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WPLYW DAWKI KATECHIN MODYFIKOWANYCH
TERMICZNIE NA HAMOWANIE ROZWOJU MIAZDZYCY
U MYSZY apoE-KNOCKOUT

DOSE EFFECT OF THERMALLY MODIFIED CATECHINS
ON THE INHIBITION OF ATHEROSCLEROSIS IN apoE-KNOCKOUT MICE

Streszczenie. Znany jest korzystny wptyw katechin zielonej herbaty na zdrowie czlowieka, jed-
nak interesujacym i ciagle mato poznanym zagadnieniem jest wptyw modyfikacji termicznej na
bioaktywnos¢ katechin. Celem niniejszej pracy bylo ustalenie dawki modyfikowanych termicznie
katechin, przy ktorej obserwowane jest najefektywniejsze hamowanie procesdw inicjowania
1 progresji miazdzycy u myszy apoE-knockout. Rozwdj miazdzycy oceniono na podstawie analizy
zmian miazdzycowych: w aorcie metoda en face i w sercu metoda cross-section. Najefektywniej
dziataty katechiny w dawce 0,1%. Zmniejszaty one powierzchni¢ zmian miazdzycowych o 27,0%
(metoda en face) i 44,2% (metoda cross-section) wzgledem grupy kontrolnej. Ponadto wprowa-
dzone do diety katechiny modyfikowane termicznie w dawkach 0,1% i 0,2% powodowaty
zmniejszenie przyrostu masy ciata zwierzat w przeliczeniu na 1 g spozytej diety.

Stowa kluczowe: katechiny, (-) form (2S, 3R), miazdzyca, cholesterol, myszy apoE-knockout

Wstep

Zywno$¢ nalezy do produktow nietrwatych, o ograniczonym okresie zdatnosci do
spozycia, co najczeSciej wynika z zanieczyszczen mikrobiologicznych i utleniania
thuszczow. W celu przedtuzenia trwatosci stosowane sa konserwanty i antyoksydanty,
najczesciej pochodzenia syntetycznego, cho¢ w ostatnich latach roénie takze zaintere-
sowanie naturalnymi antyoksydantami, gtéwnie katechinami zielonej herbaty (Dolatow-
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ski i in., 2010; Mika i in., 2009; O’Sullivan i in., 2004; Salejda i in., 2011). W bada-
niach z uzyciem preparatow katechinowych wykazano, ze skuteczniej hamujg one pro-
cesy peroksydacji tluszczow niz zastosowane w tych samych ilosciach syntetyczne
antyoksydanty, takie jak d-tokoferol czy BHT (Mika i in., 2009; O’Sullivan i in., 2004).
Zaobhserwowano rowniez, ze preparaty katechinowe poddane modyfikacji termiczne;j,
prowadzacej do 20-procentowego udziatu (-) form (2S, 3R), jeszcze efektywniej prze-
ciwdziataja procesom oksydacyjnym (Mika i in., 2009). Znany jest korzystny wplyw
katechin zielonej herbaty na zdrowie cztowieka (Del Rio i in., 2010), jednak interesujg-
cym i ciggle mato poznanym zagadnieniem jest wplyw modyfikacji termicznej na bio-
aktywno$¢ katechin. Celem niniejszej pracy byto ustalenie dawki katechin modyfiko-
wanych termicznie, przy ktérej obserwowane jest najefektywniejsze hamowanie proce-
sOw inicjowania i progresji miazdzycy u myszy apoE-knockout.

Material i metody

Przygotowanie preparatu katechin

Do badan zastosowano katechiny zielonej herbaty (Polyphenon 60 zakupione w fir-
mie Sigma-Aldrich), ktérych 5-procentowe wodne roztwory poddawano modyfikacji
termicznej. Proces prowadzono w warunkach beztlenowych (roztwory ptukano przez
2 min gazowym azotem), w temperaturze 140°C przez 40 min.

