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W pracy poréownano zdolnosci antyoksydacyjne czarnej i zielonej herbaty
w przeciwdziataniu powstawaniu stresu oksydacyjnego wywolanego przez wo-
doronadltlenek tert-butylu (t-BHP) w komorkach srodblonka ludzkiej zyly pepo-
winowej (HUVEC). Stwierdzono, zZe czarna i zielona herbata w znacznym stop-
niu zapobiega zmianom w ukladzie antyoksydacyjnym komérek HUVEC w wa-
runkach stresu oksydacyjnego wywolanego za pomocq t-BHP i w konsekwencji
chroniq bialka i lipidy komorek przed oksydacyjnymi modyfikacjami.

Hasta kluczowe: HUVEC, czarna herbata, zielona herbata, antyoksydanty, peroksy-
dacja lipidow, modyfikacje bialek.

Key words: HUVEC, black tea, green tea, antioxidant, lipid peroxidation, protein
modifications.

Tlen jest pierwiastkiem niezb¢dnym do zycia organizmdéw aerobowych, jednak
bedac prekursorem reaktywnych form tlenu (RFT) moze by¢ takze toksyczny. Re-
aktywne formy tlenu (RFT) powstaja gtdownie podczas redukcji tlenu w tancuchu
oddechowym mitochondrium, w przemianach cyklooksygenez, oraz podczas reak-
cji katalizowanych przez enzymy komorkowe takie jak oksydaza cytochromu P450
i oksydaza ksantynowa (1). W organizmie istnieje $cista regulacja produkc;ji i elimi-
nacji RFT, w ktorej uczestnicza gtéwnie endogenne antyoksydanty enzymatyczne
i nieenzymatyczne. Dzialanie endogennych sktadnikow uktadu antyoksydacyjnego
musza jednak wspomagaé antyoksydanty egzogenne, zwlaszcza pochodzenia na-
turalnego. Wsro6d powszechnie spozywanych napoi odznaczajacych si¢ dzialaniem
antyoksydacyjnym sa herbaty, a zwlaszcza herbata zielona i1 czarna. Herbata zielo-
na otrzymywana w procesie dehydratacji liSci zawiera monomeryczne polifenole
— katechiny posiadajace udowodnione wiasciwosci antyoksydacyjne (2). Ostatnie
badania wykazuja jednak, ze silne wlasciwosci antyoksydacyjne posiada réwniez
czarna herbata otrzymywana w procesie fermentacji lisci herbaty i w konsekwencji
zawierajaca mniejsza ilos¢ katechin, a wigksza polimerycznych polifenoli — teafla-
win 1 tearubigin, ktorych aktywnos¢ biologiczna jest ciagle niedostatecznie udoku-
mentowana (3, 4).



Nr 1 Dziatanie czarnej i zielonej herbaty na komérki $rédbtonka 67

W warunkach stresu oksydacyjnego pierwsza linig obrony tkanek stanowig komor-
ki srodblonka, ktore sa rowniez w pierwszej kolejnosci narazone na RFT (5). Jednak
komorki te zawieraja mniej enzymow antyoksydacyjnych niz inne komorki jak np.
fibroblasty czy komorki nabtonkowe typu II (6). Poniewaz komorki srédbtonka wy-
stepuja we wszystkich unaczynionych nowotworach sg one bardzo istotnym celem
dla zwigzkéw antyoksydacyjnych. Dlatego celem przeprowadzonych badan byto
poréwnanie zdolno$ci czarnej i zielonej herbaty w przeciwdziataniu powstawania
stresu oksydacyjnego wywolywanego przez wodoronadtlenek tert-butylu (t-BHP)
w komorkach srodbtonka ludzkiej zyty pepowinowej (HUVEC).

