrowotnego zywnos$ci. Zatem nieodtacznym aspektem jako$ci zywnosci jest
jej bezpieczenstwo, ktore wedtug ,,Biatej Ksiggi” z 2000 nalezy rozpatrywaé w szeroko
pojetym ,kontekécie zdrowia publicznego, zywienia, jako$ci zywno$ci 1 pasz oraz
ekonomicznego bezpieczenstwa konsumenta” [Ozimek 2006].

Wspotczesny konsument przywiazuje coraz wigksza wage do jakosci produktoéw
zywnosciowych. Zatem na rynku zywnos$ci jako$¢ stanowi istotng i wyrdzniajaca ceche.
By produkt zywnos$ciowy byt wysokiej jakosci duza uwage przywiazuje si¢ do jakosci
w catym fancuchu zywno$ciowym, poczawszy od producenta, poprzez osoby odpowiedzialne
za transport i dystrybucj¢. Znaczaca rolg w ksztalttowaniu jakosci zywnosci moze takze
odgrywa¢ konsument, ktéry powinien potrafi¢ dokonaé oceny oferowanego na rynku
produktu [Ozimek 2006].

Dla zapewnienia bezpieczenstwa zywnosci na kazdym etapie tancucha jej produkcji
istnieja odpowiednie systemy prewencyjne, kontroli i informacji o potencjalnych
zagrozeniach, jak rowniez regulacje prawne w obrebie prawa zywnosciowego [Wisniewska
2005]. W celu kontroli 1 zapewnienia jako$ci zywnosci istotne jest poznanie czynnikoOw oraz
parametréw ksztattujacych cechy wptywajace na percepcje jakosci zywnosci przez klienta.
Wedhlug Luning’a i wspotpracownikow [2005] wyrdézniamy wewngtrzne 1 zewngtrzne cechy
jako$ciowe zywnosci. Szczegolnie istotne dla wlasciwosci produktu sa jego cechy jako$ciowe
wewngtrzne, do ktorych =zaliczamy bezpieczenstwo 1 aspekty zdrowotne produktu,
wlasciwosci sensoryczne 1 trwato§¢ oraz niezawodnos$¢ produktu (np. odpowiednia masa
1 sktad) oraz wygoda w jego uzyciu. By spetniaé te cechy oferowany na rynku produkt musi
by¢ wolny od zagrozen chemicznych, mikrobiologicznych czy fizycznych z dopuszczalnym
ryzykiem [Luning et al. 2005]. Wystepowanie jakiegokolwiek ztych czynnikow moze
prowadzi¢ do niekorzystnych zmian powodujacych obnizenie jego trwalo$ci, pogorszenie
walorow sensorycznych czy tez zdrowotnych.

Ze wzgledu na ksztattowanie jako$ci zywnosci istotng rolg w tym zakresie, sposrod
wszystkich zwiazkow polifenolowych, petnia katechiny. Obok antocyjanéw katechiny maja
duzy wptyw na jakos$¢ sensoryczng produktow zywnosciowych, takich jak: owoce, warzywa
oraz ich przetwory, a takze herbata, wino i czekolada. Katechiny biora udziat w procesie
enzymatycznego brunatnienia owocdw, co na ogot obniza jako$¢ sensoryczna oferowanych

przetworéw owocowych. Jednakze w przypadku niektorych produktéw proces brunatnienia
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jest jak najbardziej wskazany i umozliwia uzyskanie wtasciwych cech organoleptycznych np.
podczas suszenia Sliwek czy daktyli. Utlenianie katechin, w trakcie produkcji herbat
fermentowanych czy potHfermentowanych, warunkuje rowniez aromat tych produktow. Dzigki
temu procesowi uzyskuje si¢ herbaty o atrakcyjnym smaku i zapachu. Katechiny wptywaja
takze na barwe¢ win. W reakcjach kopigmentacji katechiny tworza kompleksy z antocyjanami,
co wzmacnia intensywnos$¢ barwy wina. Proces ten zachodzi w poczatkowej fazie fermentacji
przy pH w zakresie 3 — 5 i1 stosunkowo niskim poziomie alkoholu etylowego. Ponadto
katechiny odpowiadaja za charakterystyczny cierpki smak herbaty, wina, piwa, ziarna
kakaowego oraz tworzenie si¢ osadéw w napojach [Wilska-Jeszka 2002].

W wyniku reakcji chemicznych, mikrobiologicznych i1 biochemicznych sktadniki
zywnosci ulegaja niekorzystnym zmianom powodujacym psucie si¢ produktéw. Szczegodlnie
niebezpieczne dla produktéw zywnosciowych sa procesy utleniania zachodzace podczas
przetwarzania i przechowywania zywnosci. Utlenianiu moga ulega¢ zaré6wno substancje
thuszczowe, jak 1 nietluszczowe. Szczegolnie narazone na utlenianie sa tluszcze. Utlenianie
thuszczow prowadzi do powstania wodoronadtlenkow i dalej w wyniku ich reakcji wtérnych
tworza si¢ aldehydy, ketony, estry, laktony, alkohole i etery. Wodoronadtlenki moga rowniez
przeksztatcaé si¢ do produktéw o zblizonej dtugosci tancucha weglowego, takich jak: ketole,
epoksydy 1 dieny. Produkty utleniania tluszczOw znacznie determinuja cechy sensoryczne
zywnosci. Na przyktad aldehydy wplywaja na charakterystyczny zapach zjetczalego ttuszczu.
Produkty powstajace (posrednio lub bezposrednio) w wyniku utleniania tluszczoéw, moga
reagowac z innymi skladnikami zywnosci, np. z biatkami, barwnikami, witaminami, tworzac
trwale polaczenia, co nie tylko pogarsza cechy sensoryczne, takie jak tekstura czy kolor
produktu, ale takze obniza jego warto$¢ zywieniowa. Procesy utleniania stanowia takze zrédto
reaktywnych substancji toksycznych, jakimi sa wolne rodniki.

By =zapobiec niekorzystnym zmianom wywolanym procesami utleniania oraz
przedtuzy¢ trwato$¢ produktéw w przemysle spozywczym stosuje si¢ rdéznego rodzaju
zabiegi, takie jak np. pakowanie produktéw w prozni czy w atmosferze gazu oboj¢tnego.
Jednakze dla wielu produktow jest to niewystarczajace, dlatego niezbgdny jest dodatek
przeciwutleniaczy [Drozdowski 2002, Gordon 2001, Yanishlieva-Maslarova 2001].
Wzbogacanie produktow w naturalne przeciwutleniacze odbywa si¢ metodami bezposrednimi
(technologicznymi) polegajacymi na dodatku przeciwutleniacza do produktu podczas jego
procesu produkcyjnego albo posrednimi, polegajacymi na manipulacjach zywieniowych

zwierzat. Efektywno$¢ tej drugiej metody jest jednak w duzym stopniu uzalezniona
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od wchtaniania, rozmieszczenia 1 wydalania zwiazkéw przez organizm zwierzecy [Franczyk-
Zaréw et al. 2007].

W przemysle spozywczym stosowane sa zardwno przeciwutleniacze syntetyczne (np.
estry kwasu galusowego), jak i naturalne (karotenoidy, tokoferole i zwiazki polifenolowe).

Zarowno jedna, jak i druga grupa przeciwutleniaczy posiada zalety i wady (tabela 9).

Tabela 9. Zalety (zaznaczone kolorem zielonym) i1 wady (zaznaczone kolorem
pomaranczowym) przeciwutleniaczy syntetycznych i naturalnych

Przeciwutleniacze syntetyczne Przeciwutleniacze naturalne

Niskie koszty otrzymania Wysokie koszty otrzymania

Szerokie zastosowanie Ograniczone zastosowanie

Srednia lub wysoka aktywno$é Szerokie spektrum aktywnosci
przeciwutleniajaca przeciwutleniajace;j

Rosnace obawy, co do bezpieczenstwa Postrzegane jako nieszkodliwe zwiazki
Staba rozpuszczalnosé Szeroki zakres rozpuszczalnosci

Zakaz stosowanie niektorych zwiazkow Rosnace zastosowanie

Stabnace zainteresowanie Rosnace zainteresowanie

Zrodto: [Yanishlieva-Maslarova 2001]

W kontekscie zdrowia ludzkiego przeciwutleniacze naturalne wydaja si¢ bardziej bezpieczne
niz syntetyczne 1 wzbudzaja rosnace zainteresowanie zarOwno konsumentow, jak
i producentow [Yanishlieva-Maslarova 2001]. Istotnym ograniczeniem stosowania
przeciwutleniaczy naturalnych jest jednak ich wysoka cena podyktowana duzymi kosztami
ekstrakcji tych zwiazkoéw z materiatow roslinnych, jak rowniez ich wlasciwosci sensoryczne:
silny smak 1 zapach. Mimo to prace nad technologicznym wykorzystaniem przeciwutleniaczy
pochodzacych z naturalnych zrodet nabieraja tempa.

Bogatym i stosunkowo niedrogim zrédlem naturalnych przeciwutleniaczy sa herbaty
zielone. Katechiny wystegpujace w herbatach zielonych, ze wzgledu na ich szerokie spektrum
aktywnos$ci biologicznych, moga znalez¢ zastosowanie w ochronie skladnikéw produktow
pochodzenia zwierzgcego, jak iroslinnego przed utlenianiem [Cuppet 2001, Gramza &
Korczak 2005b, Mitsumoto et al. 2005, Pokorny & Schmidt 2001a, Tang et al. 2002, 2006].

Szczegolnie narazone na utlenianie, ze wzgledu na wysoka zawarto$¢ thuszczow, sa
produkty pochodzenia zwierzecego. Katechiny moga skutecznie obniza¢ stopien tlenowych

uszkodzen lipidéw podczas przechowywania migsa. Tang 1 wspolpracownicy [2002]
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wykazali, ze suplementacja pasz drobiu katechinami zielonej herbaty (metoda posrednia
wzbogacania w przeciwutleniacze) moze zmniejszac tlenowe uszkodzenia lipidéw w trakcie
przechowywania migsa drobiowego w stanie zamrozenia przez okres 1 roku. Ochronny
wptyw katechin wynika z ich zdolno$ci do regeneracji innego przeciwutleniacza — o-
tokoferolu. Dodatek katechin w ilosci 300 mg/kg migsa (metoda bezposrednia) chroni
rowniez przed utlenianiem skladniki migsa czerwonego (wolowiny) iwieprzowiny oraz
drobiu i ryb. Ochronny efekt katechin obserwowany jest nawet po obrobce kulinarnej migsa
1 wynika prawdopodobnie z ich zdolno$ci do zmiatania wolnych rodnikéw [Tang et al. 2006,
Yilmaz 2006]. Jednakze dodatek katechin do migs moze mie¢ ujemne skutki. Katechiny
zielonej herbaty w ilosciach 200-400 mg/kg migsa wolowego chronia poddane obrdbce
kulinarnej migso przed utlenianiem, ale jednocze$nie powoduja przebarwienie migsa,
co znacznie obniza jego jako$¢ sensoryczna. [Mitsumoto et al. 2005]. Poza indywidualnymi
katechinami takze herbata zielona moze stuzy¢ jako dodatek do zywnosci przedtuzajacy jej
trwalo$¢. Badania Alghazeer 1 wspotpracownikow [2008] wykazaty, ze herbata zielona instant
(dodana w ilosci 250 ppm) zapobiega powstawaniu aldehydéw w surowym migsie makreli
podczas przechowywania w temperaturze -10°C przez 16 miesigcy. Katechiny i1 herbata
zielona moga znalez¢ réwniez zastosowanie jako przeciwutleniacze w produktach mlecznych.
Dodatek ekstraktu z herbaty zielonej (0,02%) do masta znacznie wydtuza okres indukcji
nadtlenkéw w poréwnaniu do masta zwyktego [Gramza-Michatowska et al. 2007b].

Produkty pochodzenia roslinnego sa (za wyjatkiem olejow roslinnych) generalnie
w mniejszym stopniu stabilizowane dodatkiem przeciwutleniaczy niz te pochodzenia
zwierzgcego. Powodem takiego stanu rzeczy jest stosunkowo duza zawarto§¢ w nich
naturalnych przeciwutleniaczy takich jak tokoferole czy karotenoidy i polifenole. Jednakze,
ze wzgledu na wysoki stopien nienasycenia thuszczow wystepujacych w  produktach
roslinnych, utlenianie, w poczatkowej fazie, zachodzi intensywnie, co powoduje szybsza
konsumpcje naturalnie wystepujacych w tych produktach przeciwutleniaczy [Pokorny et al.
2001b]. Dodatek przeciwutleniaczy moze wigc skutecznie hamowaé niekorzystne procesy
zachodzace podczas przechowywania produktow roslinnych.
Badania nad wykorzystaniem katechin wykazaty, ze katechiny i ekstrakty z zielonej herbaty
moga stabilizowac tluszcze roslinne, takie jak olej kukurydziany czy stonecznikowy oraz
margaryny [Pokorny et al. 2001b, Gramza et al. 2006, Gramza-Michatowska et al. 2007b].
Etanolowy ekstrakt z herbaty zielonej dodany do oleju stonecznikowego (w ilosci 1000 ppm)

wydluza o 60 % okres indukcji utleniania thuszczow (test Rancimat). Efekt ochronny zielonej
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herbaty w badanym oleju jest zblizony do efektu a-tokoferolu (dodanego w ilosci 200 ppm)
[Gramza et al. 2006].

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze w ostatnich kilkunastu latach zauwazalne jest
rosnace zainteresowanie wykorzystaniem naturalnych przeciwutleniaczy w ochronie jako$ci
produktéw zywnosciowych. Wyniki wielu badan potwierdzaja, ze dobrym i stosunkowo
niedrogim Zrodtem przeciwutleniaczy moga by¢ ekstrakty z herbat zielonych. Ich uzycie
w procesach technologicznych moze istotnie przyczyni¢ si¢ do zmniejszenia stopnia
utleniania sktadnikdw Zywnosci, a takze chroni¢ jako$¢ sensoryczng i zywieniowa zywnosci,
a zatem wydhuzy¢ czas przechowywania produktow na potkach sklepowych (ang. shelf life).
Dodatkowa zaleta katechin czy ekstraktéw z herbat zielonych, w poréwnaniu do innych
naturalnych przeciwutleniaczy otrzymywanych np. z rozmarynu, moze by¢ ich znikomy
wplyw na smak i zapach produktéw. Ponadto, ze wzglgdu na szerokie spektrum wtasciwosci
pro-zdrowotnych katechin (np. przeciwwirusowe czy przeciwnowotworowe), dodatek tych
naturalnych przeciwutleniaczy do zywnosci w celu ochrony jej sktadnikéw moze zwigkszaé
akceptacje produktow przez konsumentoéw, ktorzy sceptycznie podchodza do rdznego rodzaju

dodatkéw syntetycznych.
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CEL PRACY I ZALOZENIA BADAWCZE

Celem pracy bylo okre§lenie czynnikdbw decydujacych o  aktywnosci
przeciwutleniajacej zaré6wno herbat zielonych, jak 1 wybranych katechin wystgpujacych
w tych herbatach oraz sprawdzenie mozliwosci wykorzystania wartosci TEAC (okreslajacej
wlasciwos$ci przeciwutleniajace) jako parametru do oceny jako$ci herbat zielonych roznych
marek. Zbadano roéwniez zdolno$¢ katechin, wystgpujacych w herbatach zielonych,
do indukcji ekspresji genu kodujacego wazny enzym detoksykacyjny — oksydoreduktaze
NAD(P)H:chinon 1 oraz okreSlono rol¢ wlasciwosci proutleniajacych katechin
w mechanizmie tej indukcji.

Szczegotowy zakres badan podjetych dla realizacji celu pracy byl nastepujacy:

1. Zbadanie wplywu czynnikéw, takich jak zawarto§¢ zwiazkéw polifenolowych ogdtem,
zawartos¢ katechin oraz pH $rodowiska na aktywno$¢ przeciwutleniajaca herbat
zielonych, a takze sprawdzenie mozliwosci zastosowania wartosci TEAC jako
parametru do oceny jakosci herbat.

2. Wybor katechin wystgpujacych w herbatach zielonych jako zwiazkéw modelowych.

3. Zbadanie wptywu pH $rodowiska na aktywno$¢ przeciwutleniajaca wybranych katechin
wystepujacych w herbatach zielonych.

4. Zbadanie wpltywu wiasciwosci kwasowo-zasadowych (wartosci pKa) wybranych
katechin wystgpujacych w herbatach zielonych na aktywnos$¢ przeciwutleniajaca TEAC
tych zwiazkow.

5. Okreslenie wptywu struktury katechin na ich aktywno$¢ przeciwutleniajaca przy
pomocy  parametrow  molekularnych  okre$lajacych ~ zdolno$¢  czasteczki
przeciwutleniacza do oddawania atomu wodoru badz elektronu.

6. Zbadanie indukcji ekspresji genu kodujacego oksydoreduktazg NAD(P)H: chinonl
(NQOV1) oraz wyjasnienie roli wtasciwosci proutleniajacych katechin w mechanizmie tej

indukcji.
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CZESC DOSWIADCZALNA

Rozdzial I11. Materialy i metody

8. Materiaty

8.1. Katechiny

e (+)-Katechina uwodniona (2R,3S5), czystos¢ > 96% HPLC
firmy Fluka (Steinheim, Niemcy)

e (-)-Epikatechina z zielonej herbaty (2R,3R), czystos¢ > 90% HPLC

firmy Sigma (Steinheim, Niemcy)

« (-)-Epigalokatechina z zielonej herbaty (2R,3R), czystos¢ > 98% HPLC

firmy Sigma (Steinheim, Niemcy)

e (-)-Galokatechina z zielonej herbaty (2S,3R), czysto$¢ > 98% HPLC

firmy Sigma (Steinheim, Niemcy)

 Galusan (-)-epikatechiny z zielonej herbaty (2R,3R), czysto$¢ > 98% HPLC
firmy Sigma (Steinheim, Niemcy)

e Galusan (-)-epigalokatechiny z zielonej herbaty (2R,3R), czystos¢ > 95% HPLC
firmy Sigma (Steinheim, Niemcy)

e Galusan (-)-galokatechiny z zielonej herbaty (25,3R), czystos¢ > 98% HPLC
firmy Sigma (Steinheim, Niemcy)

Wzory strukturalne badanych katechin przedstawiono na rysunku 8.
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Rysunek 8. Wzory strukturalne badanych katechin
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8.2. Herbaty zielone

Herbaty zielone lisciaste wybrano z dostepnych w handlu produktéw i zakupiono
w lokalnym sklepie. Kryterium doboru herbat byt udziat (mierzony wielkoscia sprzedazy)

danej marki w rynku (badania firmy Pentor, 2003). Herbaty zielone wykorzystane do badan:

e Ahmad Tea London Green Tea Special Blend (oznaczona w pracy symbolem A)
masa netto 100g, numer partii: 01/07/2009
Ahmad Tea Limited, Wielka Brytania

o Vitax herbata zielona lisciasta (oznaczona w pracy symbolem B)
masa netto 100g, numer partii: 602 489 102
Multeafil Sp. z o.0.

e Yunnan Green Tea (oznaczona w pracy symbolem C)
masa netto 100g, numer partii: 604

Yunnan Tea Garden Group, Shareholding Co.Ltd., Chiny

e Posti Green Tea (oznaczona w pracy symbolem D)
masa netto 100g, numer partii: 11.2009/040 6
PH-W Posti S.A., Polska

e Bio-Active Silver Moon Green Tea (oznaczona w pracy symbolem E)
masa netto 100g, numer partii: S3 02.2010
Bio-Active Dystrybucja Sp. z o0.0., Polska

o Bastek Gunpowder Tea (oznaczona w pracy symbolem F)
masa netto 100g, numer partii: D.P.P.24.25/63
Bastek Coffee &Tea sp.j., Polska

8.3. Pozostate odczynniki

Zwiazki modelowe:

e galusan metylu, firmy Fluka (Steinheim, Niemcy)
e Troloks (kwas 6-hydroksy-2,3,7,8-tetrametylochromano-2-karboksylowy), firmy Sigma
(Steinheim, Niemcy)

e tert-butylohydrochinon (tBHQ), firmy Fluka (Steinheim, Niemcy)
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Zwiazki wykorzystane w metodzie TEAC:

o ABTS (2,2’-azynobis-3-etylobenzenotiazolino-6-sulfononian diaminowy), firmy Roche

(Manheim, Niemcy)
o enzym mikroperoksydaza-8 (MP8), firmy Sigma (Steinheim, Niemcy)
e nadtlenek wodoru 30% (H»05), firmy Merc (Darmstadt, Niemcy)

e substraty do przygotowania roztworéw buforowych, firmy Merck (Darmstadt, Niemcy):
chlorek sodu (NaCl), chlorek potasu (KCI), kwas octowy (CH;COOH), octan sodu
(CH3COONa), diwodorofosforan potasu V (KH,PO,), wodorofosforan potasu V (K,HPO,),
kwas solny 35 — 38% (HCl), wodorotlenek sodu (NaOH)

Zwiazki wykorzystane w metodzie DPPH:
o DPPH (2,2-difenylo-1-pikrylhydrazyl), firmy Sigma (Steinheim, Niemcy)

» metanol, czysto§¢ HPLC, firmy Merc (Darmstadt, Niemcy)

Rozpuszczalniki:

e etanol, czystos¢ HPLC, firmy Merck (Darmstadt, Niemcy)
o dimetylosulfotlenek (DMSO), firmy Agros Organics (New Jersey, USA)

Zwiazki wykorzystane w metodzie Folin-Ciocoltea’a:

e odczynnik Folin & Ciocolteu 2N, firmy Sigma-Aldrich (Steinheim, Niemcy)
e weglan sodu (Na,COs), firmy Merc (Darmstadt, Niemcy)

Zwiazki 1 komorki wykorzystane w metodzie EpRE:

e N-acetylo-L-cysteina (NAC), firmy Sigma (Steinheim, Niemcy)
o DL-butionino-[S,R]-sulfoksyimina (BSO), firmy Sigma (Steinheim, Niemcy)

e komorki Hepa-1clc7-h-EpRE-Lux (uprzejmy dar prof. Ivonne Rietjens, Wydziat
Toksykologii, Uniwersytet Wageningen, Holandia)

e odczynniki do hodowli komérkowych firmy Gibco Invitrogen (Breda, Holandia): medium

Alpha-MEM, bufor HBSS (ang. Hank’s Balanced Salt Solution), cielgca surowica ptodowa
(FCS — ang. Fetal Calf Serum), gentamycyna, genetycyna (G418), trypsyna, 50% buforowana
sol fizjologiczna (PBS)

e odczynniki do przygotowania buforu do lizy komorek (bufor LSB — ang. Low Salt Buffer):

DL- ditiotreitol (DTT), bufor Trizma, firmy Sigma (Steinheim, Niemcy), kwas 1,2-
diaminocykloheksanotetraoctowy (CDTA), firmy Fluka (Steinheim, Niemcy)
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e odczynniki do przygotowania roztworu lucyferyny, firmy Sigma (Steinheim, Niemcy):

trycyna, pigciowodny wodorotlenek weglanu magnezu I (MgCO3)sMg(OH),*5H,0),
siedmiowodny siarczan magnezu II (MgSO4+7H,0), kwas etylenodiaminotetraoctowy

(EDTA), DL- ditiotreitol (DTT), lucyferyna robaczka $wigtojanskiego, ATP

8.4. Przygotowanie roztworow do badan

8.4.1. Wodne ekstrakty z herbat zielonych

Wodne ekstrakty z herbat zielonych przygotowano zgodnie z norma PN-ISO 3130
parzac 20 g suchych lisci herbaty w 300 ml wody demineralizowanej o temperaturze 90°C
przez 6 min. Nastgpnie tak otrzymany napar przefiltrowano dwukrotnie i zliofilizowano.
Ekstrakty z herbat przechowywano w ciemnym, suchym pojemniku, w temperaturze

pokojowej przez okres 2 — 5 dni.