Doswiadczenie Zzywieniowe

Homozygotyczne 10-tygodniowe samce z wylaczonym genem apolipoproteiny E
(apoE-knockout) zakupiono w laboratorium Taconic (Dania). Myszy podzielono na
cztery grupy liczace po siedem osobnikéw i umieszczono w oddzielnych klatkach (dt.
58,5 cm, szer. 37,5 cm, wys. 20 cm) z nieograniczonym dostgpem do pokarmu i wody.
Klatki ze zwierzetami umieszczono w klimatyzowanym pomieszczeniu o temperaturze
21°C i wilgotnosci 55 £10% z 12-godzinnym naprzemiennym cyklem $wiatlo/ciem-
nos¢. Podczas pierwszych dwoch tygodni doswiadczenia, w czasie aklimatyzacji, myszy
otrzymywatly standardowa pasze Altromin (w formie granulatu). Po tym okresie zwie-
rzeta zywiono przez 12 tygodni zmodyfikowang dieta AIN 93G (Reeves i in., 1993).
Przygotowana dieta zawierata: 39,8% skrobi kukurydzianej, 20% masta, 20% kazeiny,
10% sacharozy, 5% celulozy, 3,5% mieszanki mineralnej (AIN-93G-MX), 1% mieszanki
witaminowej (AIN-93-VX), 0,3% L-cysteiny, 0,25% choliny oraz r6zne ilosci modyfiko-
wanych termicznie katechin. Zawarto$¢ katechin w diecie wynosita odpowiednio: 0% s.m.
(kontrola), 0,05% s.m., 0,1% s.m. i 0,2% s.m. Diet¢ sporzadzono jednorazowo i rozdzie-
lono na dzienne racje, ktére przechowywano w temperaturze —20°C. Bezpos$rednio przed
podaniem zwierzgtom mieszanki byly taczone z woda w stosunku 2:1 i formowane
w placki. Codziennie przed podaniem §wiezej porcji karmy niezjedzone resztki zbierano
i wazono. Myszy byly wazone raz w tygodniu. Po zakonczeniu okresu zywienia zwierzgta
poddano narkozie poprzez dootrzewnowe podanie tiopentalu (40 mg/kg masy ciata). Po
uspieniu z tetnicy nerkowej pobierano krew i umieszczano w probowkach z heparyna.
Surowice oddzielano przez odwirowanie probek 12 000 x g przez 2 min i przechowywano
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w temperaturze —80°C do czasu wykonania analiz. Serce i aorte przed pobraniem przemy-
to roztworem PBS przez bezposrednig iniekcje w lewa komore serca.

Na przeprowadzenie badan na zwierzetach uzyskano zgod¢ nr 78/V1/2009 z dnia 16
czerwca 2009 roku, wydang przez I Lokalng Komisj¢ Etyczng do Spraw Doswiadczen
na Zwierzgtach w Krakowie.

Metody analityczne

Zawartos¢ 1 rodzaj katechin w preparacie po modyfikacji termicznej oznaczano me-
toda wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) opisang przez Lina i in. (1998).
Do oznaczen uzywano chromatografu cieczowego (Biorad Lab., USA), detektora spek-
trofotometrycznego (A = 280 nm) oraz kolumny LUNA C18(2) (250 x 4,6 mm). Stoso-
wano elucje gradientowg (0-10 min — 100% fazy A — elucja izokratyczna; 10-25 min —
100%-90% fazy A, 0%-10% fazy B — gradient liniowy; 25-60 min — 90%-70% fazy A,
10%-30% fazy B — gradient liniowy) przy przeptywie fazy ruchomej rownym 1 ml/min.
Jako fazy A uzyto roztworu: metanol/kwas mréwkowy/woda redestylowana (20 : 0,3 : 79,7
vIvVIv), a jako fazy B — roztworu: metanol/kwas mrowkowy (99,7 : 0,3 v/v).

Stezenie produktéw peroksydacji ttuszczow reagujacych z kwasem 2-tiobarbituro-
wym (TBARS) w surowicy krwi zwierzat do§wiadczalnych oznaczano spektrofotome-
trycznie, stosujac gotowe zestawy analityczne firmy Cell Biolabs. TBARS wyrazono
jako liczbe mikromoli dialdehydu malonowego (MDA).

Stezenie cholesterolu catkowitego (Chol) i zwigzanego z lipoproteinami o duzej
(HDL) oraz o matej (LDL) gestosci w surowicy krwi myszy oznaczano metoda enzyma-
tyczna, stosujac gotowe zestawy analityczne firmy Cormay.