MATRIAL I METODY

Komoérki HUVEC otrzymano z pgpowiny noworodka urodzonego z ciazy prawid-
towej. Zyle pepowinowa inkubowano w temp. 37°C przez 10 min. z 0,1% roztwo-
rem kolagenazy. Nastgpnie perfundowano roztworem HBSS, uzyskany eluat wiro-
wano, a osad komérek HUVEC zawieszano w podtozu M199 (o stez. 25 mmol/dm’
HEPES), a nastgpnie umieszczano w butelkach hodowlanych (Nagle Nunc Inter-
national, USA). Eksperymenty przeprowadzano na komoérkach z czwartego pasa-
zu w pigciokrotnych powtorzeniach. W celu potwierdzenia czystosci, hodowle ko-
morek HUVEC sprawdzano immunocytochemiczne (z przeciwciatami przeciwko
czynnikowi Von Willebranda).

Komorki HUVEC zostaly podzielone na nastepujace grupy:

e HUVEC — kontrola — komoérki niestymulowane

o HUVEC+zielona herbata — komorki inkubowano przez 2 godz. z ekstraktem
zielonej herbaty (50 pg/cm’) (liofilizat TJ Lipton, Englewood Cliffs, NJ). Ekstrakt
zawieral: galusan epigalokatechiny (97 mg/g suchego ekstraktu), epigalokatechine
(82 mg/g), epikatechine (90 mg/g), galusan epikatechiny (15 mg/g).

o HUVEC+czarna herbata — komoérki inkubowano przez 2 godz. z ekstraktem
czarnej herbaty (50 pg/cm’) (liofilizat TJ Lipton, Englewood Cliffs, NJ). Ekstrakt
zawieral: galusan epigalokatechiny (4,84 mg/g suchego ekstraktu), epigalokatechi-
ne (0,74 mg/g), epikatechine (0,94 mg/g), teaflawine (TF,) (28,32 mg/g), 3-galusan
teaflawiny (TF,A) (50,88 mg/g), 3’-galusan teaflawiny (TF,B) (26,72 mg/g), 3,3°di-
galusan teaflawiny (TF,) (28,3 mg/g).

e HUVEC+#-BHP — komérki inkubowano przez 30 min. w obecnosci wodoro-
nadtlenku tert-butylu (t-BHP) o stez. 100 pmol/dm’;

o HUVEC+#-BHP+zielona herbata — komdrki preinkubowano 2 godz. z ekstrak-
tem z zielonej herbaty, a nastepnie inkubowano 30 min. w obecnosci t-BHP o stez.
100 pmol/dm’;

o HUVEC+#-BHP+czarna herbata — komorki preinkubowano 2 godz. z ekstrak-
tem z zielonej herbaty, a nastepnie inkubowano 30 min. w obecnosci t-BHP o stez.
100 pmol/dm’;

Po zakonczeniu inkubacji usunigte zostato medium wzrostowe, a komorki przemy-
wano roztworem PBS i zawieszano w buforze lizujacym (0,25% trypsyna z 0,03%
EDTA-4Na). Komorki przemyte roztworem PBS poddano dezintegracji przez
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3-krotne zamrazanie (—80°C) i odmrazanie. Otrzymana zawiesing poddano wirowa-
niu (10000 x g, 10 min.), a uzyskany ptyn nadosadowy uzyto do badan.

Oznaczenia biochemiczne

W ptynie nadosadowym oznaczono: aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD;
EC.1.15.1.1) metoda Misra and Fridovich (1972) w modyfikacji Sykes’a (1978);
aktywnos¢ peroksydazy glutationowej (GSH-Px; EC.1.11.1.6) metoda Paglia and
Valentine; aktywnos¢ reduktazy glutationowej (GSSG-R; EC.1.6.4.2) metoda Mize
and Langdon; poziom GSH metoda HPLC wg Cereser (9); poziom witaminy A i E
metodq HPLC; poziom markera peroksydacji lipidow (MDA) metodqa HPLC (11);
poziom markerdw oksydacyjnej modyfikacji biatek (dityrozyny i tryptofanu) ozna-
czano spektrofluorymetrycznie; poziom bialka oznaczano metoda Lowry i wspolpr.
Metody opisano w pracach wczesniejszych (3)