8.4.2. Roztwory badanych przeciwutleniaczy oraz ekstraktow z herbat

zielonych do pomiaru aktywnosci przeciwutleniajace] TEAC

Stezenia roztworéw podstawowych wybranych katechin, galusanu metylu i Troloksu
oraz ekstraktow z herbat dobrano w taki sposob, by uzyska¢ liniowa zalezno$¢ rdznicy
absorbancji (AA), obliczonej na podstawie wartosci absorbancji kationorodnika ABTS™
w czasie 0 1 6 minut (Ao-Ag), od stgzen koncowych analizowanych zwiazkéw. Taki rodzaj
zalezno$ci byl niezbedny do wyznaczenia wspolczynnika nachylenia otrzymanej prostej
1 obliczenia wartosci TEAC (troloksowego rownowaznika zdolno$ci przeciwutleniajacej)
poszczeg6lnych probek. Prostoliniowy charakter tej zaleznosci wskazywat, ze obserwowany
spadek absorbancji roztworu kationorodnika byl spowodowany reakcja pomigdzy
kationorodnikiem ABTS™ z badanym zwiazkiem/ekstraktem a nie innymi reakcjami
ubocznymi.

Roztwory podstawowe katechin 1 galusanu metylu przygotowano przez rozpuszczenie
odpowiednich nawazek w etanolu (czysto§¢ HPLC). W zalezno$ci od aktywnos$ci
przeciwutleniacza, st¢zenia przygotowanych roztworow podstawowych wynosity:

e 0,5 mM dla katechiny i epikatechiny oraz galusanu metylu
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e 0,2 mM dla epigalokatechiny, galokatechiny oraz galusanu epikatechiny, galusanu
epigalokatechiny i galusanu galokatechiny

e 1,5 mM dla Troloksu
Nastepnie z 0,5 mM roztworéw podstawowych badanych katechin i galusanu metylu
przygotowano (przez odpowiednie rozcienczenie etanolem (czysto§¢ HPLC)) roztwory
robocze o stgzeniach: 0 uM, 100 uM, 200 uM, 300 uM, 400 uM, 500 pM.
Dla 0,2 mM roztwordéw podstawowych badanych katechin przygotowano nastgpujace stgzenia
robocze: 0 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM, 150 uM, 200 uM.
Dla Troloksu przygotowano nastgpujace st¢zenia robocze: 0 mM, 0,25 mM, 0,5 mM, 1,0 mM,
1,25 mM, 1,5 mM.

Roztwory podstawowe wodnych ekstraktow z herbat zielonych sporzadzono przez
rozpuszczenie 0,5 mg ekstraktu w 1 ml wody destylowanej. Nastgpnie przygotowano
roztwory robocze o stezeniach 0 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml, 150 pg/ml, 200 pg/ml, 250
ug/ml, przez odpowiednie rozcienczenie roztworow podstawowych woda destylowana.

Stgzenia koncowe badanych katechin 1 galusanu metylu oraz ekstraktow w kuwetach
pomiarowych, bezposrednio przed odczytem absorbancji, stanowity 100-krotne rozcienczenie
roztworéw roboczych. Wszystkie probki byly dobrze rozpuszczalne w odpowiednich
rozpuszczalnikach. Badane roztwory katechin, galusanu metylu i ekstraktow przygotowano

bezposrednio przed kazdym pomiarem.

8.4.3. Roztwory ekstraktow z herbat zielonych oraz Troloksu do pomiaru

aktywnosci przeciwutleniajacej metoda DPPH

Roztwory podstawowe wodnych ekstraktow z herbat zielonych przygotowano przez
rozpuszczenie 0,5 mg ekstraktu w 1 ml wody destylowanej. Do pomiaru aktywnoS$ci
przeciwutleniajacej wyrazonej jako stopien zmiatania rodnika DPPH" wykorzystano roztwory
robocze ekstraktow o stezeniach: 0 ug/ml, 100 pg/ml, 200 pg/ml, 300 pg/ml, 400 pg/ml, 500
png/ml. Roztwory robocze Troloksu (wykorzystanego jako wzorca) o st¢zeniach: 0 uM, 0,25
uM, 0,5 uM, 1,0 uM, 1,5 uM, 2,0 uM sporzadzono przez odpowiednie rozcienczenie 2 mM
roztworu podstawowego w metanolu (czysto§¢ HPLC). Wszystkie roztwory sporzadzano

bezposrednio przed kazdym pomiarem.
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8.4.4th Bufor LSB (ang. Low Salt Buffer) do lizy komodrek

Bufor do lizy komoérek przygotowano przez rozpuszczenie koncentratu Trizma
(stezenie koncowe 10 mM) 1 kwasu diaminocykloheksanotetraoctowego (CDTA) o stezeniu
koncowym 2 mM w wodzie destylowanej. Odczyn pH tak przygotowanego buforu
doprowadzono za pomoca HCl do wartosci 7,8. Nastgpnie przygotowano 1 mM roztwor
ditiotreitolu (DTT) w wodzie destylowanej i dodano do wcze$niej sporzadzonego buforu
w takiej ilosci, aby otrzyma¢ 200-krotne rozcienczenie. Tak przygotowany bufor LSB

przechowywano w temperaturze -20°C.

8.4.5. Roztwor lucyferyny

Pigciowodny wodorotlenek weglanu magnezu (st¢zenie koncowe 1,07 mM)
rozpuszczono razem z trycyna (stezenie koncowe 20 mM) w wodzie destylowanej. Dodatek
trycyny zwigksza rozpuszczalno$¢ wodorotlenku weglanu magnezu. Tak przygotowany
roztwér mieszano do momentu gdy stat si¢ klarowny. Nastgpnie dodano siedmiowodny
siarczan magnezu (stezenie koncowe 2,67 mM) oraz kwas etylenodiaminotetraoctowy
(EDTA), 2 mM ditiotreitol (DTT), 470 uM lucyferyng i szybko 5 uM ATP. Odczyn pH
mieszaniny sprowadzono do wartosci 7,8 za pomoca NaOH. Roztwor lucyferyny

przechowywano w temperaturze -20°C.

8.5. Aparatura i sprzet

o spektrofotometr UV-VIS ,, SPECTRONIC GENESIS 27, firmy Milton Roy (USA)
e spektrofotometr UV-VIS-NIR ,, CARY 5E”, firmy Varian (USA)

e luminometr “Labsystem Luminoskan RS”, firmy Thermo Electron (Holandia)

o HPLC firmy Waters (USA)

e pechametr Delta 350, firmy Mettler Toledo (Wielka Brytania)

e waga analityczna, firmy Sartorius-Werke (Niemcy)

o waga elektroniczna, firmy RadWag (Polska)

» worteks, firmy Julabo (Niemcy)

e wirowka MPW-200, firmy Mechanika Precyzyjna (Polska)
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9. Metody badan

9.1. Wyznaczanie aktywnosci przeciwutleniajacej metoda TEAC

Aktywnos¢ przeciwutleniajaca katechin, galusanu metylu i Troloksu oraz wodnych
ekstraktow z herbat zielonych wyznaczono za pomoca zmodyfikowanej metody TEAC (ang.
Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) [Tyrakowska et al. 1999].

Metoda TEAC jest metoda absorpcjometryczna, polegajaca na wyznaczeniu wartosci
TEAC (troloksowego rownowaznika aktywnosci antyoksydacyjnej) na podstawie pomiaru
zdolnoéci  przeciwutleniacza do zmiatania kationorodnika ABTS™ w poréwnaniu
z aktywnoscia antyoksydanta wzorcowego — Troloksu (analog witaminy E rozpuszczalny
w wodzie) [Miller et al. 1993]. Modyfikacja oryginalnej metody, polegajaca na zastapieniu
enzymu metmioglobiny mikroperoksydaza-8 (MPS8), umozliwia pomiar aktywnosci
przeciwutleniajacej zwiazkéw w szerokim zakresie pH (2,0 — 9,5).

Uktad generujacy kationorodnik ABTS™" skladat si¢ z 3 mM roztworu ABTS w PBS
(buforowy roztwor soli fizjologicznej o pH = 7,4) oraz 0,2 uM enzymu MP8. Reakcja zostata
zapoczatkowana przez dodanie H,O, (koncowe stgzenie 0,1 mM). Tak przygotowana
mieszaning inkubowano w temperaturze 30°C przez 60 min. Nastgpnie, by otrzymaé roztwory
o wartoéciach pH w zakresie 2,0 — 9,5, roztwor podstawowy kationorodnika ABTS™,
sporzadzony jak wyzej, zmieszano w stosunku 1:1 z roztworami 0,2 M buforéw octanowych
lub fosforanowych o roznej wartosci pH. W ten sposdb otrzymywano roztwor roboczy
ABTS™, ktorego pH mierzono bezposrednio przed dodaniem roztworéw roboczych badanego
antyoksydanta lub ekstraktu. Warto$¢ absorbancji przygotowanego roztworu roboczego
ABTS™ nie przekraczata 0,6.

Pomiar aktywnos$ci antyoksydacyjnej katechin, galusanu metylu oraz ekstraktow
z herbat przeprowadzono przy uzyciu spektrofotometru UV-VIS ,,Spectronic Genesis 2” przy
dtugosci fali 734 nm. W pierwszej kolejnosci dokonano pomiaru absorbancji roztworu
kationorodnika ABTS™ o okreslonym pH (A,). Nastepnie do kazdej z 6 kuwet dodano,
w ilosci 1% (objetosciowy), roztwor badanego zwiazku lub ekstraktu o odpowiednim stgzeniu
roboczym. Po wymieszaniu reagentoéw i uplywie 6 minut odczytano spadek absorbancji
roztworu (Ag). W ten sam sposdb wykonano pomiary absorbancji w roztworach o réznych
warto$ciach pH, dodajac zawsze roztwory o okreslonych st¢zeniach roboczych. W sumie

jedno oznaczenie (caly zakres pH) sktadato sig z 96 probek.
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Nastegpnie wykreslono zalezno$ci rdéznicy absorbancji (AA=A(¢-Ag) mieszaniny
reagentow od stezen koncowych roztworéw badanych zwiazkoéw/ekstraktow w danym pH.
Prostoliniowy charakter tej zaleznosci wskazywat, Zze obserwowany spadek absorbancji
roztworu kationorodnika byt spowodowany reakcja kationorodnika ABTS™ z badanym
zwiazkiem/ekstraktem, a nie innymi reakcjami ubocznymi.

Warto§¢ TEAC, odzwierciedlajaca  aktywno$¢  przeciwutleniajaca  danego
przeciwutleniacza w okre§lonym pH, obliczano dzielac wspolczynnik nachylenia prostej
wykreslonej dla katechiny lub ekstraktu przez wspoétczynnik nachylenia prostej wyznaczony
dla Troloksu.

Warto§¢ TEAC okresla si¢ jako milimolowe st¢zenie Troloksu, ktory wykazuje
aktywno$¢ przeciwutleniajaca réwnowazng aktywnos$ci badanej substancji o st¢zeniu 1 mM
[Miller et al. 1993, Rice-Evans et al. 1996]. Aktywnos$¢ przeciwutleniajaca Troloksu rowna
si¢ jednosci dla kazdej wartosci pH, poniewaz wartos$ci absorbancji dla tego zwiazku nie
ulegaja zmianom wraz ze zmieniajacym si¢ odczynem pH roztworéw [Tyrakowska et al.
1999].

Wyznaczona zalezno$¢ warto$ci TEAC kazdego zwiazku/ekstraktu od pH jest $rednia
z co najmniej trzech niezaleznych pomiaréw. Powtarzalno$¢ wynikow dla zmodyfikowanej

metody TEAC nie przekroczyta 5% wyrazonych jako wspotczynnik zmiennosci.

9.2. Wyznaczanie aktywnosci przeciwutleniajacej metoda DPPH

Metoda DPPH jest metoda absorpcjometryczna, pozwalajaca oceni¢ zdolnosé
zmiatania rodnika DPPH" w okreSlonym czasie [Sanchez-Moreno et al. 1998]. Pomiaru
aktywno$ci przeciwutleniajacej zwiazku/ekstraktu dokonuje si¢ na podstawie zaniku
absorbancji roztworu rodnika DPPH" przy dlugo$ci fali 515 nm w czasie 30 min. Miarg
aktywnosci przeciwutleniajacej jest warto$¢ stgzenia przeciwutleniacza powodujaca 50%
spadek aktywnos$ci rodnika DPPH’ (ICsp). Zdolno$¢ wygaszania rodnika DPPH™ mozna
rowniez wyrazi¢c w wartoS§ciach TEACqpppny (troloksowego rownowaznika aktywnoS$ci
przeciwutleniajacej oznaczonej za pomoca metody DPPH). Warto§¢ TEACpppn) okresla
aktywno$¢ przeciwutleniajaca badanego zwiazku/ekstraktu w poréwnaniu do aktywnosci
przeciwutleniajacej wzorca — Troloksu. Warto§¢ TEAC@ppry dla Troloksu jest rowna

jednosci.
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Wyznaczenie aktywnos$ci przeciwutleniajacej ekstraktow z herbat zielonych metoda
DPPH przeprowadzono przy uzyciu spektrofotometru UV-VIS ,,Spectronic Genesis 2”.
W pierwszej kolejnosci dokonano pomiaru absorbancji 0,1 mM roztworu rodnika DPPH’
w metanolu (Ay). Nastegpnie do kazdej z 6 kuwet, zawierajacych metanolowy roztwor DPPH,
dodano, w ilosci 1% (objetosciowy), wodne ekstrakty z herbat o odpowiednich stezeniach
roboczych (patrz pkt. 8.4.3.). Po wymieszaniu reagentow iuptywie 30 min. dokonano
pomiaru absorbancji roztworu rodnika DPPH’ z badanym ekstraktem (Ajg). Nastepnie,
zmierzona w ten sposob absorbancje proby, okre$lajaca stopien zmiatania rodnika DPPH’,
wyrazono w %, korygujac uprzednio wartosci absorbancji w czasie 30 min. o warto$ci
absorbancji w czasie 0 min. Z wykre$lonej zalezno$ci stopnia zmiatania rodnika DPPH’
(wyrazonego w %) od stgzenia koncowego badanego ekstraktu wyznaczono warto$é
nachylenia krzywej. Wartos¢ TEAC pppiy obliczono dzielac nachylenie krzywej sporzadzonej
dla danego ekstraktu przez nachylenie krzywej wykreslonej (analogicznie jak dla ekstraktow)
dla Troloksu. Aktywno$¢ przeciwutleniajaca wobec rodnika DPPH™ przedstawiono takze
w warto$ciach ICsy obliczonych z rownania prostej zaleznosci stopnia zmiatania rodnika
DPPH’ od stezenia otrzymanej dla danego ekstraktu.

Dla kazdego ekstraktu wykonano trzy niezalezne pomiary. Powtarzalnos¢ wynikéw

dla metody DPPH nie przekroczyta 6% wyrazonych jako wspotczynnik zmiennosci.

9.3. Wyznaczanie pKa katechin

Warto$ci pKa katechin, ktorych brak w dotychczasowej literaturze, wyznaczono
za pomoca metody spektrofotometrycznej [Seuerwald et al. 1998]. Do analizy przygotowano
nastgpujace roztwory podstawowe przeciwutleniaczy w etanolu (czystos¢ HPLC):

e 1 mM galusan epikatechiny,

e 2 mM galusan metylu, galusan epigalokatechiny i galusan galokatechiny,

e 4 mM epigalokatechina i galokatechina.

Widma badanych przeciwutleniaczy rejestrowano w zakresie dlugosci fali 210 nm
do 650 nm w roztworach o warto$ciach pH z zakresu 2,0 — 9,5. Bufory octanowe lub
fosforanowe o stgzeniu 0,1 M przygotowano co 0,25 jednostki pH. Warto$¢ absorbancji
odczytywano przy dhugosci fali 277 nm 1 323 nm (maksima absorbancji dla katechin) oraz
270 nm i 320 nm (maksima absorbancji dla galusanu metylu). Wartosci pKa wyznaczono

metoda graficzna, dla kazdego zwiazku dokonano przynajmniej trzech pomiarow.
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9.4. Oznaczanie catkowitej zawarto$ci polifenoli metoda Folin-Ciocolteu’a

Catkowita zawartos¢ polifenoli w wodnych ekstraktach z herbat zielonych oznaczono
za pomoca metody Singelton i1 Rossi [1965]. Metoda ta jest metoda kalorymetryczna, oparta
na pomiarze zmiany barwy odczynnika Folin-Ciocalteu’a przy dlugosci fali 765 nm. Zo6tty
odczynnik Folin-Ciolalteu’a, pod wptywem reakcji z grupami hydroksylowymi zwiazkow
polifenolowych, ulega redukcji, zmieniajac barwe na niebieska.

Oznaczenia zawartos$ci polifenoli ogotem w wodnych ekstraktach z herbat wykonano
nastgpujaco: 20 pl proby (0,25 mg/ml) wymieszano z 100 pl odczynnika Folin-Ciocolteu’a.
Po uplywie 3 min. do prébki dodano 300 pl 20% Na,COs i dopetniono do 2 ml woda
destylowana. Po doktadnym wymieszaniu probke odstawiono w ciemne miejsce na 2 godz.
Absorbancj¢ probki zmierzono przy dhlugosci fali 765 nm. Zawarto$¢ zwiazkéw
polifenolowych ogélem w badanym ekstrakcie obliczono na podstawie krzywej wzorcowe;j
wyznaczonej dla kwasu galusowego (y = 0,1319 x) uwzgledniajac rozcienczenia prob

1 wyrazono w mg kwasu galusowego (mg/g ekstraktu).

9.5. Oznaczanie zawartosci katechin metoda HPLC

Rozdzialu 1 identyfikacji katechin obecnych w ekstraktach z herbat zielonych
dokonano w oparciu o metod¢ wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC)
opracowana przez dr inz. Anng Gliszczynska-Swiglo. W badaniach wykorzystano
chromatograf cieczowy, typ 600, firmy Waters (Milford, MA, USA), wyposazony w detektor
UV-Vis typu photodiode-array 996. Do rozdzialu badanych zwiazkoéw zastosowano kolumng
analityczng Symmetry Cig (3,9 x 150 mm, 5 pm) firmy Waters. Fazg ruchoma stanowila
mieszanina acetonitrylu (A) 1 0,1% kwasu trifluorooctowego (B). Przeptyw rozpuszczalnikow
mial charakter gradientowy: gradient liniowy od 1% do 5% A w ciagu pierwszych 17 minut,
gradient liniowy od 5% do 35% A w ciagu kolejnej minuty, gradient liniowy od 35% do 50%
A w ciagu nastgpnych 11 minut, gradient liniowy od 50% do 100% A w ciagu kolejnej
minuty, powrdt do warunkéw poczatkowych (acetonitryl-kwas 1:99, v/v) w ciagu nastepnych
10 minut; predko$¢ przeptywu fazy ruchomej wynosita 1 ml/min.

Detekcji poszczegdlnych katechin dokonano przy dlugosci fali 280 nm. Objgtosé
nastrzykiwanej probki wynosita 20 ul. Identyfikacja zwiazkow odbywata si¢ przez
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poréwnanie ich czasdéw retencji z czasami retencji wzorcow zastosowanych jako wzorce
zewnegtrzne 1 wewngetrzne. Dodatkowo obecnos¢ katechin w ekstraktach z herbat
potwierdzono na podstawie widma absorpcji uzyskanego za pomoca detektora typu
photodiode-array.

Zawartos¢ poszczegbdlnych zwiazkow w ekstraktach z herbat wyznaczono metoda
wzorca zewngtrznego poprzez pomiar pola powierzchni pikéw poszczegolnych katechin
na chromatogramie. Krzywe wzorcowe katechin przygotowano co najmniej dwa razy
dla kazdego zwiazku w tych samych warunkach chromatograficznych, jakie byly stosowane
do rozdzialu katechin w badanych ekstraktach. Dla kazdego ekstraktu przeprowadzono

co najmniej trzy niezalezne oznaczenia.

9.6. Pomiar poziomu indukcji ekspresji genu kodujacego oksydoreduktaze

NAD(P)H:chinon 1 (NQO1) metoda EpRE-LUX

Pomiar poziomu ekspresji genu kodujacego NQOI1 przeprowadzono metoda EpRE-
LUX badajac wptyw katechin na aktywacj¢ czynnika transkrypcyjnego Nrf2 aktywujacego
geny zawierajace w regionie promotorowym element EpRE (ang. Electrophile-Responsive
Element). Wykorzystano do tego celu specjalnie przygotowane linie komoérkowe Hepa-1clc7-
h-EpRE-Lux (dar prof. 1. Rietjens z Uniwersytetu Wageningen) zwane dalej komorkami
EpRE-Lux. Sa to komorki watrobowe myszy (Hepa-1clc7), do ktorych wprowadzono gen
reporterowy (kodujacy lucyferazg), zawierajacy w rejonie promotorowym element
odpowiedzi na zwiazki elektrofilowe (EpRE) ludzkiego genu oksydoreduktazy
NAD(P)H:chinon 1 (NQO1) [Boerboom et al. 2006].