Analize zmian miazdzycowych metoda en face przeprowadzano w rozcigtych
wzdtuznie aortach utrwalanych w 4-procentowym roztworze formaldehydu w zbuforo-
wanym roztworze fizjologicznym (pH 7,4). Aorty rozcinano, rozpoczynajac od tuku do
rozdwojenia biodrowego, nastgpnie rozpinano na silikonowych ptytkach i barwiono
Sudanem IV. Powierzchni¢ zmian miazdzycowych i catkowita powierzchni¢ aorty obli-
czano z uzyciem programu LSM Image Browser.

Analize zmian miazdzycowych metodg cross-section wykonywano w poczatkowym
odcinku aorty wstepujacej. Serca myszy umieszczono w zelu OCT (CellPath, Oxford,
UK) i zamrozono w temperaturze —80°C. Nastepnie krojono je, zgodnie z protokotem
Elhage i in. (2003), na skrawki kriostatowe o grubos$ci 10 um. Po utrwaleniu w 4-
-procentowym roztworze paraformaldehydu skrawki barwiono czerwienia oleista. Do
oceny brano osiem skrawkéw pobranych co 100 um, rozpoczynajac od miejsca, gdzie
wszystkie trzy platki zastawki aortalnej byly widoczne pod mikroskopem. Obrazy
skrawkOw archiwizowano za pomocg aparatu cyfrowego. Catkowita powierzchnie
blaszki miazdzycowej mierzono z uzyciem programu LSM Image Browser. Dla kazdej
myszy $rednig wielko§¢ powierzchni miazdzycy obliczano z odmiu skrawkdw.

Dane otrzymane z przeprowadzonych eksperymentéw analizowano za pomoca pro-
gramu statystycznego Statgraphics Plus for Windows w wersji 5.1. Warto$ci $rednie
wyliczono dla kazdej grupy myszy. W celu wykazania réznic pomiedzy warto§ciami
$rednimi wyniki poddano jednoczynnikowej analizie wariancji metoda najmniejszych
kwadratow. Istotno$¢ roznic pomigdzy wartoSciami $rednimi weryfikowano testem LSD
Fishera przy poziomie istotnosci p < 0,05.
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Wyniki

Modyfikowany termicznie preparat katechinowy zawierat 21,7% (-) form (2S, 3R)
i 78,3% (-) epiform (2R, 3R), a procentowy udzial poszczegdlnych katechin wynosit:
51,5% EGCG, 15,4% GCG, 10,3% ECG, 2,2% CG, 3,4% EC, 2,3% C.

Sredni przyrost masy ciata myszy po 12 tygodniach zywienia dieta wysokottusz-
czowa z 16zng zawartoscia katechin modyfikowanych termicznie wyniost od 12,8 g do
15,9 g (tab. 1). Najwigksza koficows mas¢ ciala zaobserwowano u myszy otrzymuja-
cych diete wysokotluszczowa z najwicksza dawka katechin. Przyrost masy zwierzat
w tej grupie byt $rednio 0 12,8% wickszy niz w grupie kontrolnej. Z kolei myszy zy-
wione dietg zawierajgcg 0,1% katechin miaty $rednio o 9,2% mniejszy przyrost masy
ciala niz myszy z grupy kontrolnej. Dodatek katechin do diety wysokottuszczowej
w ilosci 0,1% 1 0,2% spowodowal mniejszy przyrost masy ciala zwierzat na 1 g spozytej
diety. Myszy zywione dieta wysokotluszczowa z najwickszym dodatkiem katechin
(0,2%) wykazywaty wzrost taknienia. [lo$¢ diety spozywanej przez zwierzeta tej grupy
byta wigksza $rednio 0 24,1% w stosunku do myszy z grupy kontrolnej, natomiast ilosci
pokarmu pobieranego przez zwierzeta z pozostatych grup, zywionych dieta zawierajaca
0,05% i 0,1% Katechin, nie r6znity si¢ od grupy kontrolnej.