Analiza statystyczna

Otrzymane wyniki dla 5 powtoérzen przedstawione sg jako $rednia £ SD. Wyniki
byly analizowane testem #-Studenta. Warto$ci dla p < 0,05 uznano za istotne staty-
styczne.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Uwaza si¢, ze antyoksydanty, w tym takze polifenole zawarte w diecie petnia
ochronng role w patogenezie w chorobach, ktérych uczestniczag RFT, w tym w cho-
robach cywilizacyjnych takich, jak choroby nowotworowe oraz choroby uktadu kra-
zenia. Dlatego istotne jest dostarczanie dla organizmu substancji, zwltaszcza natural-
nych, o dzialaniu antyoksydacyjnym. Jednym z powszechnie spozywanych napojow
o udowodnionym dziataniu antyoksydacyjnym jest zielona herbata (7). W ostatnich
latach pojawily si¢ jednak rowniez doniesienia o antyoksydacyjnym dziataniu czar-
nej herbaty (3, 4). Wyniki niniejszej pracy wykazaty, ze czarna herbata dziata nawet
silniej niz zielona na uktad antyoksydacyjny komdérek HUVEC w warunkach stre-
su oksydacyjnego wywolanego za pomoca wodoronadtlenku fert-butylu (+-BHP)
(tab. I). Istnieja dwie rézne drogi metabolizmu wodoronadtlenku fert-butylu; jedna
z udzialem cytochromu P450, a druga z udziatem peroksydazy glutationowej prze-
ksztatcajacej -BHP w #-butanol i utleniony glutation (8, 9). W wyniku metabolizmu
t-BHP moze dochodzi¢ do wzrostu poziomu RFT (8), ktore moga wchodzi¢ w reak-
cje z waznymi biologicznie sktadnikami komoérek. Potwierdzaja to wyniki niniejszej
pracy, ktére wykazaty, ze stres oksydacyjny wywotany przez t-BHP powoduje oksy-
dacyjne modyfikacje biatek i lipidéw (tab. I).