Uwolniony w wyniku reakcji z kateching (z chinonem katechiny) czynnik
transkrypcyjny Nrf2, po zwiazaniu z EpRE, indukuje ekspresj¢ genu reporterowego
kodujacego lucyferaze. Zsyntetyzowana lucyferaza katalizuje reakcje utleniania lucyferyny
robaczka S$wigtojanskiego, dodanej do zlizowanych komoérek, czemu towarzyszy
luminescencja, ktéra mierzono przy uzyciu luminometru. Poziom luminescencji
odzwierciedla poziom indukcji ekspresji genu kodujacego NQOL.

Poziom ekspresji genu kodujacego NQOI1 wyraza si¢ jako warto$¢ wspodtczynnika
indukcji. Wspotczynnik indukcji jest to zdolnos¢ zwiazku do indukowania ekspresji genu
lucyferazy w odniesieniu do probki kontrolnej (czyste medium zawierajace 0,5 % DMSO)

[Boerboom et al. 2006].
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Komorki EpRE-Lux hodowano w medium alpha-MEM wzbogaconym w 10% cielgca
surowicg ptodowa (FCS) oraz antybiotyki gentamycyng (st¢zenie koncowe 50 pg/ml) 1 G418
(stgzenie koncowe 0,5 mg/ml z 200-krotnie stezonego roztworu) w atmosferze 5% CO,
i temperaturze 37°C. Gdy stezenie komoérek EpRE-Lux osiagneto wartosé 3x10° komérek/ml,
komorki te przeniesiono na 96-celkowa ptytke (100 pl zawiesiny komorkowej/celke)
ipoddano 24 godz. inkubacji pozwalajacej na przyczepienie si¢ komoérek do dna ptytki.
Nastgpnie medium znad komodrek usunigto, a komodrki przemyto buforem HBSS
i eksponowano na rozne stgzenia katechin. Zakres stgzen koncowych katechin na ptytce
wynosit 0 uM — 500 uM. W tym celu do kazdej celki ptytki dodano 100 pl czystego medium
zawierajacego badang kateching dodana z 200-krotnie bardziej stezonego roztworu roboczego
w DMSO. W ten sposob stgzenie DMSO utrzymywato si¢ na poziomie okoto 0,5%.
Po kolejnych 24 godz. inkubacji, komodrki EpRE-Lux przemyto 50% buforem PBS, pH 7.4
(100 pl/celke) i poddano lizie dodajac do kazdej celki 30 pl buforu LSB (patrz pkt. 8.4.4.).
Piytke ztak przygotowanymi komorkami wiozono na 15 min. do lodu, by pozwoli¢
komodrkom napgcznie¢, a nastgpnie na co najmniej 30 min. do temperatury -80°C by zlizowac
komorki.

Pomiaru poziomu indukcji ekspresji genu kodujacego lucyferaz¢ dokonano przy
uzyciu luminometru ,,Labsystem Luminoscan RS”. W tym celu do kazdej $cianki celki
ze zlizowanymi komoérkami dodano 100 pl roztworu lucyferyny (patrz pkt. 8.4.5.) 1 mierzono
luminescencj¢ zwiazku przez 2 s. Po tym czasie aktywno$¢ enzymu zostata wygaszona przez
dodanie 50 pl 0,2 M roztworu NaOH. Sygnat kazdej probki korygowano o wielkos¢ sygnatu
tha ptytki. Wspdtczynnik indukcji obliczano dzielac sygnat probki zwiazku o danym st¢zeniu
przez sygnat probki kontrolnej (0,5% DMSO). Dla kazdego zwiazku dokonano co najmniej

trzech niezaleznych pomiarow.

9.7. Pomiar poziomu indukcji ekspresji genu kodujacego oksydoreduktaze
NAD(P)H:chinon 1 (NQO1) w komoérkach ze zmodyfikowanym

poziomem glutationu

W celu wykazania, ze indukcja ekspresji genu kodujacego NQO1, za posrednictwem
elementu EpRE, wynika z dzialania proutleniajacego katechin (zdolno$¢ do tworzenia
chinonéw) badania indukcji ekspresji genu kodujacego NQOI1 przez roézne katechiny

przeprowadzono przy uzyciu komorek EpRE-Lux zawierajacych normalny, podwyzszony
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1 obnizony poziom wewnatrzkomorkowego glutationu. Poziom glutationu modyfikowano
za pomoca N-acetylo-L-cysteiny (NAC) lub DL-butionino-[S,R]-sulfoksyiminy (BSO) [Lee-
Hilz et al. 2006]. NAC jest prekursorem glutationu, zdolnym do generowania jego duzych
ilosci w komodrkach. BSO jest inhibitorem kluczowego enzymu biosyntezy glutationu —
syntetazy (y-glutamylocysteinowej).

Hodowle komoérek EpRE-Lux przeprowadzono jak w pkt. 9.6. Nastepnie komorki
(3x10° komoérek/ml) przeniesiono na 96-celkowa plytke. Po 24 godz. inkubacji w atmosferze
5% CO; 1 temperaturze 37°C medium znad komoérek usunigto, a komoérki poddano wstepne;j
ekspozycji na 40 mM NAC lub 100 uM BSO we wzbogaconym medium alpha-MEM
(medium: patrz pkt. 9.6.). Po 4 godz. inkubacji z NAC lub 24 godz. inkubacji z BSO,
pozwalajacej, odpowiednio, na wzrost lub obnizenie ilo$ci komorkowego glutationu, medium
znad komorek usunigto. W dalszej kolejnosci komorki eksponowano na badang kateching
(100 uM galusan epigalokatechiny, 100 uM galusan galokatechiny, 175 uM epigalokateching
lub 175 uM galokateching). W tym celu do kazdej celki ptytki dodano 100 pl czystego
medium alpha-MEM zawierajacego 40 mM NAC lub 100 pM BSO 1 badana kateching.
Stgzenie koncowe katechiny bylo tak dobrane by warto§¢ wspotczynnika indukeji przy danym
stezeniu byla bliska maksymalnej. Stgzenie DMSO, w ktorym rozpuszczano katechiny
do ekspozycji, nie przekraczato 0,5 %.

Po 24 godz. inkubacji komoérki zlizowano i dokonano pomiaru poziomu indukcji
ekspresji genu kodujacego lucyferazg za pomoca luminometru oraz obliczono wspotczynniki

indukcji (patrz pkt. 9.6.).

9.8. Detekcja chinondéw katechin

Wysoka reaktywnos$¢ chinonow katechin uniemozliwia ich bezposrednia identyfikacje.
Dlatego chinony katechin zostaly wykryte droga posrednia poprzez identyfikacje koniugatdéw,
ktoére chinony katechin tworza z glutationem.

Do roztworu glutationu (st¢zenie koncowe 1 mM), w buforze fosforanowym, pH 7,0,
dodano tyrozynazg (stezenie koncowe 100 j.m./ml), a nastgpnie 100 uM epigalokateching lub
galusan epigalokatechiny z 10 mM roztworu podstawowego danego zwiazku w DMSO.
Nastgpnie, by uzyska¢ duze stezenie koniugatéw, do mieszaniny inkubacyjnej dodawano
w czasie trwania inkubacji: glutation i/lub tyrozynaz¢ oraz badany zwiazek wedtug schematu

zamieszczonego ponizej.
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czas inkubacji glutation tyrozynaza katechina

[min] [1 mM] [100 U/ml] [100 uM]

0 + + -
5 - - +
10 - + +
15 + - +
20 - + +
25 + - +
30 koniec inkubacji

Inkubacjg¢ przeprowadzono w temperaturze 25°C w tazni wodnej. Otrzymane stg¢zenia
koniugatow chinondéw katechin z glutationem byly wystarczajace do ich identyfikacji metoda

HPLC.

9.9. Analiza statystyczna

Analiz¢ statystyczna przeprowadzono z  wykorzystaniem oprogramowania
komputerowego Statistica 6,1. Dla poszczegdlnych parametrow obliczono podstawowe
statystyki opisowe. W celu okreslenia miary wzglednego btedu metody TEAC i DPPH
obliczono wspotczynnik zmiennosci V. W celu zweryfikowania istotnosci rézni¢ pomigdzy
warto$ciami S$rednimi wykorzystano test t-Studenta. Dla zbadania zalezno$ci pomigdzy
parametrami wyznaczonymi do$wiadczalnie (wartoSci TEAC, pKa) a parametrami
teoretycznymi (energia deprotonacji wiazania — DE, potencjat jonizacji — IP) dla katechin, jak
réwniez zaleznosci pomigdzy warto§ciami TEAC lub TEACpppr) a zawartoscia zwiazkow
polifenolowych ogoétem lub zawartoscia poszczegdlnych katechin w ekstraktach herbat
zielonych, obliczono wspodtczynnik korelacji r Pearsona. W szacowaniu statystycznym

za poziom istotno$ci przyjeto p < 0,05.
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Rozdzial IV. Wyniki badan i dyskusja

10. Czynniki wptywajace na aktywnos¢ przeciwutleniajaca

wybranych herbat zielonych

10.1. Wplyw zawartosci zwiazkdéw polifenolowych na aktywnosé

przeciwutleniajaca wodnych ekstraktow z herbat zielonych

Wzrost zagrozenia chorobami cywilizacyjnymi przy jednocze$nie rosnacych kosztach
opieki zdrowotnej oraz wzrost $wiadomosci konsumentéow, co do wplywu diety na ludzkie
zdrowie spowodowaly gwaltowny wzrost zainteresowania zywnoscia o udowodnionych
wlasciwo$ciach pro-zdrowotnych tzw. zywnoscia funkcjonalna. Niewatpliwie do tej grupy
zywno$ci mozna zaliczy¢, bogate w zwiazki polifenolowe, owoce i warzywa, herbatg,
czekoladg oraz wino. W ostatnich latach ro$nie zainteresowanie pro-zdrowotnymi
wlasciwosciami herbaty zielonej. Wzrost zainteresowania wiasciwosciami herbaty zielonej
mozna takze rozpatrywa¢ w kontek$cie potencjalnego wykorzystania ekstraktow z herbaty
jako Zrddla naturalnych przeciwutleniaczy stosowanych do ochrony sktadnikéw Zywnos$ci
przed utlenianiem.

Poniewaz polifenole charakteryzuja si¢ wysoka aktywnos$cia przeciwutleniajaca, ktorej
w gldwnej mierze przypisuje si¢ ich korzystny wptyw na organizm cztowieka, jakos¢ 1 ilos¢
zwiazkow polifenolowych, obecnych w produktach roslinnych, takich jak herbata, moze
stanowi¢ wyktadnik jako$ci tych produktéw. Ponadto zawarto$¢ polifenoli moze by¢
wyroznikiem decydujacym o doborze ekstraktu jako naturalnego przeciwutleniacza
do zywnosci. Z danych literaturowych wiadomo, ze ilo$¢ zwiazkow polifenolowych
wystepujacych w herbacie zalezy od warunkow klimatycznych oraz gatunku 1 wieku rosliny
[Graham 1992, Hara 2001]. Zatem mozna sadzi¢, ze ekstrakty z herbat beda znacznie réznity
si¢ zawartoscia zwiazkow polifenolowych, w tym katechin. Istnieje wiele metod oceny
zawarto$ci polifenoli w produktach. Wigkszo$¢ z nich jest jednak czasochtonna i pociaga
za sobg duze koszty (np. metoda HPLC). Dlatego aktywnos$¢ przeciwutleniajaca, ktéra bylaby
dodatnio skorelowana z zawarto$cia zwiazkéw polifenolowych, mogtaby stanowi¢ szybki
i stosunkowo tani test do oceny jakosci ekstraktow z herbat zielonych réznych marek.

Pierwszym etapem badan bylo oznaczenie zawarto$ci zwiazkéw polifenolowych,

w tym poszczegdlnych katechin, w ekstraktach z herbat zielonych roznych marek.
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Calkowita zawarto$¢ zwiazkow polifenolowych w badanych ekstraktach wyznaczono
metoda Folin-Ciocalteu’a. Zawarto$¢ poszczegdlnych katechin w ekstraktach oznaczono
metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Wyniki badan zamieszczono

w tabeli 10 oraz zilustrowano na rysunkach 9 i 10.

Tabela 10. Zawarto$¢ poszczegdlnych katechin, katechin ogétem (TCC) oraz calkowita
zawarto$¢ polifenoli (TPC) w wodnych ekstraktach z herbat zielonych (4, B, C, D, E i F).
Badane katechiny oznaczono nastgpujacymi skrétami (z ang.): katechina (C), epikatechina
(EC), epigalokatechina (EGC), galokatechina (GC), galusan galokatechiny (GCG), galusan
epikatechiny (ECQ) 1 galusan epigalokatechiny (EGCG).

ekstrakt A B C D E F
[mg/g ekstraktu]

C - - - 242 £0,6 59 £03 6,4 04

EC 15,8 +03 15,9 %03 38,5 +13 445 +0,6 354 +13 19,4 +0,6

GC 44 £0,0 59 0,0 9,2 £0,5 18,7 04 8,6 0,2 10,1 0,5

EGC 624 +1,7 50,4 +1,7 57,6 18 788 +14 1222 +45 70,6 +2,6
GCG 2,7 0,1 24 0,1 7,6 +0,3 6,2 +0,1 1,2 £0,1 2,2 £0,1
ECG 199 +04 17,2 +0,2 63,1 +19 63,1 +038 29,2 +1,0 20,7 +0,8

EGCG | 101,9 =+18 62,1 +19 99,1 £2,0 110,5 =*1,7 128,5 =*6,2 78,8 +2,6

207,2 *35 1539 %46 275,1 *6,2 346,1 £29 331,0 £13,4 | 208,1 6,6

TPC 271,0 =140 | 2249 12,1 | 364,99 =*24,7 | 448,8 +54 427,6 +12 266,4 *8,6

Na podstawie analizy wynikow zawartych w powyzszej tabeli i przedstawionych
narysunku 9 mozna stwierdzi¢, ze catkowita zawarto$¢ polifenoli (TPC — ang. Total
Polyphenol Content) oraz zawarto$¢ katechin (TCC — ang. Total Catechin Content) r6zni sig
w zalezno$ci od marki herbaty. Ogdlna ilo§¢ katechin jest silnie skorelowana z zawartoScia
polifenoli. Wspotczynnik korelacji dla tej zaleznosci wynosi R = 0,973 (p < 0,05). Najwyzsza
zawartoscia polifenoli, w tym katechin, charakteryzuja si¢ ekstrakty z herbat C, D i E.

Zawarto$¢ polifenoli w tych ekstraktach jest wigksza $rednio o 55% w stosunku do herbat A
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1F oraz 0 85% w stosunku do herbaty B. Zaobserwowane roznice w zawartosci katechin
1 polifenoli w herbatach r6znych marek moga wynika¢ z réznic gatunkowych 1 wieku rosliny
oraz warunkOw jej uprawy. Znaczace rdznice w zawartosci katechin wystepujacych
w herbatach r6znych marek stwierdzili rowniez Henning i wspotpracownicy [2003].

Srednia catkowita zawarto$¢ polifenoli badanych ekstraktow jest zgodna
z warto$ciami literaturowymi opublikowanymi przez Gramzg i wspolpracownikow [2006]
oraz Satoh i1 wspotpracownikow [2005]. Wyniki badan tych autorow wskazuja, ze wodne
ekstrakty z herbat zielonych zawieraja, odpowiednio, 302,3 mg i 312,5 mg zwiazkow
polifenolowych w 1 g ekstraktu.
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Rysunek 9. Catkowita zawarto$¢ zwiazkéw polifenolowych oraz zawarto$¢ katechin
w wodnych ekstraktach z herbat zielonych (n=3). Wykres sporzadzony na podstawie
wynikow zawartych w tabeli 10.

W badanych przeze mnie ekstraktach z herbat zielonych katechiny stanowia $rednio
80% calkowitej zawartoSci zwiazkow polifenolowych. Sposrod wszystkich katechin
zawarto$¢ galusanu epigalokatechiny oraz epigalokatechiny stanowi tacznie od 55%
w ekstraktach C 1 D do 80% w ekstrakcie A ogdlnej zawartosci katechin (rysunek 10).
Na podstawie wynikéw przedstawionych na rysunku 10, zawarto$¢ poszczegdlnych katechin
w badanych ekstraktach mozna uszeregowac¢ nastepujaco: EGCG >EGC >ECG > EC >(C)
>GC >GCG. Podobne wyniki uzyskali Arts M. i wspotpracownicy [2002] oraz Henning
1 wspotpracownicy  [2003]. Jednakze, na podstawie wynikéw badan Gramza

1 wspolpracownicy [2006] uszeregowali katechiny, wedlug ich procentowego udzialu
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w calkowitej zawartosci katechin, nastgpujaco: EGC > EGCG > ECG >EC >C. W toku
niniejszych pracy odmienny udziat katechin w catkowitej ich zawarto$ci zaobserwowano
jedynie w ekstrakcie C. Herbata C charakteryzuje si¢ wyzsza zawarto$cia galusanu
epikatechiny (ECG) niz epigalokatechiny (EGC). Rozbieznosci wynikow badan (réznych
autorow) nad zawarto$cia poszczegolnych katechin w wodnych ekstraktach z herbat
zielonych dowodza, po raz kolejny, ze jako$¢ i ilo§¢ ekstrahowanych do naparu katechin
wystepujacych w herbacie zielonej zalezy od gatunku herbaty oraz sposobu przygotowania
ekstraktu (czasu i temperatury parzenia oraz rodzaju rozpuszczalnika do ekstrakcji) i moze

by¢ rézna w réznych herbatach.
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Rysunek 10. Procentowy udziat poszczegdlnych katechin w ogolnej zawartosci katechin
w wodnych ekstraktach z herbat zielonych (n=3). Wykres sporzadzony na podstawie
wynikow zawartych w tabeli 10. Badane katechiny oznaczono nast¢pujacymi skrotami:
katechina (C), epikatechina (EC), epigalokatechina (EGC), galokatechina (GC), galusan
galokatechiny (GCG), galusan epikatechiny (ECG) i1 galusan epigalokatechiny (EGCG).

W kolejnym etapie badan oznaczono aktywno$¢ przeciwutleniajaca ekstraktow
z herbat oraz okreslono wplyw zawartoSci zwiazkéw polifenolowych, jak i zawartosci
poszczegoOlnych katechin na aktywnos$¢ przeciwutleniajaca badanych ekstraktéw. Do badan
aktywno$ci przeciwutleniajacej herbat zielonych wykorzystano zmodyfikowana metode
TEAC oraz metod¢ DPPH. W badaniach postuzono si¢ dwiema r6znymi metodami, poniewaz

warunki reakcji 1 rodzaj substratdéw moga mie¢ wptyw na otrzymane wyniki. Obie metody
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pozwalaja na pomiar aktywnosci zard6wno zwiazkow modelowych, jak 1 mieszanin zwigzkow
biologicznie czynnych, takich jak ekstrakty roslinne, napoje i soki.

W tabeli 11 przedstawiono wartosci TEAC badanych ekstraktéw wyznaczone
za pomoca zmodyfikowanej metody TEAC oraz wartosci TEACpppry Wyznaczone metoda
DPPH. W celu poréwnania aktywnosci przeciwutleniajacej DPPH z danymi literaturowymi
obliczono 1 przedstawiono w tabeli 11 rowniez st¢zenia ekstraktow, przy ktorych obserwuje

si¢ 50-procentowy spadek aktywnosci rodnika DPPH' (ICs).

Tabela 11. Wartosci TEAC wodnych ekstraktow z herbat zielonych wyznaczone
zmodyfikowana metoda TEAC (n=3) oraz wartosci TEACppppr) 1 ICso badanych ekstraktow
oznaczone metoda DPPH (n=3)

Ekstrakt TEAC (pH 7,4) TEAC ppen) ICsy
[mM] [uM/g ekstraktu] [pg/ml]

A 3,65+0,07° 247,74 £ 1,43° 8,177 +0,05°
B 2,95+ 0,04 196,49 + 1,72¢ 10,310 + 0,09°
C 4,72 + 0,25 345,78 +1,43° 5,858 + 0,00°
D 4,76 + 0,05 359,15+ 19,19° 5,648 + 0,30°
E 4,75 +0,22° 315,80 + 2,00° 6,414 + 0,04

3,63 £ 0,08 217,15 + 12,03 9,343 + 0,52

2D prak istotnych réznic pomigdzy probkami, test t-Studenta (p<0,05)

Na podstawie wynikow zawartych w tabeli 11 stwierdzono, zZe aktywnos¢
przeciwutleniajaca herbat jest wysoka, porownywalna z aktywnos$cia przeciwutleniajaca
niektorych katechin [Rice-Evans et al. 1996]. Wyniki badan dotyczace aktywnosci
przeciwutleniajacych herbat zielonych oznaczonych metodami TEAC oraz DPPH sa zgodne
z danymi literaturowymi [Salah et al. 1995, Ohmori et al. 2005, Yokozawa et al. 1998].

Aktywno$¢ przeciwutleniajaca poszczegdlnych herbat rozni si¢. Najwyzsza aktywnosé
przeciwutleniajaca wykazuja ekstrakty C, D 1 E, charakteryzujace si¢ rowniez najwyzsza
zawartoscia zwiazkow polifenolowych. Aktywnos$¢ TEAC tych ekstraktow jest srednio okoto
30% wyzsza niz ekstraktow A 1 F 1 okoto 60% wyzsza niz aktywnos¢ ekstraktu B. Podobnie
ksztattuja si¢ roznice aktywnosci poszczegdlnych ekstraktow oszacowane na podstawie
parametru TEAC@pppy). Powyzsze obserwacje znajduja potwierdzenie w analizie

wspotczynnikoéw korelacji dla zalezno$ci pomigdzy aktywnoscia przeciwutleniajaca TEAC
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badanych ekstraktéw a aktywno$cia wyznaczona metoda DPPH (R = 0,961 dla parametrow
TEAC 1 TEACpppn) oraz R = 0,980 dla parametrow TEAC 1 ICs).

W oparciu o otrzymane wyniki stwierdzono istnienie liniowej zalezno$ci migdzy
wartosciami TEAC oraz TEACpppy a og6lna zawartoscia zwiazkow polifenolowych
w ekstraktach z badanych herbat zielonych. Wspotczynniki korelacji tych zaleznosci
wynosza, odpowiednio, R = 0,949 (p = 0,004) i R = 0,929 (p = 0,007), co potwierdza
wczesniejsze obserwacje innych autoréw [Henning et al. 2003, Horzi¢ et al. 2009, Rusak et al.
2008].