Tabela 1. Srednia iloéé diety spozytej przez jedng mysz w ciggu tygodnia oraz §redni przyrost
masy ciata zwierzat w przeliczeniu na 1 g spozytej diety

Table 1. Mean intake of food per one mouse per week and mean body weight gain per 1 g of food
intake

Zawarto$¢ katechin 1 L .
w diecie Ilos¢ diety spozytej | Przyrost masy (ngia
Poczatkowa Koncowa przez 1 mysz na 1 g spozytej diety
(% s.m.) k § 1 1 d
Coonien.t masa ciata masa ciata na tydzien Body weight gain
of catechins Initial body weight | Final body weight Food intake per per 1 g of food
in the diet (9) (9) 1 mouse per week intake
% dm) (©) (mg)
0 25,6° 39,7° 27,5 42,7°
0,05 25,7° 40,2° 27,9 43,3
0,1 25,3 38,1° 27,7° 38,57
0,2 25,57 41,4° 34,1° 38,87
SD 10,3 +0,5 0,8 11

Wartosci $rednie w kolumnach o0znaczone réznymi literami réznig si¢ istotnie (p < 0,05).
Mean values within columns designated with different letters differ significantly (p < 0.05).

Myszy zywione dieta wysokotluszczowg zawierajaca 0,1% modyfikowanych ter-
micznie katechin miaty mniejsze stezenie TG ($rednio o 20,5%) i cholesterolu catkowi-
tego ($rednio o 26,4%) w surowicy krwi niz myszy w grupie kontrolnej (tab. 2). Mody-
fikowane termicznie katechiny, niezaleznie od dawki, nie wptynety na stezenie chole-
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Tabela 2. Poziom cholesterolu, tréjglicerydéw (TG) oraz kwasu 2-tiobarbiturowego (TBARS)
w surowicy krwi myszy po 12 tygodniach do$wiadczenia zywieniowego

Table 2. Serum levels of cholesterol, triglycerides (TG) and 2-thiobarbituric acid (TBARS) in
mice after 12-week experimental period

Zawartosc¢ katechin
w diecie Cholesterol (mmol/I)
(% s.m.) TG TBARS
Content (mmol/l) (umol MDA W 1 1)
of catechins (umol MDA per 1 1)
in the diet Chol LDL HDL
(% d.m.)
0 87,9 27,7° 1,332 1,32° 61,8°
0,05 87,5° 27,5° 1,61%® 1,37° 63,0°
0,1 64,7° 26,4° 1,75° 1,052 50,7¢
0,2 83,8° 27,0° 1,68 1,40° 55,9°
SD +3,2 +1,3 +0,16 +0,12 +1,7

Wartosci $rednie w kolumnach o0znaczone réznymi literami roznig si¢ istotnie (p < 0,05).
Mean values within columns designated with different letters differ significantly (p < 0.05).

Tabela 3. Analiza ilo$ciowa blaszki miazdzycowej w aortach (metoda en face) i korzeniach aorty
w sercu (metoda cross-section) myszy po 12 tygodniach doswiadczenia zywieniowego

Table 3. Quantification of atherosclerotic plaque in aortas (en face method) and in aortic roots
(cross-section method) in mice after 12-week experimental period

Zawmos’é((;a:ﬁl'i)n w diecie Metoda en facell Metoda crg)ss—sectionz2
Content of catechins in the diet En fac(eo/g;ethod Cross-se((r:Ttllr?]r;)method
(% d.m.)
0 11,1° 0,52b
0,05 9,2b 0,36®
0,1 8,12 0,29%
0,2 8,9% 0,32%®
SD +0,58 +0,09

Wartosci $rednie obliczono dla sze$ciu myszy z kazdej grupy.

AWartosci $rednie obliczono dla czterech myszy z kazdej grupy.

Wartosci $rednie w kolumnach o0znaczone réznymi literami réznig si¢ istotnie (p < 0,05).
1values represent means for six mice per group.

2Values represent means for four mice per group.

Mean values within columns designated with different letters differ significantly (p < 0.05).
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sterolu LDL w surowicy krwi zwierzat, ale zastosowane w wysokich dawkach (0,1%
i 0,2%) powodowaly znaczgce zwiekszenie stezenia cholesterolu HDL (tab. 2). Wzrost
ten wyniost odpowiednio 31,7% i 27,3%. Ponadto wprowadzenie do diety wysokich
dawek modyfikowanych termicznie katechin skutkowalo zmniejszeniem stezenia
TBARS w surowicy krwi myszy (tab. 2). Jednak najwigksza dawka katechin, wynosza-
ca 0,2% diety, okazata si¢ mniej skuteczna w redukcji procesow peroksydacji niz dawka
wynoszgca 0,1% diety.