Uwaza si¢, ze glownym celem dzialania RFT sg biatka, ktore w réznym jed-
nak stopniu wchodza w reakcje z RFT (10). Sposréd aminokwaséw wchodzacych
w sktad biatek najbardziej wrazliwe na utlenianie s3 aminokwasy zawierajace grupg
sulfhydrylowa oraz aminokwasy aromatyczne. Uznanym markerem modyfikacji bia-
fek wywolanych glownie przez rodniki hydroksylowe jest poziom dityrozyny (11).
Przeprowadzone badania wykazuja, ze w obecnosci ~-BHP ilos¢ tryptofanu ulega
znacznemu obnizeniu, podczas gdy poziom dityrozyny wzrasta (tab. I). Konsekwen-
cja modyfikacji reszt aminokwasowych biatek sa zmiany w drugo- i trzeciorzgdowe;j
strukturze biatek, co moze prowadzi¢ do zmiany w funkcji tych zwiazkow.
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Niezaleznie od modyfikacji struktury biatek wywotanej przez RFT, reszty ami-
nokwasowe biatek wchodzg réwniez w reakcje z produktami peroksydacji lipidow.
Sposrdéd drobnoczasteczkowych zwiazkéw powstajacych w czasie peroksydacji
lipidow najbardziej reaktywne sa aldehydy w tym dialdehyd malonowy i 4-hy-
droksynonenal (12), zwiazki, ktére moga peti¢ funkcje ,,wtérnych przekaznikow”
w reakcjach wolnorodnikowych. Stwierdzono, ze t-BPH powoduje istotne staty-
stycznie podwyzszenie poziomu MDA (tab. I). Reaktywnos¢ tych zwiazkow wy-
nika z ich silnych wlasciwosci elektrofilowych, co w powiazaniu z nuklofilowymi
wlasciwosciami tiolowych, aminowych i histydynowych grup biatkowych, moze
by¢ przyczyna ich reakcji z bialkami. Wykazano, ze w wyniku tego typu reakcji
4-hydroksynonenal hamuje aktywnos$¢ peroksydazy glutationowej (13). Aktyw-
no$¢ tego enzymu hamowana jest dodatkowo przez specyficzna reakcj¢ pomigdzy
dialdehydem malonowym Iub 4-hydroksynonalem i selenocysteing, ktdra stanowi
centrum aktywne proksydazy glutationowej (14). Enzym ten dziata w kooperacji
z GSH jako koenzymem. W niniejszej pracy wykazano obnizenie poziomu zredu-
kowanego glutationu po zastosowaniu t-BHP. W zwiazku z powyzszym dochodzi
do obnizenia aktywnos$ci peroksydazy glutationowej, a poniewaz GSH-Px bierze
udzial w rozkladzie nadtlenkéw w tym takze nadtlenkéw lipidéw, obnizenie jej
aktywno$ci zaobserwowane w czasie badan koresponduje z podwyzszonym pozio-
mem produktow peroksydacji lipidow. Nasileniu procesu peroksydacji lipidow po
zastosowaniu t-BHP sprzyja réwniez obnizenie poziomu witamin: A i E, ktére pel-
nig rol¢ lipofilowych antyoksydantéw chroniacych sktadniki bton biologicznych
w tym takze fosfolipidy blonowe. Stwierdzono, ze obnizeniu aktywnos$ci peroksy-
dazy glutationowej, towarzyszy podwyzszenie aktywnosci dysmutazy ponadtlen-
kowej i reduktazy glutationowej. Sprzyja to nasilonej dysmutacji anionorodnika
ponadtlenkowego i zwigkszenie ilosci nadtlenku wodoru, a wiadomo, ze nadtlenek
wodoru moze aktywowacé ekspresje genéw poprzez element odpowiedzi antyoksy-
dacyjnej (ARE). Uwaza sig, ze mechanizm ten moze polega¢ na elektrofilowej mo-
dyfikacji grup sulthydrylowych, co zaobserwowano w ludzkich fibroblastach (15).
Wazrost aktywnosci antyoksydacyjnej enzymdéw moze by¢ rowniez spowodowany
przez wigksza dostgpnos¢ jonéw metali przejsSciowych w tym jonéw miedzi beda-
cych kofaktorami dysmutazy ponadtlenkowej (16). Natomiast wzrost aktywnosci
GSSG-R moze by¢ spowodowany dazeniem komdrek do utrzymania wiasciwego
poziomu glutationu zredukowanego.

Dotychczasowe badania wykazywaty, ze komorki srédbtonka sg bardziej wraz-
liwe na stres oksydacyjny niz fibroblasty (17), a istotng rol¢ w przeciwdziataniu
powstawania nadtlenkéw petni uktad antyoksydacyjny zalezny od glutationu (18).
Jest to niezwykle wazne ze wzgledu na lokalizacje komérek HUVEC w uktadzie
naczyniowym, gdzie moga one by¢ narazone na dziatanie nadtlenkéw np. w czasie
miejscowych stanéw zapalnych lub kontaktu z utlenionymi lipoproteinami (19), co
moze prowadzi¢ do uszkodzenia komorek srodblonka. Zdolnosci antyoksydacyjne
komorek $rodbtonka sa bardzo wazne dla zachowania prawidtowych ich funkc;ji,
dlatego tak wiele uwagi poswigca si¢ antyoksydantom naturalnym pochodzacym
zZ owocOw, warzyw 1 napoi, dostarczanych do organizmu wraz z pozywieniem.
Herbata jest jednym z najczesciej spozywanych przez ludzi napoi, a jednoczes-
nie odznacza si¢ wlasciwosciami antyoksydacyjnymi, dzigki zawartosci polifenoli.