Na podstawie wynikow niniejszych badan stwierdzono, ze katechiny stanowia okoto
80% calkowitej zawartos$ci zwiazkow polifenolowych we wszystkich badanych ekstraktach
z herbat. Wspolczynniki korelacji dla zalezno$ci migdzy aktywnoS$cia przeciwutleniajaca
TEAC oraz TEACpppny a zawarto$cig katechin ogdtem wynosza, odpowiednio, R = 0,886
(p=0,018)1iR=0,883 (p=10,019).

Z porownania wartosci TEAC badanych ekstraktow z literaturowymi warto$ciami
TEAC (pH 7,4) poszczegodlnych katechin [Rice-Evans et al. 1996], przy uwzglednieniu
zawarto$ci tych zwiazkéw w ekstraktach, stwierdzono, ze udziat katechin w aktywnosci
przeciwutleniajacej herbat zielonych wynosi $rednio 80%. Pozostate 20% jest wynikiem
obecnosci innych zwiazkow fenolowych, takich jak kofeina 1 kwas galusowy, ktérych taczna
zawarto$¢ w badanych ekstraktach, wyznaczona metoda HPLC, wynosifa $rednio 70 mg/g
ekstraktu. Wedlug danych literaturowych od 78% do 93% aktywnos$ci przeciwutleniajace;j
herbat zielonych mozna przypisa¢ katechinom [Arts M. et al. 2002, Rice-Evans et al. 1996].

Analizujac wplyw zawartosci poszczegdlnych katechin w badanych ekstraktach
(tabela 10, rysunek 10) na aktywnos$¢ przeciwutleniajaca TEAC herbaty zielonej, wysoki
wspotczynnik korelacji zaobserwowano jedynie dla epikatechiny (R = 0,931, p = 0,007) oraz
galusanu epigalokatechiny (R = 0,851, p = 0,03). Dla pozostatych katechin stwierdzono brak
istotnej zaleznosci aktywnos$ci przeciwutleniajacej TEAC ekstraktéw od zawartosci
poszczeg6lnych katechin. Podobne wyniki uzyskano biorac pod uwage zdolno§¢ zmiatania

rodnikow DPPH’ i zawarto$¢ poszczegolnych katechin w ekstraktach.
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10.2. Warto$¢ TEAC jako parametr do oceny jakosci ekstraktow z herbat

zielonych

W dalszej czgsci pracy zbadano mozliwo$¢ wykorzystania parametru TEAC do oceny
jakos$ci ekstraktow z herbat. Czg§¢ wynikow badan, w ktorych brata udziat autorka, zostata
opublikowana [Muzolf et al. 2007b].

Na rysunku 11 przedstawiono liniowa zaleznos¢ aktywno$ci przeciwutleniajacej
TEAC wodnych ekstraktow z herbat zielonych od ogolnej zawartosci w nich zwiazkow
polifenolowych.

Wysoki wspotczynnik korelacji (R = 0,958) dla zalezno$ci pomigdzy warto$ciami
TEAC badanych herbat i ogdlna zawartoscia w nich zwiazkow polifenolowych wskazuje,
ze czynnikiem decydujacym o aktywnosci przeciwutleniajacej TEAC herbat jest zawarto$¢
zwiazkow polifenolowych. Na podstawie roéwnania prostej tej zaleznosci (TEAC =

0,00788-TPC + 1,4464) oszacowano zawarto$¢ zwiazkéw polifenolowych w badanych

ekstraktach. Wyniki obliczen przedstawiono w tabeli 12.
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Rysunek 11. Zalezno$¢ aktywnosci przeciwutleniajacej TEAC ekstraktow z herbat zielonych
od ogdlnej zawartosci w nich zwiazkow polifenolowych; wspotczynnik korelacji R = 0,958,
p = 0,0002. Wykres sporzadzono na podstawie danych zawartych w tabelach 10 i 11 oraz
danych literaturowych [Muzolf et al. 2007b].
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Réznice pomigdzy obliczona a eksperymentalnie wyznaczona catkowita zawarto$cia
zwiazkow nie przekraczaja 6% dla ekstraktow A, D, E 1 F. Bledy oszacowania dla ekstraktow
B i C sa wyzsze i wynosza odpowiednio 15% i 14%.

Tabela 12. Calkowita zawarto$¢ zwiazkéw polifenolowych oszacowana na podstawie
réwnania zaleznosci przedstawionej na rysunku 11 (TEAC = 0,00788TPC + 1,4464)

Oszacowana calkowita

Ekstrakt zawarto$é zwigzkow Blad oszacowania
polifenolowych [mg/g [%]
ekstraktu]

A 279,6 3

B 190,8 15

C 415,4 14

D 420,5 6

E 419,2 2

F 277,1 4

Na podstawie przedstawionych wynikow mozna stwierdzi¢, Zze z wyznaczonej
zalezno$ci aktywnos$ci przeciwutleniajacej TEAC ekstraktow z herbat zielonych lisciastych
od zawarto$ci w nich zwiazkéw polifenolowych mozna z dobrym przyblizeniem oszacowac
zawarto$¢ zwiazkow polifenolowych w herbatach zielonych lisciastych roéznych marek,
pod warunkiem zachowania tych samych warunkéw ekstrakcji (czasu i1 temperatury parzenia
liSci oraz rodzaju rozpuszczalnika uzytego do ekstrakeji).

Zawarto$¢ zwiazkow polifenolowych uznaje si¢ obecnie jako wyrdznik jakosci wielu
produktéw, takich jak np. owoce 1 warzywa, soki 1 napoje owocowe i OWOCOWO-warzywne,
a takze herbaty [Gliszczynska-Swigto & Tyrakowska 2003, Gliszczynska-Swigto et al. 2006,
Klimczak et al. 2007]. Zawarto$¢ zwiazkdéw polifenolowych w tych produktach oznacza si¢
najczesciej metoda HPLC, ktora jest czasochtonna i generuje duze koszty. Alternatywe dla tej
metody moze stanowi¢, szybka i tatwa w wykonaniu, metoda TEAC. Poniewaz wartos¢
TEAC zalezy bezposrednio od zawartosci zwiazkoéw polifenolowych, parametr TEAC mozna
zaproponowac jako jeden z elementéw oceny towaroznawczej herbat zielonych oraz jej
ekstraktow. Wiedza na temat aktywno$ci przeciwutleniajacej miataby istotne znaczenie dla

producentéw zywnosci stosujacych ekstrakty z herbat zielonych jako przeciwutleniacze
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naturalne dodawane do produktow w celu ochrony ich sktadnikow przed utlenianiem.
Co wigcej sam parametr TEAC, umieszczany na etykiecie produktu, méglby by¢ istotna
informacja dla konsumentéw umozliwiajaca im podjecie decyzji odnosnie zakupu danej
herbaty zielonej. Podsumowujac, warto§¢ TEAC moznaby zaproponowaé jako jeden

z elementéw oceny towaroznawczej herbat zielonych i jej ekstraktow.

10.3. Wplyw pH $rodowiska na aktywnos¢ przeciwutleniajaca TEAC

wodnych ekstraktow z herbat zielonych

Wptyw pH srodowiska na aktywno$¢ przeciwutleniaczy jest istotny ze wzgledu na ich
reakcje w organizmie. Odczyn pH przewodu pokarmowego czltowieka zmienia sig
w szerokim zakresie: od pH 1,0 w zoladku, przez pH 5,3 w jelicie cienkim, pH 6,8 $liny, pH
7,4 ludzkich tkanek i ptynéw ustrojowych, pH 8 w jelicie grubym, pH 7 — 8,7 w trzustce,
do pH 8,3 — 9,3 w dwunastnicy [Grzymistawski 2000]. Rowniez pH Zywno$ci moze zmienia¢
aktywno$¢ zawartych w niej przeciwutleniaczy, co moze mie¢ istotne znaczenie
dla technologicznego = wykorzystania naturalnych  przeciwutleniaczy  polifenolowych
w ochronie jakosci zywnos$ci. Bogatym 1 stosunkowo niedrogim zrddltem polifenoli jest
herbata zielona, ktora dzigki swym pro-zdrowotnym wlasciwosciom zyskuje coraz wigksza
popularno$¢ wsréd konsumentdw. Obecnie prowadzone sa intensywne badania nad
zastosowaniem ekstraktow z herbaty zielonej do ochrony jakosci produktéw spozywczych
takich jak migso, masto, oleje roslinne [Gramza et al. 2006, Gramza-Michatowska 2007b,
Mitsumoto et al. 2005, Tang et al. 2002, 2006]. Ze wzgledu na to, ze wartosci pH produktow
spozywczych sa rézne (np. pH migsa wotowego okoto 5,3 — 5,6, wieprzowego 5,6 — 6,0, pH
plazmy masta 4,5 — 6,9) wiedza na temat wptywu pH S$rodowiska na aktywno$¢
przeciwutleniajaca ekstraktow z herbat zielonych umozliwi okres§lenie aktywnosci
przeciwutleniajacej ekstraktu w danym produkecie.

W dotychczasowej literaturze dostgpne sa wartosci parametrow TEAC lub ORAC
charakteryzujacych aktywno$¢ przeciwutleniajaca herbat zielonych w roztworach o wartos$ci
pH rownej 7,4 lub pH 5,5 [Rusak et al. 2008, Salah et al. 1996]. Brak natomiast danych
dotyczacych wiasciwosci przeciwutleniajacych herbat w szerokim zakresie pH. Dlatego
Ww niniejszej pracy podj¢to badania nad okresleniem wplywu pH $rodowiska na aktywnos$é
przeciwutleniajaca ekstraktow z herbat zielonych lisciastych. Pomiary aktywnosci

przeciwutleniajacych ekstraktow z herbat przeprowadzono za pomoca zmodyfikowanej
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metody TEAC w zakresie pH 2,0 — 9,5. Uzyskanie wiarygodnych wynikéw w pH powyzej
9,5 bylo niemozliwe ze wzgledu na nietrwato$¢ kationorodnika ABTS™.

Rysunek 12 przedstawia zaleznosci aktywnosci przeciwutleniajacej TEAC wodnych
ekstraktow z herbat zielonych réznych marek (oznaczonych symbolami: A, B, C, D, E i F)
od pH s$rodowiska. DIla poréwnania krzywych zalezno$ci aktywnos$ci przeciwutleniajacej
wszystkich ekstraktoéw z herbat od pH zebrano je na jednym wykresie w okienku
rysunku 12 b.

Aktywnos$¢ przeciwutleniajaca Troloksu, zastosowanego jako wzorca, nie ulega zmianie
pod wplywem zmian pH $rodowiska i1 jest rowna jednosci w calym badanym zakresie
wartosci pH.

Na podstawie krzywych obrazujacych zalezno$¢ aktywnos$ci przeciwutleniajacej
od pH mozna stwierdzi¢, ze pH $rodowiska ma istotny wptyw na wartosci TEAC badanych
ekstraktow z herbat. Wraz ze wzrostem warto$ci pH aktywnos$¢ przeciwutleniajaca TEAC
ekstraktow rosnie. Efekt ten wystepuje w zakresie pH odpowiadajacym fizjologicznym
wartosciom pH ludzkich tkanek i ptynéw ustrojowych, jak réwniez w zakresie pH produktéw
spozywczych, takich jak np. migso czy masto, w ktorych dodatek ekstraktu speinia role

naturalnego przeciwutleniacza zapobiegajacego procesom utleniania sktadnikow zywnosci.
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Rysunek 12. Wptyw pH na wartos¢ TEAC wodnych ekstraktow z herbat zielonych (A, B, C,
D, E i F). Okienko na rysunku b) przedstawia jednoczes$nie wszystkie zalezno$ci wartosci
TEAC badanych ekstraktow z herbat od pH srodowiska

Z danych przedstawionych na wykresie wynika, ze aktywno$¢ przeciwutleniajaca

wszystkich ekstraktoéw w przedziale pH 2,0 — 2,5 jest porownywalna 1 nie przekracza wartosci
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TEAC = 1. Powyzej pH 2,5 aktywnos$¢ przeciwutleniajaca TEAC ekstraktoéw rosnie, przy
czym w zakresie pH od 2,5 do 3,5 nastgpuje gwattowny wzrost wartosci TEAC, o okoto 1,5
jednostki w przypadku wszystkich ekstraktow z herbat.

Najwicksza aktywno$¢ przeciwutleniajaca sposrod badanych herbat wykazuja
ekstrakty z herbat C, D i E. W zakresie pH 3,5 — 9,0 wartosci TEAC tych ekstraktow sa
wyzsze Srednio o 30% w poréwnaniu do odpowiednich warto§ci TEAC ekstraktow A 1 F
10 60% w poréwnaniu do wartosci TEAC ekstraktu B.

Z dotychczasowych badan nad aktywnos$cia przeciwutleniajaca hydroksyflawonow
i antocyjanow wynika, ze wzrost wartosci TEAC tych zwiazkow wraz ze wzrostem pH
srodowiska jest wynikiem deprotonacji najtatwiej dysocjujacych grup hydroksylowych
obecnych w badanych polifenolach [Borkowski et al. 2005, Lemanska et al. 2001]. Katechiny
wystgpujace w zielonej herbacie rowniez posiadaja w swej strukturze duza liczbg tatwo
dysocjujacych grup hydroksylowych. Zatem obserwowany wzrost wartosci TEAC badanych
ekstraktow  z herbat zielonych moze by¢ spowodowany wzrostem aktywnos$ci
przeciwutleniajacej katechin po ich deprotonacji. W celu wyjasnienia tego problemu
przeprowadzono dalsze badania nad czynnikami determinujacymi  wlasciwosci

przeciwutleniajace katechin.

11. Czynniki wptywajace na aktywnos$¢ przeciwutleniajaca katechin

Z danych literaturowych wynika, ze istnieje zalezno$¢ pomigdzy aktywnos$cia
przeciwutleniajaca katechin a ich struktura [Salah et al. 1995, Nanjo et al. 1996, 1999]. Wielu
autorow twierdzi, ze ze wzgledu na specyficzna budowe katechin (brak podwojnego wiazania
pomigdzy atomami wegla w pozycji C2 1 C3 1 grupy karbonylowej w pozycji C4
w pierscieniu C) zasadniczy wplyw na ich wlasciwosci przeciwutleniajace ma liczba
i rozmieszczenie grup hydroksylowych w czasteczce. W dotychczasowych badaniach nad
wlasciwosciami przeciwutleniajacymi katechin nie brano pod uwage innych czynnikow,
takich jak pH $rodowiska i wilasciwosci kwasowo-zasadowe zwiazkéw, ktoére w istotny

sposob moga wplywac na aktywno$¢ katechin.
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11.1. Wplyw pH srodowiska na aktywnos¢ przeciwutleniajaca katechin

W pierwszym etapie badan wyznaczono wartosci TEAC wybranych katechin w pH =
7,4 przy uzyciu zmodyfikowanej metody TEAC. Otrzymane wyniki pordéwnano
z literaturowymi wartosciami TEAC wyznaczonymi oryginalng metoda opracowana przez
Miller’a 1 wspolpracownikow [1993] i przedstawiono w tabeli 13. Na podstawie wynikow
zawartych w tabeli 13 stwierdzono, ze istnieje liniowa zalezno$¢ migdzy wartosciami TEAC
katechin wyznaczonymi w toku niniejszych badan i literaturowymi wartosciami TEAC.
Zaobserwowana korelacja jest statystycznie istotna; wspotczynnik korelacji jest wysoki

1 wynosi R =0,913 (p = 0,03).

Tabela 13. Wartosci TEAC wyznaczone za pomoca zmodyfikowanej metody oraz
literaturowe wartosci TEAC [Rice-Evans et al. 1996] katechin

Katechiny TEAC (pH 7,4) TEAC j. (pH 7,4)
Katechina 3,22 +£0,08 2,40 +0,05
Epikatechina 3,52+£0,12 2,50 £0,02
Epigalokatechina 3,61 +0,10 3,82 +£0,06
Galokatechina 3,42 +£0,06 -

Galusan epikatechiny 6,12 +£0,10 4,93 £0,02
Galusan epigalokatechiny 6,01 £0,20 4,75+ 0,06
Galusan galokatechiny 4,80 + 0,09 -

Galusan metylu 2,20 £ 0,04 2,44 £ 0,03

Na rysunku 13 przedstawiono wyznaczone do$wiadczalnie zaleznosci aktywnoS$ci
przeciwutleniajacej TEAC wybranych katechin wystepujacych w herbatach zielonych od pH
srodowiska. Dla poréwnania wykres zamieszczony na rysunku 14 obrazuje wptyw pH
na wartosci TEAC galusanu metylu uzytego w badaniach jako zwiazek modelowy,
zawierajacy w swej strukturze reszt¢ kwasu galusowego.

Na podstawie  uzyskanych  wynikow  mozna  stwierdzi¢, ze  aktywno$¢

przeciwutleniajaca TEAC katechin, podobnie jak aktywno$¢ ekstraktow z herbat, wzrasta
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wraz ze wzrostem wartosci pH. Podobna zaleznos$¢ aktywnosci przeciwutleniajace]
ze wzrostem pH stwierdzono dla kwaséw fenolowych, hydroksyflawonow i antocyjanow
[Borkowski et al. 2005, Lemanska et al. 2001, Tyrakowska et al. 1999, 2003]. Ponadto
z przedstawionych na rysunku 13 zalezno$ci wynika, ze zdolno$¢ galusandéw katechin
do wygaszania kationorodnika ABTS™ jest wyzsza, prawie w calym badanym zakresie pH,

od aktywnosci epikatechiny i epigalokatechiny.
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Rysunek 13. Zalezno$¢ aktywnosci przeciwutleniajacej TEAC od pH dla wybranych katechin
podstawionych grupa katecholowa (epikatechina) lub pyrogalolowa (epigalokatechina) oraz
grupa katecholowa lub pyrogalolowa i reszta kwasu galusowego (odpowiednio galusan
epikatechiny i galusan epigalokatechiny)

Porownujac aktywno$¢ przeciwutleniajaca TEAC epikatechiny, posiadajacej
ugrupowanie katecholowe, z aktywnoscia epigalokatechiny posiadajacej ugrupowanie
pyrogalolowe stwierdzono, ze obecnos¢ dodatkowej grupy hydroksylowej w pierscieniu B
epigalokatechiny powoduje wzrost aktywnosci przeciwutleniajacej TEAC tego zwiazku
w zakresie pH 2,0 — 4,5. Jednak, w zakresie pH 5,0 — 9,5, obecno$¢ dodatkowej grupy
hydroksylowej, tworzacej ugrupowanie pyrogalolowe, nie ma wpltywu na aktywnos$é
przeciwutleniajaca ~ TEAC  analizowanych  katechin.  Analogicznie = aktywnos$¢
przeciwutleniajaca TEAC galusanu epigalokatechiny, posiadajacego trzy grupy hydroksylowe
w pierscieniu B w pozycjach 3°,4°,5’-triOH, jest wyzsza w kwasnym pH (w zakresie 2,0 —
3,0) od aktywnos$ci galusanu epikatechiny. Na podstawie powyzszych obserwacji mozna

wysuna¢ wniosek, ze dodatkowa grupa hydroksylowa w pozycji 5°-OH, dzigki ktorej
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w czasteczce tworzy si¢ ugrupowanie pyrogalolowe powoduje wzrost aktywnosci
przeciwutleniajacej TEAC katechiny w srodowisku o odczynie kwasnym.

Obecnos$¢ ugrupowania pyrogalolowego w pier§cieniu B juz wcze$niej byla brana
pod uwage jako czynnik powodujacy wzrost aktywnosci przeciwutleniajacej TEAC katechin
[Rice-Evans et al. 1996, Salah et al. 1995]. Wyniki badan Nanjo i wspotpracownikow [1996]
nad zdolno$cia katechin do wygaszania rodnika DPPH’, ktore wykazaly, ze obecno$¢
ugrupowania pyrogalolowego w czasteczce katechiny powoduje wzrost aktywnosci
przeciwutleniajacej zwiazku w pH 4,0, w poréwnaniu do aktywnosci katechin z grupa
katecholowa, sa potwierdzeniem wynikow uzyskanych w toku niniejszej pracy.

Na podstawie wynikéw badan przedstawionych na rysunku 13 stwierdzono rowniez,
ze galusan epikatechiny i1 galusan epigalokatechiny charakteryzuja si¢ znacznie wyzsza
aktywnoscia przeciwutleniajaca TEAC niz epikatechina i epigalokatechina w catym zakresie
pH powyzej 2,5. Ponadto w przypadku galusanu epikatechiny oraz, w mniejszym stopniu,
galusanu epigalokatechiny, obserwuje si¢ gwattowny wzrost wartosci TEAC w zakresie pH
2,5 - 3,5, po czym w zakresie pH 4,0 — 9,5 wartosci TEAC zwiazkow rosna stopniowo wraz
ze wzrostem warto$ci pH. Analizujac zalezno$¢ aktywnosci przeciwutleniajacej galusanu
metylu od pH (przedstawiona na rysunku 14) roéwniez obserwuje si¢ gwaltowny wzrost
wartosci TEAC w kwasnym pH, w zakresie 2,5 — 4,0, po czym w zakresie pH 4,5 — 7.5

warto$ci TEAC zwiazku nie ulegaja istotnym zmianom.
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Rysunek 14. Wpltyw pH S$rodowiska na wartosci TEAC galusanu metylu — zwiazku
modelowego zawierajacego reszte kwasu galusowego w czasteczce
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Badania wptywu pH na aktywno$¢ przeciwutleniajaca hydroksyflawonéw wykazaty,
ze wzrost aktywnos$ci przeciwutleniajacej 3- 1 5-hydroksyflawonu wraz ze wzrostem pH jest
spowodowany lepsza rozpuszczalnoscia tych zwiazkow [Lemanska et al. 2001]. Dlatego
w celu sprawdzenia przyczyny gwaltownego wzrostu w kwasnym pH aktywnosci
przeciwutleniajacej TEAC katechin posiadajacych reszt¢ kwasu galusowego oraz galusanu
metylu, okre§lono wplyw pH narozpuszczalnos¢ tych galusandw. Poniewaz wyniki
przeprowadzonych badan pozwolity wykluczy¢ wptyw pH na rozpuszczalno$¢ badanych
galusanow epikatechiny i epigalokatechiny oraz galusanu metylu zmiana rozpuszczalnosci nie
mozna wyjasni¢ wzglednie silnego obnizenia aktywnos$ci przeciwutleniajacej galusandéw
epigalokatechiny 1 epikatechiny przy niskich wartosciach pH. Efekt ten moze by¢ rowniez
spowodowany protonowaniem grupy karbonylowej O-C=0O (obecnej w czasteczkach
galusanow) przy niskich wartosciach pH. Mozna przypuszczaé, Zze protonowanie czasteczek
obu galusan6w moze znacznie zmniejszy¢ ich zdolno$¢ do oddawania elektronu lub atomu
wodoru. W dotychczasowej literaturze brak danych dotyczacych wiasciwosci zasadowych
(wartosci pKb) estrow kwasu galusowego w oparciu, o ktére moznaby potwierdzi¢ powyzej
przedstawiong hipotezg. Jednakze wptywu protonowania grup karbonylowych obu galusanow
katechin przy niskich wartosciach pH nie mozna wykluczy¢ i kwestia ta bedzie przedmiotem
szczegOtowej analizy w rozdziale 11.3.2. Z uwagi na fakt, ze takie protonowanie nie moze
zachodzi¢ w czasteczkach badanych katechin nie zawierajacych reszty kwasu galusowego,
dla ktérych nie zaobserwowano takiej ostrej zmiany aktywnosci przeciwutleniajacej przy
niskich warto$ciach pH, dalsza analiz¢ poréwnawcza przeprowadzono w zakresie wartosci
pH> 3,5, w ktorym rozne katechiny beda si¢ zachowywac podobnie pod wzgledem
chemicznym. Na podstawie analizy zaleznosci wartosci TEAC od pH (powyzej pH 3.5)
mozna wysuna¢ wniosek, ze reszta kwasu galusowego przylaczona w pozycji C3 katechiny
powoduje wzrost aktywnosci przeciwutleniajacej] TEAC zwiazku w zakresie pH powyzej 3,5.
Cze$¢ wynikdéw badan, w ktérych brata udziat autorka zostata opublikowana [Muzolf et al.
2008].

Interesujace wyniki uzyskano roéwniez analizujac epimery badanych katechin.
Narysunku 15 przedstawiono wyznaczone doswiadczalnie zalezno$ci aktywnosci
przeciwutleniajacej TEAC badanych katechin i ich epimerow wystepujacych w herbatach
zielonych od pH $rodowiska.

Mozna zaobserwowac, ze epikatechina i jej epimer katechina (rysunek 15 a) wykazuja
bardzo zblizona aktywnos¢ w calym zakresie pH. Brak istotnych réznic pomigdzy

aktywnoscia przeciwutleniajaca tych zwiazkow w caltym badanym zakresie pH moze wynikac
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z ich struktury, ktora rozni si¢ jedynie konfiguracja przestrzenna przy atomie wegla C3
pierscienia C.

Z pordéwnania zaleznos$ci aktywnosci przeciwutleniajacej TEAC epigalokatechiny
i galokatechiny (przedstawionych na rysunku 15 b) wynika, ze epigalokatechina w zakresie
pH 2,0 — 7,0 wykazuje podobne wartosci TEAC jak jej epimer galokatechina. Powyzej pH 7,0
aktywnos¢ przeciwutleniajaca galokatechiny ulega obnizeniu. Warto$¢ TEAC galokatechiny
w pH 8,5 jest o 0,7 jednostki mniejsza niz warto§¢ TEAC epigalokatechiny 1 wynosi
TEAC = 2,95.
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Rysunek 15. Wptyw pH na wartos¢ TEAC katechin: a) epimerdéw: epikatechiny i katechiny,
b) epimerow: epigalokatechiny i galokatechiny, c) epimerow: galusanu epigalokatechiny
1 galusanu galokatechiny

W celu wyjasnienia przyczyny obnizenia aktywno$ci przeciwutleniajacej

galokatechiny w pH > 7,0 przeprowadzono, metoda HPLC, badania stabilnos$ci zwiazku

w zasadowym pH. Na podstawie otrzymanej zaleznosci powierzchni piku galokatechiny
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od czasu retencji stwierdzono, ze stabilno$¢ galokatechiny w pH 7,4, w ciagu 6 minut
pomiaru aktywnosci TEAC, maleje o okoto 3% podczas gdy w pH 8,5 maleje o 10%.
Jednocze$nie dostgpne w literaturze wyniki badan spektroskopowych nad stabilno$cia
zwiazkow fenolowych w buforach o pH 7,0 — 11,0 wskazuja, ze epigalokatechina jest stabilna
w roztworach o zasadowym pH [Friedman & Jiirgens 2000]. Dlatego biorac pod uwage
wyniki badan przedstawione w niniejszej pracy oraz dane literaturowe dotyczace stabilnosci
katechin mozna stwierdzi¢, Ze obserwowany spadek aktywno$ci przeciwutleniajacej
galokatechiny w pH >7,0 w poréwnaniu do epigalokatechiny wynika z mniejszej stabilno$ci
galokatechiny w roztworach o wysokich wartosciach pH.

Kolejna para epimeréw wsréd badanych katechin sa galusan epigalokatechiny
1 galusan galokatechiny. Na podstawie wynikéw przedstawionych na rysunku 15 ¢) mozna
stwierdzi¢ brak istotnych roznic pomigdzy aktywnoscia przeciwutleniajaca tych zwiazkow
w zakresie pH 2,0 — 3,5. Powyzej pH 3,5 aktywno$¢ przeciwutleniajaca galusanu
epigalokatechiny jest wyzsza niz aktywno$¢ galusanu galokatechiny. W miar¢ wzrostu
warto$ci pH powyzej 3,5 roéznice pomigdzy wartoSciami TEAC obu galusanow (przy danym
pH) sa coraz wigksze. W pH 8,5 aktywno$¢ przeciwutleniajaca TEAC galusanu
epigalokatechiny jest o 1,3 jednostki wyzsza niz aktywno$¢ galusanu galokatechiny, podczas
gdy w pH 4,0 roznica ta wynosi zaledwie 0,5 jednostki. Poniewaz warto$ci pKa obu
zwiazkOw sa zblizone (rozdzial 11.2., tabela 14), nalezy wykluczy¢ wplyw ewentualnych
réznic w deprotonacji omawianych galusanéw na ich aktywno$¢ przeciwutleniajaca w
okreslonym pH. Wyjasnienie przyczyny coraz nizszej, wraz ze wzrostem pH powyzej 3,5,
aktywno$ci  przeciwutleniajacej galusanu galokatechiny w poréwnaniu do galusanu
epigalokatechiny bgdzie przedmiotem szczegdtowej analizy w dalszej czgsci pracy (rozdziat
11.3.2)).

W dotychczasowej literaturze brak szczegdtowych danych na temat aktywnosci
przeciwutleniajacej epimerow katechin. Z badan przedstawionych w pracy wynika,
ze konfiguracja przestrzenna nie ma istotnego wptywu na aktywno$¢ przeciwutleniajaca
epimerow katechin. Zalezno$ci aktywnosci przeciwutleniajacej TEAC katechin od pH
srodowiska dla poszczegolnych epimeréw (katechina i epikatechina oraz galokatechina
1 epigalokatechina) sa porownywalne. Konfiguracja przestrzenna nie tlumaczy rowniez
zaobserwowanych réznic migdzy warto§ciami TEAC galusanu epigalokatechiny 1 jego
epimeru poniewaz przy warto$ciach pH < 3,5 wartosci TEAC obu galusandéw sa bardzo

zblizone.
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11.2. Wplyw  wilasciwosci ~ kwasowo-zasadowych  na  aktywnos¢

przeciwutleniajaca katechin

Katechiny, podobnie jak inne flawonoidy, posiadaja duza liczbe grup hydroksylowych
w czasteczkach, ktore moga ulega¢ dysocjacji w fizjologicznym zakresie pH. Deprotonacja
grup OH moze wywiera¢ zasadniczy wplyw na aktywnos$¢ przeciwutleniajaca TEAC
katechin. Podobne zjawisko obserwowano w przypadku hydroksyflawonow i kwasow
fenolowych [Lemanska et al. 2001, Tyrakowska et al. 1999, 2003]. Zaobserwowany w toku
niniejszej pracy wzrost aktywnosci przeciwutleniajacej TEAC zarowno katechin, jak
i ekstraktow z herbat zielonych bogatych w katechiny ze wzrostem pH wskazuje,
ze deprotonacja grup hydroksylowych moze wptywaé¢ rowniez na aktywno$¢ katechin.
W dotychczas opublikowanych badaniach nie brano pod uwage wpltywu dysocjacji grup
hydroksylowych na aktywno$¢ przeciwutleniajaca katechin.

Badania wplywu dodatkowych grup OH na wlasciwosci kwasowo-zasadowe
1 aktywnos$¢ przeciwutleniajaca TEAC katechin rozpoczeto od wyznaczenia wartosci pKa
badanych katechin. W tabeli 14 przedstawiono do$wiadczalne wartosci pKa katechin
dostepne w literaturze, jak i wyznaczone w toku niniejszych badan oraz literaturowe wartosci
energii deprotonacji (DE) najbardziej kwasowych grup hydroksylowych w czasteczkach
katechin.

Na podstawie wartosci pKa katechin potwierdzono, ze dysocjacja ich grup
hydroksylowych zachodzi w fizjologicznym zakresie pH. Wartosci energii deprotonacji
wskazuja, ze najtatwiej dysocjujacymi grupami hydroksylowymi w czasteczkach katechiny,
epikatechiny, epigalokatechiny, galokatechiny oraz galusanu galokatechiny sa grupy C3°-OH
i/lub C4’-OH. Wprowadzenie do czasteczki epikatechiny lub epigalokatechiny reszty kwasu
galusowego powoduje zmiang preferencyjnego miejsca deprotonacji z grupy C4’-OH

na C4”’-OH.
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Tabela 14. Doswiadczalne 1 obliczone wartosci pKa oraz literaturowe wartosci energii
deprotonacji (DE) katechin wystepujacych w herbacie zielonej oraz galusanu metylu

Katechiny pPKa gow. pKa* obl. DE ¢ [kcal/mol]
Katechina pKa, 8,64° 897 (B)" 8,68 8,064 335,7(4)
pKa, 9,41 926(A)P° 9,70° 336,9 (3")
pKa;  11,26* 11,18(A)° 11,50°
pKa, 1326° 1325 (B)°
Epikatechina pKa, 872° 8,69 336,4 (3”)
pKa,  9,49" 336,9 (4)
pKa; 11,23°
pKa, 13,40°
Epigalokatechina pKa, 7,73 8,08 3272 (4)
331,4 (3")
Galokatechina prKa, 8,41¢ 8,29 330,3 (4’)d
Galusan epikatechiny pKa, 7,76 7,72 321,6 (3°)
321,8 (4%)
Galusan epigalokatechiny pKa; 7,68 7,75¢ 7,65 320,6 (3”)
pKa, 8,0° 321,6 (47%)
Galusan galokatechiny pKa, 7,65 7,62 320,2 (3)¢
321,2 (4°)°
pKa, 7,92 8,03° 8,3 327,9 (4)
Galusan metylu pKa, 11,6°

a [Kennedy et al. 1984], b [Slabbert 1977],

duze litery w nawiasach oznaczaja pierscien A lub B czasteczki katechiny, ° [Herrero-Martinez et

al. 2005], d [Muzolf-Panek et al. — artykut w przygotowaniu], ¢ [Jovanovic et al. 1995], ¢ [Muzolf et al. 2008], liczby w nawiasach oznaczaja
numer atomu wegla zwiazanego z najtatwiej dysocjujaca grupa hydroksylowa; * obliczen wartosci pKa dokonano na podstawie
prostoliniowej zalezno$ci pKa = 0,0662-DE — 13,648

Ponadto na podstawie wynikoéw przedstawionych w tabeli 14 stwierdzono, Ze istnieje

liniowa zalezno$¢ pomigdzy doswiadczalnie wyznaczonymi warto§ciami pKa a teoretycznymi

warto$ciami energii deprotonacji (DE). Wspotczynnik korelacji R wynosi 0,975 (p = 0,0002).

Otrzymang zalezno$¢ przedstawiono na rysunku 16.
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Rysunek 16. Zalezno$¢ eksperymentalnych wartosci pKa od literaturowych teoretycznych
wartosci energii deprotonacji DE (R = 0,975, p = 0,0002). Dla katechiny wykorzystano
warto$ci pKa wyznaczone przez Kennedy 1 wspotpracownikoéw [1984].

Warto podkresli¢, ze z rdwnania powyzszej zaleznosci (pKa = 0,0576-DE — 13,42761)
mozna obliczy¢ wartosci pKa grup hydroksylowych innych katechin oraz wartosci pKa
zwiazkéw o podobnej strukturze (jak np. galusan metylu), dla ktérych brak w literaturze
danych eksperymentalnych. Obliczone na podstawie rownania otrzymanej krzywej warto$ci
pKa badanych katechin, ktore rowniez zamieszczono w tabeli 14, sa zgodne z warto$ciami
pKa wyznaczonymi doswiadczalnie, co weryfikuje doktadnos$¢ oznaczenia.

Na podstawie wyznaczonej zaleznos$ci, wysunigto wniosek, ze struktura katechin,
w szczeg6lnosci liczba 1 rozmieszczenie grup hydroksylowych, wyraznie wplywa na ich
wartosci pKa. Dodatkowa grupa C5’-OH w pierscieniu B, dzigki ktorej tworzy sig
ugrupowanie pyrogalolowe w epigalokatechinie i1 galusanie epigalokatechiny powoduje
obnizenie wartosci DE 1 pKa, w poréwnaniu do katechin zawierajacych grupg katecholowa
(epikatechiny oraz galusanu epikatechiny). Ponadto znaczny spadek wartosci DE i pKa
zaobserwowano w wyniku przylaczenia do czasteczki epikatechiny, epigalokatechiny
lub galokatechiny reszty kwasu galusowego.

W celu wyjasnienia przyczyny wzrostu aktywnosci przeciwutleniajacej TEAC
katechin ze wzrostem pH porownano zalezno$ci wartosci TEAC katechin od pH (rysunek 15)
z wartosciami pKa tych zwiazkéw (tabela 14). Uzyskane wyniki wskazuja, ze wzrost
aktywnos$ci TEAC wraz ze wzrostem pH jest wynikiem deprotonacji najlatwiej dysocjujacych

grup hydroksylowych (C3’-OH i1 C4’-OH lub C4’-OH). Potwierdzono w ten sposob
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hipotezeg, ze aktywnos¢ przeciwutleniajaca TEAC katechin wzrasta w wyniku deprotonacji

najtatwiej dysocjujacych grup hydroksylowych.

11.3. Wplyw struktury na wlasciwosci przeciwutleniajace katechin

Dotychczasowe badania nad wplywem struktury na aktywnos$¢ przeciwutleniajaca
zwiazkoéw polifenolowych pozwolity wyr6zni¢ trzy charakterystyczne elementy strukturalne
odpowiedzialne za ich wysoka aktywnos¢ przeciwutleniajaca:

1) ugrupowanie katecholowe w pierscieniu B,

2) podwojne wiazanie pomigdzy atomami wegla C2 i C3 w polaczeniu z grupa

karbonylowa w pozycji C4 oraz

3) dwie grupy hydroksylowe w pozycjach C5 i C7 [Rice-Evans et al. 1996, Rice-
Evans & Miller 1998].

W czasteczce katechin brak zaréwno podwdjnego wiazania, jak i grupy karbonylowej
C4=0, dlatego uwaza si¢, ze wysoka aktywnos$¢ tych zwiazkow w duzej mierze zalezy
od liczby grup hydroksylowych oraz od ich rozmieszczenia w czasteczce katechiny [Salah et
al. 1995, Rice-Evans et al. 1996]. Im wigksza liczba grup hydroksylowych tym wyzsza

aktywnos$¢ przeciwutleniajaca katechin.

11.3.1. Liczba 1 rozmieszczenie grup hydroksylowych w czasteczkach

katechin

Wyniki badan przeprowadzonych w toku niniejszej pracy potwierdzaja wptyw liczby
grup OH na aktywno$¢ przeciwutleniajaca katechin. Najwyzsza aktywnos$¢ przeciwutleniajaca
TEAC wykazuja katechiny z najwigksza liczba grup hydroksylowych tj. galusany katechin.
Wspotczynnik korelacji zaleznosci wartosci TEAC (pH 7,4) badanych katechin od liczby
grup OH jest wysoki 1 wynosi R = 0,822 (p = 0,02).

Z danych literaturowych wynika takze, ze poza liczba grup OH istotnym elementem
determinujacym aktywnos$¢ przeciwutleniajaca TEAC katechin jest obecno$¢ w ich
czasteczkach ugrupowan katecholowego lub pyrogalolowego oraz reszty kwasu galusowego.
Liczne badania nad aktywno$cia przeciwutleniajaca katechin pozwolity uszeregowac
te charakterystyczne elementy struktury pod wzgledem udzialu w catkowitej aktywnos$ci

przeciwutleniajacej zwiazku w nastepujacej kolejnosci: reszta kwasu galusowego > grupa
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pyrogalolowa > grupa katecholowa [Guo et al. 1999, Nanjo et al. 1996]. Na podstawie
szczegodtowej analizy wynikéw badan nad wplywem pH na aktywno$¢ przeciwutleniajaca
poszczegolnych katechin, przedstawionych w poprzednim rozdziale (rozdziat 11.1.), mozna
wnioskowac, ze przede wszystkim reszta kwasu galusowego oraz w mniejszym stopniu grupa
pyrogalolowa odpowiadaja za wysoka aktywno$s¢ TEAC katechin, co jest zgodne
z wczesniejszymi sugestiami innych autoréw. Ponadto stwierdzono, ze reszta kwasu
galusowego jest odpowiedzialna za wzrost aktywno$ci katechin w zakresie warto$ci pH
powyzej 3,5.

W celu wyjasnienia przyczyny znacznie wigkszej aktywno$ci przeciwutleniajacej
galusanu epigalokatechiny 1 galusanu epikatechiny, w porownaniu z epigalokatechina
1 epikateching, zsumowano wartosci TEAC epigalokatechiny lub epikatechiny z warto$ciami
TEAC galusanu metylu przy odpowiednich wartosciach pH 1 poréwnano
z eksperymentalnymi zalezno$ciami wartosci TEAC galusanow od pH.

Na rysunku 17 a) przedstawiono doswiadczalnie wyznaczone zalezno$ci wartosci
TEAC od pH (profil wartosci TEAC od pH) galusanu epigalokatechiny w zestawieniu

z teoretycznym profilem warto$ci uzyskanym dla tego zwiazku.

8qa 84b
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64 o o 64 s
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Rysunek 17. Zalezno$¢ aktywnosci przeciwutleniajacej TEAC od pH dla a) galusanu
epigalokatechiny i krzywa teoretycznej zaleznos$ci sumy wartosci TEAC epigalokatechiny
1 galusanu metylu od pH oraz b) galusanu epikatechiny i krzywa teoretycznej zaleznosci sumy
wartosci TEAC epikatechiny i galusanu metylu od pH $rodowiska

Z poréwnania eksperymentalnie wyznaczonej zaleznosci wartosci TEAC galusanu

epigalokatechiny od pH z zalezno$cia wyznaczona teoretycznie dla tego zwiazku wysunigto
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wniosek, ze warto§ci TEAC galusanu epigalokatechiny w catym zakresie pH moga by¢
uzyskane teoretycznie przez zsumowanie wartosci TEAC epigalokatechiny 1 galusanu metylu.
Wskazuje to na addytywny efekt przeciwutleniajacy dwoch niezaleznych ugrupowan,
pyrogalolowego 1 reszty kwasu galusowego, wystepujacych w galusanie epigalokatechiny.
Podobny wniosek mozna wysuna¢ dla galusanu epikatechiny na podstawie wynikow
przedstawionych na rysunku 17 b. Wyniki badan autorki wskazujace na addytywny efekt
przeciwutleniajacy dwoch niezaleznych ugrupowan (dziatajacych przeciwutleniajaco)
wystepujacych zardwno w galusanie epigalokatechiny, jak iw galusanie epikatechiny
jednoznacznie wyjasniaja, dlaczego ugrupowania pyrogalolowe i katecholowe oraz reszta
kwasu galusowego maja kluczowe znaczenie dla aktywnos$ci przeciwutleniajacej katechin.
W oparciu o efekt addytywny dwoch niezaleznych ugrupowan: pyrogalolowego i reszty
kwasu galusowego w galusanie epigalokatechiny oraz katecholowego i1 reszty kwasu
galusowego w galusanie epikatechiny mozna wyjasni¢ przyczyng znacznie wigkszej
aktywnos$ci przeciwutleniajacej tych zwiazkow w poréwnaniu do epigalokatechiny

1 epikatechiny obserwowanej w zakresie pH powyzej 3,5.

11.3.2. Zalezno$¢ wartosci TEAC katechin od parametrow molekularnych
charakteryzujacych ich zdolno$§¢ do oddawania atomu wodoru lub

elektronu

W celu wyjasnienia wptywu dodatkowych grup hydroksylowych i ich deprotonacji
na aktywnos$¢ przeciwutleniajaca TEAC badanych katechin wartosci TEAC, wyznaczone
w toku niniejszych badan, poréwnano z literaturowymi, obliczonymi teoretycznie
warto$ciami energii dysocjacji wiazania O-H (BDE) oraz potencjatow jonizacji (IP) dla form
neutralnych (N) i monoanionowych (A) katechin [Muzolf et al. 2008]. Wartosci BDE oraz IP
badanych katechin przedstawiono w tabeli 15.

Ogolnie uwaza sig, ze zwiazki polifenolowe moga dziata¢ przeciwutleniajaco poprzez
mechanizm oddawania atomu wodoru lub/i elektronu czasteczce rodnika [Lemanska et al.
2001, Rice-Evans et al. 1996, Tyrakowska et al. 1999].

Parametrem molekularnym odzwierciedlajacym zdolno$¢ czasteczki do oddawania
atomu wodoru jest energia dysocjacji wiazania O-H (BDE — ang. Bond Dissociation Energy).

BDE formy neutralnej definiuje si¢ jako rdznicg¢ energii migdzy rodnikiem powstatym
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na skutek homolitycznej dysocjacji a czasteczka obojetna zwiazku. Im nizsza wartos¢ BDE
tym wigksza zdolno$¢ zwiazku do oddawania atomu wodoru.

Potencjal jonizacji (IP — ang. lonization Potential) jest parametrem molekularnym
charakteryzujacym zdolno$¢ czasteczki przeciwutleniacza do oddawania elektronu. IP formy
neutralnej definiuje si¢ jako roznic¢ energii miedzy rodnikiem powstalym na skutek

oderwania elektronu a czasteczka obojgtng zwiazku. Im nizsza warto$¢ IP tym wigksza

zdolnos¢ zwiazku do oddawania elektronu.