Nr 1 Dziatanie czarnej i zielonej herbaty na komérki $rédbtonka 71

Za wlasciwosci antyoksydacyjne zielonej herbaty odpowiadaja gtownie katechi-
ny, ktdre zapobiegaja powstawaniu RFT, hamujac aktywnos¢ enzymdw bioracych
udzial w ich generowaniu oraz uczestnicza w ich usuwaniu zmiatajac RFT, lub
kompleksujac jony metali przejsciowych katalizujacych reakcje wolnorodnikowe.
Prowadzone w ostatnich latach badania pokazaty, ze polimeryczne polifenole znaj-
dujace si¢ w czarnej herbacie, czyli teaflawiny powstajace podczas fermentacji liSci
herbaty, posiadaja nawet silniejsze wtasciwosci antyoksydacyjne niz ich prekurso-
rzy — katechiny (4). Wykazano, ze teaflawiny maja zdolnos$¢ zapobiegania powsta-
wania rodnikow tlenowych poprzez hamowanie aktywnosci oksydazy ksantynowej
— enzymu bioracego udziat w produkcji aniorodnikéw ponadtlenkowych. Ponadto
teaflawiny maja zdolno$¢ zmiatania anionorodnika ponadtlenkowego, tlenu single-
towego 1 rodnikow hydroksylowych 10 razy efektywniej niz katechiny (20). Ten
fakt moze thumaczy¢ obserwowany w czasie badan wigkszy wzrost aktywnosci pe-
roksydazy glutationowej, oraz stgzenia GSH i witamin po zastosowaniu ekstraktu
z czarnej herbaty.

Polifenole herbat dziatajac antyoksydacyjne, zmniejszaja prawdopodobienistwo
zajscia reakcji pomigdzy RFT i biatkami oraz fosfolipidami, co w rezultacie chro-
ni je przed modyfikacjami. Zielona oraz czarna herbata maja zdolnos¢ zmiatania
wolnych rodnikow w fazie wodnej chronigc w ten sposob reszty biatkowe oraz
zmniejszania ruchliwosci RFT w dwuwarstwie lipidowej, gdyz katechiny i tea-
flawiny maja zdolnos¢ przenikania do rdzenia hydrofobowego btony. Sprzyja to
zmianom w utozeniu lipidéw blonowych powodujac jej stabilizacj¢ (21). Poprzez
regeneracj¢ o-tokoferolu polifenole herbat chronig przed zuzyciem lipofilowych
antyoksydantow, a takze chronig askorbinian (antyoksydant hydrofilowy), ktory
uczestniczy w cyklu wzajemnych przemian antyoksydantdw nieenzymatycznych.
Powoduje to obserwowane w pracy obnizenie nasilenia procesu peroksydacji lipi-
dow w czasie ekspozycji fosfolipidow btonowych na dziatanie RFT pochodzacych
z fazy wodne;.

Niezaleznie od faktu, ze komdrki $rodblonka stanowia pierwsza lini¢ obrony
wszystkich tkanek sa one takze sktadnikami wszystkich unaczynionych guzow. Dla-
tego wydaje sig, ze sg celem dziatania zarowno RFT jak i antyoksydantéw, w tym
takze polifenoli. Jednakze ochronne dziatanie polifenoli w warunkach fizjologicz-
nych i w warunkach patologicznych moze niestety nasila¢ rozwoj stanéw chorobo-
wych np. rozwoj nowotworow. Jest to bardzo istotne w przypadku herbat, ktére sa
spozywane przez wiekszos¢ populacji ludzkie;j.

WNIOSKI

Czarna i zielona herbata w podobnym stopniu przeciwdziataja zmianom w ak-
tywnosci/poziomie parametrow antyoksydacyjnych komoérek srodbtonka (HUVEC)
w warunkach stresu oksydacyjnego.

Obie herbaty zapobiegaja w znaczacym stopniu powstawaniu oksydacyjnych mo-
dyfikacji lipidow 1 biatek.
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I. Dziakowska, E. Skrzydlewska

COMPARISON OF BLACK AND GREEN TEA EFFECT
ON ENDOTHELIAL CELLS

Summary

The aim of the present study was to compare antioxidant activity of black and green tea against oxida-
tive stress induced by tert-butyl hydroperoxide (t-BHP) in human umbilical vein endothelial cells (HU-
VEQ). It has been shown that both black and green tea considerably prevent changes in HUVEC antioxi-
dative system in conditions of oxidative stress induced by t-BHP, thereby protecting proteins and lipids
from oxidative modification.
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