Tabela 15. Wartosci TEAC form neutralnych (N) katechin i literaturowe warto$ci energii
dysocjacji wiazania O-H (BDE) oraz warto$ci potencjatow jonizacji (IP) formy neutralnej (N)
1 monoanionowej (A) katechin i galusanu metylu [Muzolf et al. 2008]

Katechiny TEAC(N) BDE®N)* IP(N) BDE (A) ** IP (A)"
dla pH=pKa - 2 [kcal/mol] [eV] [kcal/mol] [eV]
Katechina 3,32 81,0 (4") 171,0 80,1 (5) 60,4 (C4-0)
(C4°-0°)
Epikatechina 348 80,9 (4") 168,7 79,4 (5) 59,1 (C4-0°)
(C4°-0")
Epigalokatechina 2,8 71,7 (4°) 164,6 77,5 (3”) 59,6 (C4-0)
(C4°-0)
Galokatechina* 3,38 75,4 (4) 169,7 77,8 (3) 60,3 (C4-0")
(C4°-0")
Galusan epikatechiny 4,86 77,7 (4) 166,8 76,1 (3”) 70,9 (C4-0")
(C4-0")
Galusan epigalokatechiny 4,21 75,4 (4) 166,7 75,4 (4) 71,1 (C4-0")
(C4-0)
Galusan galokatechiny* 3,40 76,0 (4%) 168,4 76,3 (4) 76,3 (C3°-0°)
(C3°-0)
Galusan metylu 2,04 77,4 (4) 185,5 81,1(3") 64,6 (C4-0°)
(C4°-0")

a liczby w nawiasach okreslaja numer atomu wegla, z ktérym zwiazana jest grupa OH w czasteczce, b

rodzaju monoanionu, * zrodto: [Muzolf-Panek et al. — artykut w przygotowaniu]

oznaczenia w nawiasach dotycza
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Dotychczasowe badania nad aktywnoscia przeciwutleniajaca form neutralnych
kwasow fenolowych wskazuja na ich dzialanie przeciwutleniajace poprzez mechanizm
oddawania atomu wodoru [Tyrakowska et al. 1999]. Poréwnujac wartosci BDE(N) katechin
obliczone dla najstabszego wiazania O-H z warto§ciami TEAC ich form oboj¢tnych (wartosé¢
TEAC przy pH = pKa — 2) nie stwierdzono migdzy tymi parametrami istotnej ilo§ciowe;j
zalezno$ci. Wartos¢ BDE(N) galusanu epikatechiny jest nizsza niz warto§¢ BDE(N)
epikatechiny, co tlumaczyloby wyzsza aktywno$¢ przeciwutleniajaca TEAC galusanu
w stosunku do epikatechiny, jaka obserwuje si¢ prawie w calym zakresie pH. Jednakze,
na podstawie warto$ci parametru BDE(N) nie mozna wyjasni¢ wyzszej aktywnoS$ci
przeciwutleniajacej TEAC galusanu epigalokatechiny w poréwnaniu do epigalokatechiny
oraz galusanu galokatechiny w poréwnaniu do galokatechiny. Epigalokatechina,
charakteryzujaca si¢ nizsza niz jej galusan aktywno$cia TEAC, wykazuje wzglednie niska
wartos¢ BDE(N). Natomiast wartosci BDE(N) wyznaczone dla galokatechiny i galusanu
galokatechiny sa zblizone, co rowniez nie tlumaczy istniejacych réznic w aktywnosciach
TEAC tych zwiazkéw w ich formach neutralnych.

Dlatego mozna wnioskowac, ze podwyzszenie aktywnos$ci przeciwutleniajacej TEAC

katechin w wyniku przylaczenia do czasteczek reszty kwasu galusowego nie wynika
z wptywu tego ugrupowania na parametry molekularne katechin charakteryzujace ich
zdolno$¢ do oddawania atomu wodoru. Efekt ten jest spowodowany wprowadzeniem
do czasteczki niezaleznego ugrupowania, ktére samo moze dziata¢ jako przeciwutleniacz,
w wyniku czego catkowita aktywnos$¢ przeciwutleniajaca galusanéw katechin rowna sig
sumie aktywnos$ci macierzystej katechiny i wprowadzonej reszty kwasu galusowego (rysunek
17). Dziatanie reszty kwasu galusowego jako niezaleznego elementu aktywnos$ci
przeciwutleniajacej potwierdza dodatkowo warto§¢ BDE galusanu metylu, ktora jest tego
samego rzedu co wartosci BDE galusanéw katechin.
Na podstawie porownania wartosci TEAC katechin z obliczonymi parametrami
charakteryzujacymi zdolno$¢ do oddawania atomu wodoru lub elektronu mozna stwierdzié, ze
ani w oparciu o BDE ani w oparciu o IP nie mozna wyjasni¢ réznic w warto$ciach TEAC
pomigdzy poszczegodlnymi katechinami w ich formach neutralnych.

Dla wyjasnienia przyczyny wzrostu aktywnosci przeciwutleniajacej TEAC katechin
wraz ze wzrostem pH, czyli po deprotonacji najlatwiej dysocjujacych grup hydroksylowych,
poréwnano warto§ci BDE 1 IP form neutralnych katechin z odpowiednimi warto§ciami

obliczonymi dla ich form zdeprotonowanych (monoanionowych) (tabela 15). Po deprotonacji
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katechiny moga nadal dziata¢ przeciwutleniajaco poprzez mechanizm oddawania atomu
wodoru lub/i elektronu.

Poréwnujac warto§ci BDE dla form zdeprotonowanych (BDE(A)) z wartoSciami BDE
dla form neutralnych (BDE(N)) stwierdzono, ze energie dysocjacji wiazania O-H nie ulegaja
obnizeniu po deprotonacji katechin, co oznacza, ze na podstawie wartosci BDE nie mozna
wytlumaczy¢ przyczyny wzrostu aktywno$ci przeciwutleniajacej TEAC katechin po ich
deprotonacji. Mozna wigc wnioskowaé, ze oddawanie atomu wodoru nie jest gldéwnym
mechanizmem dziatania katechin po deprotonacji. Stwierdzono natomiast, Ze parametr
odzwierciedlajacy tatwo$¢ oddawania elektronu (IP) jest znacznie nizszy dla form
monoanionowych (A) katechin niz dla form neutralnych (N). Dlatego obserwowany wzrost
aktywnosci przeciwutleniajacej TEAC katechin ze wzrostem pH $rodowiska mozna wyjasnié¢
zwickszona zdolnoscia katechin do oddawania elektronu, a nie atomu wodoru,
po deprotonacji.

Przedstawione w pracy wyniki dotyczace wplywu pH na aktywno$¢
przeciwutleniajaca TEAC katechin sa zgodne z badaniami Mukai 1 wspotpracownikow [2005]
nad zdolno$cia katechin do regeneracji tokoferolu w roztworach o pH w zakresie 4 — 12.
Stwierdzony wzrost stalych szybkos$ci reakcji katechin z rodnikami tokoferylowymi wraz
ze wzrostem warto$ci pH jest wedlug autoréw spowodowany wzrostem anionowego
charakteru czasteczek, czyli zdolno$cia katechin do oddawania elektronu [Mukai et al. 2005].
Zalezny od pH wzrost aktywnos$ci przeciwutleniajacej TEAC katechin, przedstawiony
Ww niniejszej pracy, potwierdzaja réwniez wyniki badan Janeiro 1 Brett [2004]
nad elektrochemicznym utlenianiem katechiny. Autorzy wykazali, ze potencjal utleniania
katechiny, wyznaczony za pomoca cyklicznej woltamperometrii, zalezy w znacznym stopniu
od pH $rodowiska. Wraz ze wzrostem pH warto$¢ potencjatu utleniania maleje, czyli rosnie
zdolno$¢ katechiny do oddawania elektronu [Janeiro & Brett 2004].

Ponadto, w oparciu o literaturowe, teoretycznie obliczone parametry molekularne
wyjasniono nizsza aktywno$¢ przeciwutleniajaca galusanu galokatechiny w poréwnaniu
do jego epimeru galusanu epigalokatechiny wraz ze wzrostem pH $rodowiska (rozdziat 11.1.,
rysunek 15 ¢). W celu wyjasnienia zaobserwowanych roéznic w aktywnos$ciach TEAC tych
zwiazkow poréwnano odpowiednie literaturowe, teoretycznie obliczone wartosci BDE 1 IP
form obojgtnych 1 monoanionowych tych galusanéw z ich wartoSciami TEAC (tabela 15,
rysunek 15 c). Na podstawie wartosci parametru BDE(N) mozna stwierdzi¢, ze zdolno$¢
galusanu galokatechiny do oddawania atomu wodoru jest nieznacznie nizsza w poréwnaniu

do jego epimeru galusanu epigalokatechiny, co znajduje odzwierciedlenie w zblizonych
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wartosciach TEAC form obojetnych tych zwiazkow (w zakresie pH 2,0 — 3,5). Analogicznie,
brak istotnych réznic pomigdzy warto§ciami TEAC omawianych galusanéw w zakresie pH
2,0 — 3,5, znajduja odzwierciedlenie w wartosciach IP(N). Jak wcze$niej wykazano, wzrost
aktywno$ci przeciwutleniajacej badanych katechin po deprotonacji wynika z wigkszej
zdolnosci form zdeprotonowanych zwiazkéw do oddawania elektronu. Dlatego, do dalszej
analizy wartoSci TEAC galusanéw galokatechiny 1 epigalokateciny w pH powyzej pKa
postuzono si¢ wartosciami IP form monoanionowych zwiazkéw. Porownujac wartosci IP(A)
galusanu galokatechiny i1 galusanu epigalokatechiny mozna zauwazy¢, ze rdéznica pomigdzy
wartosciami IP(A) tych zwiazkéw jest znacznie wigksza niz réznica wartosci IP ich form
obojetnych. Po deprotonacji galusan galokatechiny jest wyraznie gorszym donorem elektronu
niz galusan epigalokatechiny, co tlumaczy nizsza, wraz ze wzrostem pH $rodowiska,
aktywno$¢ przeciwutleniajaca galusanu galokatechiny w porownaniu do galusanu
epigalokatechiny.

Roéwniez, na podstawie obliczonych teoretycznie wartosci BDE, charakteryzujacych
zdolno$¢ czasteczki do oddawania atomu wodoru, podj¢to proébg wyjasnienia obnizonej
aktywnosci przeciwutleniajacej katechin zawierajacych grupg karbonylowa (galusanow
katechin) w kwasnym s$rodowisku. Jak stwierdzono w rozdziale 11.1., znaczne obnizenie
wartosci TEAC galusanu epikatechiny i galusanu epigalokatechiny przy niskich wartosciach
pH (3,5 — 2,0) moze by¢ wynikiem protonacji grupy karbonylowej. Z teoretycznych obliczen
wynika, ze tlen grupy karbonylowej jest najbardziej nukleofilowym miejscem czasteczki
kazdego z analizowanych galusanéw. Sprotonowana czasteczka zwiazku charakteryzuje si¢
mniejsza zdolnoscia do oddawania atomu wodoru niz forma neutralna czasteczki,
co wykazano na podstawie literaturowych wartosci BDE. Wartosci BDE formy protonowe;j
galusanu epigalokatechiny sa wyzsze o 4,5 kcal/mol dla grupy C4’-OH 10 6,5 kcal/mol dla
grupy C4”-OH niz odpowiednie warto§ci BDE formy neutralnej. W przypadku galusanu
epikatechiny wzrost wartosci BDE grupy C3°-OH w wyniku protonacji wynosi 5,5 kcal/mol.
Literaturowe, teoretycznie obliczone wartosci parametru BDE po protonacji czasteczki
galusanu epikatechiny i galusanu epigalokatechiny stanowia wyja$nienie zaobserwowanego
spadku wilasciwosci przeciwutleniajacych TEAC tych zwiazkow przy niskich warto$ciach pH
(z zakresu od 3,5 do 2,0).

Podsumowujac przedstawione wyniki badah mozna stwierdzi¢, ze przyczyna wzrostu
aktywnosci przeciwutleniajacej TEAC katechin wraz ze wzrostem pH $rodowiska

po deprotonacji najbardziej kwasowych grup hydroksylowych jest wigksza zdolno$¢ tych
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zwiazkow do oddawania elektronu, czego odzwierciedleniem sa nizsze wartosci IP form

monoanionowych w porownaniu do form neutralnych katechin.

12. Wiasciwosci proutleniajace katechin

Szereg  wlasciwosci  pro-zdrowotnych  katechin, takich jak  wlasciwosci
przeciwmutagenne 1 przeciwnowotworowe, przypisuje si¢ wysokiej aktywnosci
przeciwutleniajacej tych zwiazkow [Cooper et al. 2005a, b, Lambert & Yang 2003].
Na podstawie wynikéw badan ostatnich kilkunastu lat mozna jednak sadzi¢, ze dziatanie
przeciwnowotworowe katechin wynika z ich wtasciwosci proutleniajacych [Cooper et al.
2005b, Galati & O’Brien 2004, Lambert & Yang 2003].

Szczegblnie istotna dla profilaktyki nowotworéw jest indukcja ekspresji genow
kodujacych enzymy II fazy biotransformacji (enzymy detoksykacyjne). Selektywna indukcja
ekspresji tych gendw moze stanowié¢ skuteczna ochrong komorek przed toksycznym
dziataniem karcenogendw, jak ireaktywnych form tlenu (RFT) [Krajka-Kuzniak 2007].
Wiele zwiazkow naturalnie wystepujacych w Zywnosci moze petni¢ rolg induktorow ekspres;ji
genow kodujacych enzymy II fazy. Zalicza si¢ do nich np. indolo-3-karbinol, iberyng,
izotiocyjaniany i zwiazki fenolowe [Chen & Kong 2004, Krajka-Kuzniak 2007, Smiechowska
et al. 2008]. Najnowsze wyniki badan wskazuja na istotna rolg katechin zielonej herbaty jako
induktorow ekspresji genow kodujacych enzymy detoksykacyjne [Chou et al. 2000, Yang et
al. 2006]. Jednakze mechanizm aktywacji ekspresji genow kodujacych enzymy
detoksykacyjne przez katechiny nie jest doktadnie znany.

Indukcja  ekspresji  genow  kodujacych enzymy detoksykacyjne zachodzi
za posrednictwem elementu kontrolujacego EpRE (ang. Electrophile-Responsive Element),
znanego wczesniej jako ARE (ang. Antioxidant-Responsive Element), wystepujacego
w regionach promotorowych genéw kodujacych enzymy detoksykacyjne [Boerboom et al.
2006]. Ponadto w regulacji ekspresji tych gendéw biora udziat dwa czynniki biatkowe: czynnik
transkrypcyjny Nrf2, wiazacy si¢ z EpRE oraz biatko represorowe Keapl. W neutralnych
warunkach aktywnos$¢ Nrf2 jest blokowana przez biatko represorowe Keapl, wiazace Nrf2.
Decydujacym etapem aktywacji ekspresji genow, zawierajacych EpRE, jest uwolnienie Nrf2
z kompleksu z Keapl. Jednym z proponowanych mechanizméw dysocjacji Nrf2 z kompleksu
z Keapl jest bezposredni reakcja elektrofilowego induktora z biatkiem Keapl, powodujaca

powstawanie mostka disiarczkowego w Keapl (Cy273-Cy288), co w konsekwencji prowadzi
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do zmian konformacji biatka represorowego (Keapl). Katechiny nie maja charakteru
elektrofilowego (raczej znane sa jako antyoksydanty zdolne do oddawania elektronu),
jednakze ich metabolity o strukturze chinondw maja charakter elektrofilowy potrzebny
do indukcji ekspresji genu zawierajacego w regionie promotorowym element EpRE.

Sposréd wielu genow zawierajacych sekwencje EpRE na szczegdlna uwage zastuguje
gen kodujacy oksydoreduktazg NAD(P)H: chinon 1 (NQOI). Indukcja ekspresji tego genu
prowadzi do skutecznej ochrony komorki przed toksycznym dzialaniem metabolitow oraz
RFT.

NQOI jest waznym enzymem bioracym udziat w detoksykacji ksenobiotykéw. Enzym
ten, zlokalizowany gléwnie w cytoplazmie komorek, redukuje endogenne i1 egzogenne
chinony w dwuelektronowej reakcji do bardziej stabilnych hydrochinonow, ktére moga by¢
bezposrednio wydalane z organizmu lub ulega¢ dalszej biotransformacji w reakcjach
sprzggania z kwasem glukuronowym lub siarkowym. W odréznieniu od innych reduktaz
chinonowych: reduktazy NADH:cytochrom ¢ czy oksydoreduktazy ksantynowej, ktore
katalizuja jedynie jednoelektronowe redukcje chinonéw, enzym NQO1 katalizuje wylacznie
reakcje dwuelektronowe [Krajka-Kuzniak 2007].

Wykazanie indukcji ekspresji genu kodujacego oksydoreduktaze NAD(P)H: chinon 1
(NQOI1) w komorkach eksponowanych na katechiny oraz identyfikacja elektrofilowych
chinonow katechin, powstajacych w badanym systemie in vitro, potwierdzilyby role

wlasciwosci proutleniajacych katechin w indukcji ekspresji genu NQO1.

12.1. Indukcja ekspresji genu kodujacego oksydoreduktaze NAD(P)H:chinon
1 (NQOI) przez katechiny

W pierwszym etapie badan okreslono poziom indukcji ekspresji genu kodujacego
oksydoreduktazg NAD(P)H:chinon 1 (NQOI1) w komorkach EpRE-Lux eksponowanych
na katechiny wystepujace w herbacie zielonej. W badaniach wykorzystano nast¢pujace
katechiny: kateching, epikateching, epigalokateching, galokateching, galusan epikatechiny,
galusan epigalokatechiny i galusan galokatechiny.

Na podstawie wynikow przeprowadzonych badan (rysunki 18 i 19) stwierdzono,
ze sposrod badanych katechin tylko epigalokatechina, galokatechina i ich galusany wlaczaja
transkrypcj¢ genu kodujacego NQOI. Poziom indukcji ekspresji tego genu w znacznym

stopniu zalezy od stezenia katechin. Warto$¢ wspodtczynnika indukcji ro$nie wraz
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ze wzrostem st¢zenia zwiazku. Po osiagni¢ciu maksimum warto$¢ wspotczynnika indukcji
maleje na skutek toksycznego dziatania wysokich stgzen badanych katechin wobec komorek
EpRE-Lux (rysunek 18). Katechina i epikatechina oraz galusan epikatechiny nie aktywuja
ekspresji genu kodujacego NQO1 w calym badanym zakresie st¢zen. Wspotczynniki indukcji

tych zwiazkéw niezaleznie od st¢zenia wynosza 1,0.

—o— galusan epigalokatechiny
7 / —®— galusan galokatechiny
—0o— epigalokatechina

| —&— galokatechina

—&— galusan epikatechiny

IF

0 50 100 150 200 250
Stezenie katechiny [unM]

Rysunek 18. Poziom indukcji ekspresji genu kodujacego NQOI1 przez katechiny. Wartos¢
wspotczynnika indukcji (IF — ang. Induction Factor) jest $rednia z trzech niezaleznych
eksperymentéw

Galusany epigalokatechiny 1 galokatechiny wykazuja najwyzszy poziom indukcji
ekspresji genu kodujacego NQO1. Maksymalne warto$ci wspotczynnikéw indukcji wynosza
5,0 dla galusanu epigalokatechiny oraz 4,2 dla galusanu galokatechiny. Maksimum indukcji
obserwuje si¢ przy stezeniu 100 puM dla obu galusanéw (rysunek 18 i 19). Aktywnos¢
epigalokatechiny 1 galokatechiny jako induktorow ekspresji genu NQOI1 przy stezeniu 100
UM jest ponad dwukrotnie nizsza niz aktywno$¢ ich odpowiednich galusanéw (rysunek 19).
Wyznaczone dla tej warto$ci stezenia wspotczynniki indukcji obu katechin wynosza 2,0.
Epigalokatechina maksymalna indukcjg, wykazuje w zakresie st¢zen 200 uM — 250 pM,
podczas gdy jej epimer: galokatechina w zakresie stezen 150 uM — 250 uM. Wspdiczynniki
indukcji wynosza: 3,8 dla epigalokatechiny i 3,2 dla galokatechiny.
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Rysunek 19. Poziom indukcji ekspresji genu kodujacego NQO1 przez 100 pM roztwoér: C —
katechiny, EC — epikatechiny, ECG — galusanu epikatechiny, EGC — epigalokatechiny, GC —
galokatechiny, EGCG — galusanu epigalokatechiny i GCG — galusanu galokatechiny. Wartos¢
wspotczynnika indukcji (IF) jest $rednia z trzech niezaleznych eksperymentow

Analiza wynikow uzyskanych w toku badan doprowadzita do wniosku, ze zdolnos¢
do indukcji wykazuja jedynie epigalokatechina, galokatechina i ich galusany posiadajace
ugrupowanie pyrogalolowe. Katechina i epikatechina posiadajace uktad katecholowy
w pierScieniu B oraz galusan epikatechiny posiadajacy w czasteczce ugrupowanie
katecholowe 1 reszte¢ kwasu galusowego nie aktywuja na poziomie transkrypcji genu
kodujacego NQOL.

W tabeli 16 przedstawiono maksymalne warto$ci wspotczynnikéw indukeji badanych
katechin. Dodatkowe oznaczenia w tej tabeli wskazuja, ktore sposrod badanych katechin
zawieraja ugrupowanie pyrogalolowe i/lub reszte kwasu galusowego.

Na podstawie wynikow zawartych w tabeli 16 mozna stwierdzi¢, ze najbardziej
skutecznym induktorem ekspresji genu NQOI1, wsrdd katechin wystepujacych w herbacie
zielonej, jest galusan epigalokatechiny (IF = 5,0 dla 100 uM zwiazku). W celu weryfikacji
otrzymanych wynikéw warto$¢ wspotczynnika indukcji 100 uM galusanu epigalokatechiny
poréwnano z literaturowymi danymi (wyznaczonymi metoda RT-PCR) charakteryzujacymi
poziom mRNA genu kodujacego NQO1 w komorkach EpRE-Lux eksponowanych na 100 uM
galusan epigalokatechiny [Muzolf-Panek et al. 2008]. Wyniki badan ujawnity 5,3-krotny
wzrost poziomu mRNA NQOI, co jednoznacznie wskazuje, ze indukcji ekspresji genu

lucyferazy w metodzie EpRE-LUX towarzyszy jednoczes$nie indukcja ekspresji genu NQOI.
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Tabela 16. Maksymalne wartosci wspotczynnikow indukcji (IF) badanych katechin, jak
roéwniez wartosci potencjalow utleniania (E;,) [Yang et al. 2001] oraz warto$ci roznicy ciepta
tworzenia (DHF) [Muzolf-Panek et al. 2008]

Katechina IF Ei» DHF Grupa Reszta
[V] [kcal/mol]  pyrogalolowa kwasu
galusowego

1 Katechina 1,0 0,10 441 - -
2 Epikatechina 1,0 0,08 442 - -
3 Galusan epikatechiny 1,1 0,08 44,1 - +
4  Epigalokatechina 3,8 -0,04 43,1 + -
5 Galokatechina 32 -0,03 43,3 + -
6  Galusan epigalokatechiny 5,0 -0,02 43,3 + +
7  Galusan galokatechiny 42 -0,01 43,7 + +

Najwigksza skuteczno$¢ galusanu epigalokatechiny jako induktora ekspresji genow
kodujacych enzymy detoksykacyjne wykazali rowniez Chen 1 wspotpracownicy [2000].
Autorzy badali indukcje ekspresji genéw kodujacych enzymy II fazy biotransformacji przez
katechiny w komoérkach HepG2 (ludzkie komoérki watrobowe), poddanych stabilnej
transfekcji genem reporterowym pARE-TI-lucyferaza (obecnie znanym jako EpRE-
lucyferaza) [Chen et al. 2000]. Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzili oni, Ze galusan
epigalokatechiny oraz galusan epikatechiny sa najsilniejszymi induktorami sposrod badanych
katechin. Epigalokatechina oraz epikatechina charakteryzowaty si¢ ponad czterokrotnie
nizszym wspotczynnikiem indukcji w poréwnaniu do ich galusandéw. Katechina natomiast nie
indukowata ekspresji genow zawierajacych w rejonie promotorowym element EpRE.
Poniewaz wysoki poziom indukcji ekspresji genu reporterowego ARE-lucyferaza wykazaty
jedynie katechiny zawierajace reszt¢ kwasu galusowego, Chen i wspotpracownicy [2000]
wysuneli wniosek, ze zdolno$¢ katechin do indukcji jest wynikiem obecnos$ci reszty kwasu
galusowego w ich czasteczkach. Wyniki badan przedstawione w niniejszej pracy (rysunek 18,
tabela 16) nie potwierdzaja jednak tego wniosku, poniewaz galusan epikatechiny nie indukuje
ekspresji genu kodujacego NQOI1. Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono,
ze zdolno$¢ do indukcji wykazuja jedynie katechiny posiadajace ugrupowanie pyrogalolowe

w czasteczce (tabela 16).
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Na podstawie otrzymanych wynikOw mozna ponadto stwierdzi¢, ze st¢zenia katechin,
przy ktorych zwiazki te sa zdolne do indukcji ekspresji genu kodujacego NQOI sa
stosunkowo wysokie i zawieraja si¢ w przedziale 25 pM — 250 uM. Maksymalne stgzenie
katechin oraz ich metabolitow w osoczu krwi moze sigga¢ zaledwie kilku mikromoli [Feng
2006]. Nasuwa si¢ wigc pytanie: czy aktywacja na poziomie transkrypcji genu kodujacego
NQOI1 przez katechiny bedzie miata miejsce w organizmie? Wyniki badah Yang
1 wspolpracownikow [1999] wskazuja, ze poziom epigalokatechiny w §linie po wypiciu 2 lub
3 filizanek herbaty zielonej moze osiagnaé wartos¢ 44 pg/ml (144 pM). Zatem istnieje
mozliwo$¢, ze stezenie katechin w przewodzie pokarmowym osiagnie poziom, przy ktorym

obserwuje si¢ indukcje ekspresji genu NQOI.

12.2. Rola wlasciwosci proutleniajacych katechin w mechanizmie indukcji

ekspresji genu kodujacego NQO1 za posrednictwem EpRE

Na podstawie wynikéw przedstawionych w poprzednim rozdziale stwierdzono,
ze katechiny moga indukowaé ekspresj¢ genu kodujacego NQOI1 zawierajacego w rejonie
promotorowym element EpRE. Katechiny nie maja jednak charakteru elektrofilowego, ktory
jest kluczowy dla mechanizmu indukcji; raczej znane sa jako antyoksydanty zdolne
do oddawania elektronu. Charakter elektrofilowy, konieczny do aktywacji transkrypcyjnej
genu zawierajacego w regionie promotorowym sekwencje EpRE, posiadaja natomiast
metabolity katechin o strukturze chinonow, ktére powstaja na skutek utleniania (chemicznego
lub enzymatycznego) katechin. Dotychczas powstawanie chinonéw katechin uznawano

za niekorzystne dla ludzkiego organizmu.

12.2.1. Indukcja ekspresji genu kodujacego NQOI1 przez katechiny

w komorkach z modyfikowanym poziomem glutationu

W celu wykazania, ze indukcja ekspresji genu kodujacego NQO1 przez katechiny jest
wynikiem ich aktywno$ci proutleniajacej, czyli zdolnosci do tworzenia chinondéw, zbadano
zdolno$¢ katechin do indukcji ekspresji tego genu w komodrkach EpRE-Lux z normalnym,
podwyzszonym i obnizonym poziomem wewnatrzkomoérkowego glutationu (GSH).

GSH jest endogennym przeciwutleniaczem niskoczasteczkowym, odpowiedzialnym

za utrzymanie réwnowagi oksydacyjno-redukcyjnej w komorce poprzez reakcje z wolnymi
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rodnikami i/lub chinonami [Bartosz 2003]. Im wyzszy poziom wewnatrzkomérkowego GSH
tym wigksza ilo§¢ zwiazkow elektrofilowych ulega sprzgganiu z glutationem. Zmniejszenie
poziomu GSH powoduje zachwianie homeostazy i sprawia, ze komorki staja si¢ bardziej
wrazliwe na stres oksydacyjny. Przy zalozeniu, ze katechiny aktywuja transkrypcyjnie gen
NQOI w wyniku oddziatywan elektrofilowych chinonéw (lub RFT jako produktow reakcji
tych chinonéw w cyklu redoks) z bialkiem represorowym Keapl, wzrost poziomu GSH
w komorce powinien skutkowa¢ obnizeniem wspotczynnika indukcji katechin. Analogicznie,
obnizenie wewnatrzkomorkowego poziomu GSH powinno skutkowaé¢ wzrostem
wspotczynnika indukcji.

Podwyzszenie poziomu wewnatrzkomérkowego GSH otrzymano w wyniku pre-
inkubacji komoérek EpRE-Lux z N-acetylo-L-cysteina (NAC) — prekursorem glutationu
zdolnym do generowania duzych ilosci komorkowego glutationu. Obnizenie poziomu GSH
w komoérkach EpRE-Lux wywolano poprzez pre-inkubacje komoérek z DL-butionino-[S,R]-
sulfoksyiming (BSO) — inhibitorem kluczowego enzymu biosyntezy glutationu: syntetazy (y-
glutamylocysteinowej). Tak przygotowane komodrki eksponowano na katechiny zdolne
do indukcji ekspresji genu kodujacego NQOI1 (epigalokateching, galokateching i ich
galusany). Stezenia poszczego6lnych katechin byly tak dobrane by zwiazek wykazywat wysoki
wspotczynnik indukcji przy jednoczesnym braku efektu toksycznego. Dla pordéwnania
w badaniach wykorzystano roéwniez tert-butylohydrochinon (tBHQ), ktory jest typowym
induktorem ekspresji genow zawierajacych w rejonie promotorowym element EpRE.

Na rysunku 20 przedstawiono warto$ci wspotczynnikow indukeji poszczegoélnych
katechin oraz tBHQ w komoérkach z normalnym (niezmienionym), podwyzszonym
1 obnizonym poziomem GSH.

Na podstawie analizy danych zamieszonych na rysunku 20 mozna stwierdzic,
ze w wyniku podwyzszenia poziomu wewnatrzkomoérkowego GSH nastgpuje znaczne
obnizenie poziomu indukcji ekspresji genu NQO1 przez katechiny. Wspdtczynnik indukcji
wyznaczony dla epigalokatechiny ulegt obnizeniu z 3,6 do 2,6 natomiast dla galokatechiny
72,9 do 2,3. Warto$¢ wspolczynnika indukcji wyznaczona dla galusanu epigalokatechiny
ulegla obnizeniu o okoto jednostke z 4,9 do 4,0. W przypadku galusanu galokatechiny
obserwowany spadek poziomu indukcji ekspresji genu NQOI1 byl najwigkszy sposrod
badanych katechin. Wspoétczynnik indukceji galusanu galokatechiny ulegt obnizeniu z 4,0
do 1,6.

Roéwniez w oparciu o wyniki badan (rysunek 20) wykazano, ze na skutek obnizenia

poziomu GSH w komorkach EpRE-Lux nastgpuje znaczny wzrost poziomu indukcji ekspresji
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genu NQOI przez katechiny. Wartos¢ wspotczynnika indukcji wyznaczona dla
epigalokatechiny wzrosta z 3,6 do 6,2, a dla galokatechiny z 2,9 do 5,1. Wzrost poziomu
indukcji ekspresji genu NQO1 w komodrkach eksponowanych na galusan epigalokatechiny
1 BSO jest najwigkszy i wynosi 5,5 jednostki z IF = 4,9 do IF = 11,5. Warto$¢ wspdtczynnika

indukcji galusanu galokatechiny wzrosta o 1,5 jednostki z 4,0 do 5,5.
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Rysunek 20. Poziom indukcji ekspresji genu kodujacego NQO1 przez katechiny oraz tert-
butylohydrochinon (tBHQ), jak rowniez prébke kontrolna (0,5% DMSO) w komorkach
EpRE-Lux z niezmienionym (0 mM NAC 1 0 uM BSO), podwyzszonym (40 mM NAC) lub
obnizonym (100 uM BSO) poziomem glutationu. Warto$¢ wspotczynnika indukcji (IF) jest
Srednia z trzech niezaleznych eksperymentéw. * wskazuje na istotna rdéznicg w pordwnaniu
do probki o niezmienionym poziomie glutationu (test t-Studenta, p<0,05). Badane katechiny
oznaczono nastgpujacymi skrotami: C — katechina, EC — epikatechina, ECG — galusan
epikatechiny, EGC - epigalokatechina, GC - galokatechina, EGCG - galusan
epigalokatechiny i GCG — galusan galokatechiny.

Poprawno$¢ otrzymanych dla poszczegélnych katechin wynikow zweryfikowano
przez pordéwnanie wyznaczonych doswiadczalnie wspotczynnikow indukeji dla tBHQ
z danymi literaturowymi [Lee-Hilz et al. 2006]. Na podstawie uzyskanych wynikow
(rysunek 20) stwierdzono, ze aktywnos¢ tBHQ w komorkach zawierajacych podwyzszony
poziom GSH jest mniejsza niz w komoérkach z normalnym poziomem tego endogennego
przeciwutleniacza. Wspotczynnik indukcji wyznaczony dla tBHQ ulegt obnizeniu z 11,2
do 4,3. Ponadto stwierdzono, ze zahamowanie syntezy GSH w komorkach skutkuje
podwyzszeniem poziomu indukcji ekspresji genu NQOI1 przez tBHQ. Wspdiczynnik indukcji
tBHQ wzrést z 11,2 do 14,3. Literaturowe wartosci wspodiczynnikow indukcji tBHQ
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w komorkach z normalnym, obnizonym lub podwyzszonym poziomem GSH sa zgodne
z wynikami uzyskanymi w toku niniejszych badan.

Na podstawie analizy otrzymanych wynikéw stwierdzono réwniez, ze inkubacja
komoérek tylko z BSO (probka kontrolna) powoduje 1,4-krotna indukcje ekspresji genu
kodujacego NQOI1 (rysunek 20). Jednakze wartos¢ sumy wspotczynnikéw indukcji BSO
1 poszczegdlnych katechin w komorkach z niezmienionym poziomem GSH jest zawsze nizsza
niz warto$¢ wspdtczynnikdéw indukcji poszczegdlnych katechin w komoérkach z obnizonym
poziomem GSH. Tak wigc wyzszy poziom indukcji ekspresji genu NQO1 przez katechiny
w komorkach z niedoborem GSH nie jest wynikiem efektu addytywnego indukcji ekspres;ji
tego genu przez BSO 1 poszczegolne katechiny.

Zaobserwowane zmiany warto$ci wspotczynnikdéw indukcji katechin w komoérkach
EpRE-Lux z obnizonym lub podwyzszonym poziomem GSH wskazuja na istotng rolg
chinonow katechin, powstajacych w wyniku ich dziatania proutleniajacego, w mechanizmie

indukcji ekspresji genu kodujacego NQO1.

12.2.2. Zalezno$ci pomigdzy parametrami charakteryzujacymi latwosé

utleniania katechin a ich zdolnos$cia do indukcji NQO1

Dodatkowym  potwierdzeniem roli  wlasciwosci  proutleniajacych  katechin
w mechanizmie indukcji ekspresji genu kodujacego enzym detoksykacyjny — NQOI1 sa
zalezno$ci pomigdzy parametrami charakteryzujacymi tatwo$¢ utleniania katechin
a wyznaczonymi do$wiadczalnie dla tych zwiazkow wspotczynnikami indukcji. W tabeli 16
(rozdziat 12.1.) przedstawiono literaturowe warto$ci potencjaléow utleniania (E;;) oraz
literaturowe, teoretycznie obliczone wartosci roznicy ciepla tworzenia (DHF — ang.
Difference in Heat of Formation). Potencjal utleniania odzwierciedla zdolno$¢ zwiazku
do oddawania elektronow. Im nizsza warto$¢ E;, tym latwiej zwiazek ulega utlenieniu.
Réznica ciepta tworzenia (DHF) jest definiowana jako réznica pomigdzy cieplem tworzenia
obliczonym dla teoretycznie najbardziej stabilnej konformacji chinonu katechiny a cieptem
tworzenia obliczonym dla zredukowanej formy tej katechiny i wyraza energi¢ potrzebna
do utworzenia chinonu. Im nizsza wartos§¢ DHF tym tatwiej zwiazek ulega utlenieniu i tatwiej
tworzy odpowiedni chinon.

Z poréwnania wartosci parametréw E;, 1 DHF z wyznaczonymi dos$wiadczalnie

wspotczynnikami indukcji  katechin wynika, ze katechiny (posiadajace ugrupowanie
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pyrogalolowe) bedace dobrymi induktorami ekspresji genu NQOI1 (epigalokatechina,
galokatechina oraz ich galusany) charakteryzuja si¢ niskimi warto$ciami E;, oraz DHF.
Natomiast katechiny bez ugrupowania pyrogalolowego, ktore nie maja zdolnosci do indukcji
ekspresji genu NQOI1: katechina, epikatechina oraz galusan epikatechiny wykazuja wysokie
wartosci Ejp, jak 1 DHF. Zatem zdolnos¢ katechin do indukcji ekspresji genu kodujacego
NQOI1 wynika z tatwos$ci utleniania katechin, czyli ich zdolno$ci do tworzenia chinonow.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze za indukcj¢ ekspresji genu NQO1 sa odpowiedzialne chinony

katechin i potwierdzaja rolg aktywnosci proutleniajacej katechin w tej indukcji.

12.2.3. Zdolno$¢ katechin do tworzenia chinonow in vitro

Zdolnos¢ najbardziej aktywnych katechin (epigalokatechiny oraz galusanu
epigalokatechiny) do tworzenia chinonéw wykazano przeprowadzajac reakcje ich utleniania
w obecnosci tyrozynazy i glutationu in vitro. Poniewaz wysoka reaktywno$¢ chinonow
uniemozliwia ich bezposrednia identyfikacje, chinony katechin wykryto droga posrednia
poprzez identyfikacj¢ koniugatow, ktére chinony katechin tworza z glutationem. Utworzone
w reakcji utleniania katechin w obecnosci glutationu koniugaty katechin z glutationem
rozdzielono i wstgpnie zidentyfikowano metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(HPLC).

Na rysunku 21 przedstawiono chromatogramy HPLC mieszaniny inkubacyjnej
epigalokatechiny 1 galusanu epigalokatechiny z GSH w obecnosci tyrozynazy. Stwierdzono,
ze w wyniku inkubacji epigalokatechiny z glutationem w obecnosci tyrozynazy powstaja dwa
produkty o czasach retencji 13,2 min. i 14,2 min. (rysunek 21 a). Produktow tych nie wykryto
w mieszaninie inkubacyjnej zawierajacej tylko epigalokateching i glutation lub tylko
tyrozynazg. Czas retencji epigalokatechiny wynosi 14,9 min. Inkubacja galusanu
epigalokatechiny z glutationem w obecnosci tyrozynazy prowadzi réwniez do powstania
dwoch produktéw o czasach retencji 17,8 min. i 18,4 min. (rysunek 21 b). Oba produkty nie
zostaly wykryte w probce kontrolnej (mieszanina inkubacyjna galusanu epigalokatechiny
1 glutationu lub tyrozynazy). Galusan epigalokatechiny charakteryzuje si¢ czasem retencji

20,7 min.
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Rysunek 21. Chromatogramy HPLC mieszaniny inkubacyjnej a) epigalokatechiny (EGC)
oraz b) galusanu epigalokatechiny (EGCG) z glutationem w obecnosci tyrozynazy

Na podstawie chromatograméw HPLC oraz wynikoéw analizy widm masowych
LC/MS i protonowego rezonansu magnetycznego H' NMR [Muzolf-Panek et al. 2008, Sang
et al. 2005b] stwierdzono, ze powstate w wyniku utleniania kazdej z badanych katechin
produkty sa koniugatami chinonéw katechin z glutationem. Wyniki analizy widm masowych
LC/MS produktow wyizolowanych z mieszaniny inkubacyjnej epigalokatechiny z GSH
i tyrozynaza wskazuja na obecno$¢ w widmie mas piku [M+1] przy m/z 613 dla pierwszego
produktu tej mieszaniny. W przypadku produktéw wyizolowanych z mieszaniny inkubacyjnej
galusanu epigalokatechiny z glutationem 1 tyrozynaza stwierdzono, w widmie mas, obecnos¢
piku [M+1] przy m/z 765 dla drugiego produktu tej mieszaniny. Warto$ci mas produktow
inkubacji badanych katechin z GSH i tyrozynaza sa identyczne z teoretycznie obliczonymi
warto$ciami mas czasteczkowych monoglutationylu-epigalokatechiny i monoglutationylo-
galusanu epigalokatechiny. Identyfikacja pozostatych produktéw inkubacji katechin z GSH
1 tyrozynaza metoda LC/MS byta niemozliwa ze wzgledu na ich nietrwato§¢ w warunkach
LC/MS.

Doktadna identyfikacja koniugatéw chinondw katechin, na podstawie widm H' NMR,
zostata przedstawiona w pracy, ktorej autorka jest wspotautorem [Muzolf-Panek et al. 2008].
W oparciu o warto$ci przesunie¢ chemicznych oraz statych sprz¢zen uzyskanych metoda
H' NMR stwierdzono, ze otrzymane koniugaty chinonéw katechin z glutationem to: 2’-
glutationylo-epigalokatechina (2’-GS-EGC), 2’,6’-diglutationylo-epigalokatechina (2°,6’-
diGS-EGC) oraz 2’-glutationylo-galusan epigalokatechiny (2’-GS-EGCG) 1 2°,6’-
diglutationylo-galusan epigalokatechiny (2°,6’-diGS-EGCQG).
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Przedstawione powyzej wyniki badan metoda in vitro wskazuja, ze obie aktywne biologicznie
katechiny (epigalokatechina i galusan epigalokatechiny) sa zdolne do tworzenia chinonéw.

Powstawanie koniugatéw chinonéw katechin z glutationem wylacznie w pierscieniu B
czasteczki danej katechiny potwierdza réwniez szczegdlna rolg ugrupowania pyrogalolowego
w dziataniu proutleniajacym katechin. Sang 1 wspdipracownicy [2005b] wykazali jednak,
ze chinony galusanu epigalokatechiny z glutationem powstaja zar6wno w pierscieniu B (2’-
monoglutationylo-galusan epigalokatechiny), jak réwniez w pierscieniu kwasu galusowego
(2”-monoglutationylo-galusan epigalokatechiny). Powstawanie 2’,6’-diglutationylu-galusanu
epigalokatechiny zamiast 2”-glutationylu-galusanu epigalokatechiny (jak wykazali Sang
1 wspotpracownicy) moze by¢ spowodowane réznym odczynem pH buforow, w ktorym
przeprowadzano inkubacje. Sang 1 wspotpracownicy [2005b] wykonali inkubacjg¢ w buforze
o pH 5,5, podczas gdy badania przedstawione w niniejszej pracy przeprowadzono w buforze
opH 7,0. Wptyw pH na regioselektywnos¢ reakcji koniugacji chinondéw flawonoidow
z glutationem wykazali wczesniej Awad 1 wspotpracownicy [2002b].

Podsumowujac, na podstawie wynikow przeprowadzonych badan nad wlasciwosciami
proutleniajacymi katechin udowodniono, ze w wyniku utleniania enzymatycznego katechin
zachodzacego w komorkach powstaja ich wysoce reaktywne metabolity o strukturze
chinonéw. Wykazano réwniez, ze katechiny, a $cislej ich chinony indukuja ekspresj¢ genu
kodujacego oksydoreduktazg NAD(P)H:chinon 1 (NQOI1), ktory jest waznym enzymem
detoksykacyjnym. Ponadto w oparciu o wyniki badan nad rola wtasciwosci proutleniajacych
katechin w indukcji ekspresji genu NQO1 wykazano, ze ugrupowanie pyrogalolowe (3°,4°,5’-

triOH) katechin ma kluczowe znaczenie dla indukc;ji ekspresji tego genu przez katechiny.
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PODSUMOWANIE

Katechiny wystgpuja powszechnie w produktach pochodzenia ro$linnego (herbata,
wino, czekolada, owoce). Najbogatszym zrodlem katechin jest herbata, w szczego6lnosci
zielona. Szacuje sig¢, ze katechiny wystepujace w herbacie stanowia 83,5% flawonoidow
spozywanych zcodzienna dieta [Chun et al. 2007]. Ze wzgledu na szerokie spektrum
wlasciwosci biologicznych katechiny odgrywaja wazna role w ochronie organizmu przed
chorobami cywilizacyjnymi, takimi jak np. nowotwory i choroby sercowo-naczyniowe oraz
chorobami  neurodegeneracyjnymi. Ponadto katechiny wystepujace w produktach
zywno$ciowych, jako naturalne przeciwutleniacze, chronia sktadniki zywnosci przed
niepozadanymi procesami utleniania, w wyniku ktoérych nastgpuje obnizenie wartos$ci
odzywczej, a czesto nawet zdrowotne] oraz pogorszenie wilasciwosci sensorycznych
produktow.

W niniejszej pracy przedstawiono stan najnowszej wiedzy na temat pro-zdrowotnych
wlasciwosci herbaty zielonej oraz wlasciwosci biologicznych wystepujacych w niej katechin,
ze szczegldlnym uwzglednieniem ich aktywnos$ci przeciw- i1 pro-utleniajacej. W czgsci
doswiadczalnej pracy przedstawiono wyniki badan wiasnych dotyczacych czynnikow
wplywajacych na aktywno$¢ przeciwutleniajaca herbat zielonych roéznych marek.
Zaproponowano rowniez wykorzystanie wartosci TEAC, odzwierciedlajacej aktywnos¢
przeciwutleniajaca, jako parametru do oceny jakosci dostgpnych na rynku herbat zielonych
lisciastych oraz ich ekstraktéw. Ponadto okre$lono czynniki wplywajace na aktywnos¢
przeciwutleniajaca TEAC katechin wystgpujacych w herbatach zielonych, ktérych wczes$niej
nie brano pod uwagg. Zbadano rowniez zdolno$¢ katechin do indukcji ekspresji genu
kodujacego wazny enzymu detoksykacyjny - oksydoreduktaze NAD(P)H:chinon 1 oraz
potwierdzono rolg wtasciwosci proutleniajacych katechin w mechanizmie tej indukc;ji.

Na podstawie wynikéw przeprowadzonych badan wykazano, ze aktywno$¢
przeciwutleniajaca TEAC wodnych ekstraktéw z herbat zielonych réznych marek roézni si¢
znaczaco 1 jest dodatnio skorelowana z catkowita zawarto$cia zwiazkow polifenolowych oraz
og6lna zawartoscia katechin w badanych ekstraktach. Wysoki wspotczynnik korelacji
dla zalezno$ci wartosci TEAC ekstraktow od ogolnej zawartosci zwiazkow polifenolowych
(R = 0,958) wskazuje, ze czynnikiem decydujacym o ich aktywno$ci przeciwutleniajacej
TEAC jest zawarto$¢ zwiazkow polifenolowych w herbatach zielonych. Zawarto$¢ zwiazkow
polifenolowych w produktach uznaje si¢ obecnie za wskaznik ich jakosci. W pracy wykazano,

ze z wyznaczonej zaleznosci wartosci TEAC wodnych ekstraktow z herbat zielonych
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od catkowitej zawarto$§ci w nich zwiazkéw polifenolowych (rysunek 11, str. 79) mozna
z duzym przyblizeniem oszacowaé ogolng zawarto$¢ zwiazkow polifenolowych w herbatach
zielonych ré6znych marek. Pozwala to na oszczgdno$¢ nie tylko czasu analizy, ale rowniez
na zmniejszenie kosztow, ktore wiaza si¢ z oznaczeniem zawartosci polifenoli za pomoca
metod takich jak HPLC. Poniewaz warto§¢ TEAC =zalezy bezposrednio od zawartosci
zwiazkoéw polifenolowych, parametr TEAC mozna zaproponowac¢ jako jeden z elementow
oceny towaroznawczej herbat zielonych oraz jej ekstraktow. Mialoby to istotne znaczenie
dla producentéw zywnosci stosujacych dodatek ekstraktéw z herbat zielonych w celu
zachowania wysokiej jakosci zywnosci podczas jej przechowywania na potkach sklepowych.
Ponadto parametr TEAC, umieszczany na etykiecie produktu, mogtby by¢ istotna informacja
dla konsumentéw umozliwiajaca im podjecie decyzji odnosnie zakupu danej marki herbaty
zielone;.

Aktywno$¢ przeciwutleniaczy oznacza si¢ powszechnie przy wartosci pH = 7.4.
Jednak odczyn pH zmienia si¢ w roznych narzadach i tkankach w szerokim zakresie (od pH
1,0 w zotadku, przez pH 5,3 w jelicie cienkim, pH 6,8 $liny, pH 7,4 ludzkich tkanek i ptynow
ustrojowych, pH 8 w jelicie grubym, pH 7 — 8,7 w trzustce, do pH 8,3 — 9,3 w dwunastnicy
[Grzymistawski 2000]) i wptywa w duzym stopniu na wchtanianie, rozmieszczenie
1 biotransformacj¢  zwiazkow  bioaktywnych w organizmie. Zalezno$¢ dziatania
przeciwutleniajacego katechin od pH srodowiska moze mie¢ istotne znaczenie dla ich reakcji
w przewodzie pokarmowym. Réwniez w zywnosci zmiany pH moga powodowa¢ zmiany
wlasciwosci jej skladnikow, w tym takze przeciwutleniaczy dodawanych w procesach
technologicznych.

W niniejszej pracy zbadano wptyw pH na aktywno$¢ przeciwutleniajaca wodnych
ekstraktow z herbat zielonych oraz katechin w nich wystgpujacych. Badania przeprowadzono
za pomoca zmodyfikowanej metody TEAC, ktéra jedyna sposréd wielu znanych metod
umozliwia oznaczenie aktywnos$ci przeciwutleniajacej w szerokim zakresie pH (2,0 — 9,5).

Na podstawie otrzymanych wynikéw stwierdzono, ze aktywno$¢ przeciwutleniajaca
TEAC ekstraktow z herbat zielonych w znacznym stopniu zalezy od pH $rodowiska
(rysunek 12, str. 82). Wartosci TEAC badanych ekstraktow (odzwierciedlajace aktywno$¢
przeciwutleniajaca) rosna wraz ze wzrostem pH. Efekt ten obserwowany jest
w fizjologicznym zakresie pH, jak rowniez w zakresie pH produktoéw, takich jak migso czy
masto, w ktorych dodatek ekstraktu z herbaty zielonej moze petni¢ rol¢ naturalnego

przeciwutleniacza. Na podstawie wyznaczonej zaleznosci wartosci TEAC danego ekstraktu

113



odpH mozna, =znajac odczyn pH produktu, wstgpnie oszacowaé aktywnos$¢
przeciwutleniajaca ekstraktu w tym produkcie.

Na podstawie otrzymanych zaleznosci aktywnos$ci przeciwutleniajacej TEAC
wybranych katechin od pH $rodowiska stwierdzono, po raz pierwszy, ze czynnikiem
decydujacym o wilasciwosciach przeciwutleniajacych katechin jest pH srodowiska, w ktorym
zachodzi wolnorodnikowy proces utleniania (rysunki 13 i 15, str. 85 i 88). Wykazano takze,
ze warto$ci TEAC badanych katechin rosng wraz ze wzrostem pH. Stwierdzono réwniez,
ze najwigksza aktywnos$¢ przeciwutleniajaca TEAC, w prawie calym badanym zakresie pH,
wykazuja galusany epikatechiny, epigalokatechiny i galokatechiny. Stwierdzone zaleznosci
aktywnos$ci przeciwutleniajacej katechin od pH pozwolilty na wysunigcie sugestii,
ze wlasciwosci kwasowo-zasadowe (pKa) badanych zwiazkéw maja wptyw na ich aktywnos¢
przeciwutleniajaca TEAC w fizjologicznym zakresie pH.

W celu wyjasnienia tego problemu, literaturowe oraz eksperymentalnie wyznaczone
wartosci pKa dla badanych katechin poréwnano z literaturowymi warto$ciami energii
deprotonacji (DE). Wykazano, ze pomigdzy wartosciami pKa a DE istnieje istotna liniowa
zalezno$¢ o wspodtczynniku korelacji R = 0,975 (rysunek 16, str. 92). Na podstawie rdéwnania
tej zalezno$ci mozna obliczy¢ warto$ci pKa katechin oraz zwiazkéw o podobnej strukturze,
takich jak galusan metylu, dla ktorych brak jest w literaturze danych. Z wyznaczonej
zalezno$ci wynika, ze struktura katechin (liczba grup hydroksylowych 1 miejsce
podstawienia) wptywa na warto$ci pKa najtatwiej dysocjujacych grup OH. Podobny efekt
zaobserwowano weczesniej dla hydroksyflawonow 1ikwaséw 4-hydroksybenzoesowych
[Lemanska et al. 2003, Tyrakowska et al. 1999].

Na podstawie poréwnania wartosci pKa katechin z ich wyznaczonymi profilami
warto$ci TEAC od pH wykazano, ze przyczyna wzrostu aktywnosci przeciwutleniajacej
TEAC katechin wraz ze wzrostem pH jest deprotonacja najbardziej kwasowych grup OH
(C3’-OH, C4’-OH i/lub C4”-OH) w czasteczce. W dotychczasowych badaniach katechin nie
brano pod uwage wptywu dysocjacji na ich aktywnos¢ przeciwutleniajaca.

Z wartosci pKa katechin wynika, ze deprotonacja grup OH nastepuje
w fizjologicznym zakresie pH. Oznacza to, ze w roztworach o pH 7,4, w ktorych oznaczano
aktywnos$¢ przeciwutleniajaca TEAC katechin, zwiazki te wystepuja jako mieszanina form
czasteczkowych w roznych stosunkach molowych. Otrzymane w toku niniejszych badan
zalezno$ci aktywnos$ci przeciwutleniajacej TEAC katechin od pH oraz wartosci pKa katechin
umozliwily wyznaczenie aktywnos$ci przeciwutleniajacej TEAC dla poszczegdlnych katechin

w $cisle okreslonym stanie protonacji np. formie oboj¢tnej lub monoanionowe;.
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Zaleznos¢ miedzy struktura zwiazkow polifenolowych a ich aktywnos$cia
przeciwutleniajaca od lat jest przedmiotem badan wielu naukowcoéw. Z opublikowanych
dotychczas w literaturze danych wynika, Ze aktywno$¢ przeciwutleniajaca zwiazkow
polifenolowych zalezy w duzej mierze od liczby grup hydroksylowych [Salah et al. 1995,
Rice-Evans et al. 1996]. Wyniki badan uzyskane w niniejszej pracy potwierdzaja wpltyw
liczby grup OH na aktywno$¢ przeciwutleniajaca TEAC katechin. Jednak na podstawie
analizy zaleznosci warto$ci TEAC katechin od pH $rodowiska, wykazano, ze poza liczba grup
OH istotne jest rowniez ich rozmieszczenie w czasteczce. Stwierdzono, ze przede wszystkim
reszta kwasu galusowego oraz w mniejszym stopniu grupa pyrogalolowa odpowiadaja
za wysoka aktywnos$¢ TEAC katechin. Stwierdzono réwniez, ze reszta kwasu galusowego jest
odpowiedzialna za wzrost aktywno$ci katechin w zakresie pH powyzej 3.,5.

Ponadto, na podstawie pordwnania eksperymentalnie wyznaczonych zalezno$ci warto$ci
TEAC galusanu epigalokatechiny oraz galusanu epikatechiny od pH z zalezno$ciami
wyznaczonymi teoretycznie dla tych zwiazkow przez zsumowanie wartosci TEAC
epigalokatechiny i galusanu metylu lub epikatechiny i galusanu metylu przy odpowiednich
pH (rysunek 17, str. 94) wykazano istnienie addytywnego efektu dwoch niezaleznych,
aktywnych przeciwrodnikowo ugrupowan pyrogalolowego i reszty kwasu galusowego
w galusanie epigalokatechiny oraz katecholowego i reszty kwasu galusowego w galusanie
epikatechiny. W oparciu o efekt addytywny dwdch niezaleznych ugrupowan wystepujacych
zardwno w galusanie epigalokatechiny, jak i w galusanie epikatechiny wyjasniono przyczyng
znacznie wigkszej aktywnosci przeciwutleniajacej tych zwiazkdw w  pordéwnaniu
do aktywno$ci  epigalokatechiny 1 epikatechiny w  zakresie pH powyzej 3,5.
Z opublikowanych  w literaturze danych wiadomo, Ze ugrupowanie pyrogalolowe
w pierscieniu B i reszta kwasu galusowego w pozycji C3 katechiny stanowia wazne elementy
dla aktywnosci przeciwrodnikowej katechin w tescie DPPH [Nanjo et al. 1996]. Dotychczas
nie wyjasniono jednak znaczenia tych elementow.

W oparciu o addytywny efekt przeciwutleniajacy dwoch niezaleznych ugrupowan
wystgpujacych zaré6wno w galusanie epigalokatechiny, jak i w galusanie epikatechiny
jednoznacznie wyjasniono dlaczego ugrupowania pyrogalolowe i katecholowe oraz reszta
kwasu galusowego maja kluczowe znaczenie dla aktywnos$ci przeciwutleniajacej katechin.

W celu wyjasnienia wplywu dodatkowych grup hydroksylowych oraz przyczyny
wzrostu aktywnos$ci przeciwutleniajacej TEAC katechin po deprotonacji ich najbardziej
kwasowych grup OH eksperymentalne wartosci TEAC katechin, w zdefiniowanym stanie

protonacji, porownano z literaturowymi, obliczonymi teoretycznie wartosciami energii
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dysocjacji wiazania O-H (BDE) charakteryzujacymi zdolno$¢ czasteczki do oddawania atomu
wodoru oraz z warto§ciami potencjatow jonizacji (IP) odzwierciedlajacymi zdolnosé
czasteczki do oddawania elektronu.

Wykazano, ze przyczyna wzrostu aktywnosci przeciwutleniajacej TEAC katechin
po deprotonacji najbardziej kwasowych grup hydroksylowych jest wigksza zdolno$¢ tych
zwiazkow do oddawania elektronu, czego odzwierciedleniem sg znacznie nizsze wartosci IP
form monoanionowych w pordwnaniu do form neutralnych katechin.

Z badan przedstawionych w pracy wynika rowniez, ze konfiguracja przestrzenna nie
ma istotnego wplywu na aktywno$¢ przeciwutleniajaca epimerdw  katechin.
W dotychczasowej literaturze brak jest szczegdétowych danych na temat aktywnosci
przeciwutleniajacej epimerow katechin.

Zwiazki polifenolowe, dzialajace przeciwutleniajaco, moga w zalezno$ci od st¢zenia
oraz warunkow srodowiska (obecnosci jonow metali przejSciowych, tlenu czasteczkowego
1enzymow) ulega¢ utlenianiu z utworzeniem toksycznych reaktywnych metabolitow
o strukturze chinondéw. Niekorzystny wplyw chinonéw na organizm ludzki wynika z ich
reakcji z makroczasteczkami komdrkowymi, co prowadzi do zmiany ich struktury i funkcji,
aw konsekwencji do powstawania i rozwoju chordéb cywilizacyjnych, takich jak np.
nowotwory 1 niedokrwienne choroby serca. Chinony zwiazkéw polifenolowych moga
powstawac takze w wyniku chemicznego utleniania polifenoli, wynikajacego z ich dziatania
jako przeciwutleniaczy [van der Woude et al. 2005], co jest istotne ze wzgledu na fakt,
ze katechiny i ekstrakty z herbaty zielonej wykorzystuje si¢ jako naturalne przeciwutleniacze
zywnosci oraz jako sktadniki wielu suplementow diety.

Jednakze, w ostatnich latach ujawniono, ze powstajace w wyniku utleniania zwiazkow
polifenolowych silnie elektrofilowe chinony moga wykazywaé pozytywny wplyw
na organizm czlowieka poprzez aktywacje ekspresji genéw kodujacych enzymy
detoksykacyjne. Selektywna indukcja ekspresji tych genow moze stanowi¢ skuteczna ochroneg
komorek organizmu przed toksycznym dziataniem ksenobiotykow i reaktywnych form tlenu.
Z danych literaturowych wynika, ze flawonoidy sa zdolne do indukcji enzymow
detoksykacyjnych. Powszechnie uwaza si¢, ze indukcja tych enzyméw moze odgrywac
istotna role w prewencji nowotworéw. Jednym z mozliwych mechanizmoéw indukcji ekspres;ji
genow kodujacych enzymy detoksykacyjne jest aktywacja ich ekspresji za posrednictwem
elementu EpRE. Wedlug Lee-Hilz i wspolpracownikow [2006] hydroksyflawony moga
aktywowac transkrypcyjnie geny zawierajace w regionie promotorowym element EpRE

dzigki ich wiasciwosciom proutleniajacym. Poniewaz katechiny wystgpujace w herbacie
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zielonej rowniez posiadaja wiasciwosci proutleniajace itakze moga indukowac ekspresje
genow kodujacych enzymy detoksykacyjne, w niniejszej pracy zbadano zdolno$¢ wybranych
katechin do indukcji ekspresji genu kodujacego oksydoreduktazg NAD(P)H:chinon 1 —
zawierajacego w regionie promotorowym element EpRE oraz role wlasciwosci
proutleniajacych katechin w tej indukc;ji.

W toku badan przedstawionych w pracy udowodniono, ze za indukcje ekspresji genu
kodujacego NQO1 za posrednictwem elementu EpRE sa odpowiedzialne wtasciwosci
proutleniajace katechin. Potwierdzaja to nastgpujace wyniki badan:

1. Wykazano eksperymentalnie, ze tylko katechiny z ugrupowaniem pyrogalolowym
(epigalokatechina, galokatechina i ich galusany) sa zdolne do aktywacji ekspresji genu
kodujacego NQOI1 (rysunek 19, str. 103). Moze to wynika¢ ze zwigkszonej tendencji
ugrupowania pyrogalolowego do utleniania i tworzenia chinonow.

2. Stwierdzo, ze ekspresja genu NQOI1 za posrednictwem elementu EpRE jest ostabiona
w komorkach EpRE-Lux z podwyzszonym poziomem wewnatrzkomorkowego
glutationu 1 podwyzszona w komoérkach z obnizonym poziomem glutationu (rysunek 20,
str. 107), co wskazuje na istotna rolg chinonow katechin, powstajacych w wyniku ich
dziatania proutleniajacego, w mechanizmie tej indukc;ji.

3. Wykazano, przy zastosowaniu metody in vitro (utlenianie epigalokatechiny 1 galusanu
epigalokatechiny w obecno$ci tyrozynazy i glutationu), ze dwie biologicznie aktywne
katechiny sa zdolne do utworzenia chinonéw (rysunek 21, str. 110). Chinony katechin
wykryto droga posrednia, poprzez identyfikacje ich koniugatéw z glutationem,
za pomoca HPLC, widm masowych LC/MS i widm H' NMR

4. Przy uzyciu literaturowych wartosci potencjalow utleniania (E;») oraz réznicy ciepla
tworzenia (DHF) wykazano, ze zdolno$¢ katechin do indukcji ekspresji genu
kodujacego NQO1 wynika z ich tatwosci utleniania 1 zdolnosci do tworzenia chinondéw
(tabela 16, str. 104).

Na podstawie wynikow badan stwierdzono, Ze najbardziej aktywnym induktorem jest
galusan epigalokatechiny.

Ponadto w oparciu o wyniki badan przedstawionych w pracy wykazano,
ze ugrupowanie pyrogalolowe obecne w czasteczce katechiny, a nie reszta kwasu
galusowego, jak postulowano dotychczas [Chen et al. 2000], jest elementem strukturalnym
katechin warunkujacym ich zdolno$¢ do indukcji ekspresji genu NQO1 za posrednictwem

elementu EpRE. Potwierdzeniem tego sa nast¢pujace wyniki badan:
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1. Tylko katechiny zawierajace ugrupowanie pyrogalolowe indukuja ekspresje genu
kodujacego enzym NQO1.
2. Galusan epikatechiny nie wykazuje zdolnosci do indukcji w catym badanym zakresie
stezen.
3. Utlenianie katechin z utworzeniem ich form chinonowych ma miejsce w pierscieniu B.
4. Katechiny z ugrupowaniem pyrogalolowym charakteryzuja si¢ nizszymi warto$ciami
parametréw E;,» 1 DHF odzwierciedlajacymi tatwo$¢ utleniania czasteczki.
Przedstawione w niniejszej pracy wyniki poszerzaja wiedz¢ na temat czynnikow
decydujacych o aktywnos$ci przeciwutleniajacej herbat zielonych, jak i wystgpujacych w nich
katechin. Wykazano, ze nie tylko liczba grup OH 1 niezaleznie aktywne przeciwrodnikowo
ugrupowania strukturalne (pyrogalolowe lub katecholowe i reszta kwasu galusowego), ale
takze pH S$rodowiska oraz stan protonacji katechin, ktéry wynika z pKa najtatwiej
dysocjujacych grup hydroksylowych w czasteczce maja istotny wplyw na aktywnos¢
przeciwutleniajaca katechin i1 ekstraktow z herbat zielonych. Ponadto wykazano, ze chinony
katechin uznawane dotychczas za toksyczne produkty utleniania tych zwiazkéw moga mieé
pozytywny wplyw na organizm czlowieka poprzez selektywna indukcje ekspresji genow
kodujacych enzymy II fazy biotransformacji, takich jak np. oksydoreduktaza
NAD(P)H:chinon 1 (NQOT). Wyniki przedstawione w pracy stanowia podstawe do dalszych

badan nad aktywnoscia przeciw- i pro-utleniajaca katechin oraz herbat zielonych in vivo.
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Wykaz skrotow i symboli stosowanych w pracy

AAPH

ABTS™

DPPH’
ESR
FRAP

MDA
ORAC

TBARS

TRAP

TEAC

generator rodnikéw nadtlenkowych — chlorowodorek 2,2°-azynobis (2-
amidinopropanu)

trwaly  kationorodnik  zwiazku  2,2’-azynobis-3-etylobenzenotiazolino-6-
sulfononianu diaminowego stosowany w tescie TEAC

trwaly rodnik zwiazku 2,2-difenylo-1-pikrylhydrazylu stosowany w tescie DPPH
rezonans spinu elektronowego

ang. Ferric Reducing Antioxidant Power — zdolno$¢ redukcji kompleksu zelaza
(IIT) z tripirydylotriazyna do kompleksu zelaza (II) z tripirydylotriazyn

aldehyd dimalonowy

ang. Oxygen Radical Absorbance Capacity — zdolno§¢ zmiatania rodnikéw
tlenowych

ang. Thiobarbituric Acid Reactive Substances — metoda oznaczania stopnia
hamowania peroksydacji lipidéw poprzez reakcje z kwasem tiobarbiturowym

ang. Total Radical-Trapping Antioxidant Parametr — calkowita zdolno$¢ wiazania
wolnych rodnikéw

ang. Trolox Equivalent Antioxidant Capacity — troloksowy réwnowaznik zdolno$ci
przeciwutleniajacej
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