Katechiny modyfikowane termicznie wprowadzone do diety wysokotluszczowej
skutecznie hamowaty rozwdj miazdzycy oceniony na podstawie analizy zmian: w aorcie
metoda en face i w sercu metoda cross-section (tab. 3). Najefektywniej dziataty kate-
chiny w dawce 0,1%. Zmniejszaty one powierzchni¢ zmian miazdzycowych o 27,0%
(metoda en face) i 44,2% (metoda cross-section) wzgledem grupy kontrolne;j.

Dyskusja

Otrzymane wyniki wskazuja, ze katechiny modyfikowane termicznie zastosowane
w odpowiedniej dawce moga przeciwdziata¢ otylosci. Wykazano, ze wprowadzenie ich
w dawkach 0,1% i 0,2% do diety wysokotluszczowej zwierzat powodowato zmniejsze-
nie przyrostu masy ich ciata w przeliczeniu na 1 g spozytej diety. Spadek ten najpraw-
dopodobniej wynikat z wptywu katechin na zmniejszenie biodostepnosci thuszczow
z diety. W pracy Miki i in. (2008) wykazano, ze katechiny zmniejszaja biodostepnosé
thuszczow z diety. Ponadto inni autorzy wykazali, ze katechiny hamujg proliferacje
preadipocytéw (Ku i in., 2012) oraz zmniejszaja akumulacje¢ lipidow w komérkach
thuszczowych (Furuyashiki i in., 2004). Zmniejszona absorpcja tluszczow w przewodzie
pokarmowym w obecnosci katechin prawdopodobnie wptyneta rowniez na zmniejszenie
stezenia cholesterolu w surowicy krwi myszy zywionych dieta wysokotluszczowg za-
wierajacg 0,1% katechin. Jednak dodatek katechin w najwigkszej dawce powodowat
zwickszenie $rednio o 24,1% spozycia paszy przez myszy w tej grupie, co wptyngto na
stosunkowo duze stezenie cholesterolu catkowitego, trojgliceryddéw i TBARS w surowi-
cy krwi tych zwierzat. Obserwowany wzrost spozycia paszy mogt by¢ spowodowany
przez aktywacje w podwzgérzu kinazy AMPK, ktora reguluje procesy taknienia (Fijal-
kowski i Jarzyna, 2010). Wiadomo, ze EGCG moze aktywowa¢ kinazg AMPK (Collins
i in., 2007; Murase i in., 2009; Zhang i in., 2010).

Nasze badania wykazaly, ze modyfikowane termicznie katechiny wprowadzone do
wysokottuszczowej diety moga hamowac¢ rozwdj miazdzycy, a efekt ich dziatania zale-
zy od dawki. Miazdzyca jest choroba o podiozu zapalnym wywotanym przez uszkodze-
nie $rédblonka naczyn, do ktérego moze dojs¢ w wyniku dzialania czynnikéw mecha-
nicznych, toksycznych i infekcyjnych. Nalezy ona do niezakaznych chordb przewle-
ktych, a jej rozwojowi sprzyja brak ruchu i nicodpowiednia, bogata w tluszcze dieta
(Kuliczkowska-Ptaksej i in., 2006). Na rozw¢j miazdzycy wptywa akumulacja czaste-
czek LDL w przestrzeni podsrodbtonkowej naczyn krwionosnych. Intensywnos$¢ odkta-
dania si¢ czasteczek LDL zalezy od ich stezenia w surowicy krwi. Jednak istotne jest, ze
czasteczki lipoprotein nie zawierajgce utlenionych thuszczé6w sg znacznie wolniej ,,po-
bierane” przez makrofagi niz oxLDL (Pirillo i in., 2013). Z naszych badan wynika, ze
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katechiny modyfikowane termicznie nie wptynety na stezenie lipoprotein o matej gesto-
$ci w surowicy krwi myszy, ale zastosowane w duzych dawkach (0,1 i 0,2%) znaczaco
zmniejszyty ste¢zenie TBARS (tab. 2). Antyoksydacyjne dziatanie katechin i ich metabo-
litw obecnych w surowicy krwi hamuje proces utleniania nienasyconych kwasoéw
thuszczowych frakcji LDL. Jednak antyoksydacyjna aktywno$¢ tych zwigzkow nie jest
jedynym dzialaniem hamujacym rozwdj miazdzycy. Katechiny zielonej herbaty ko-
rzystnie wplywaja na uklad krazenia poprzez indukcje ekspresji genu $rodblonkowej
syntazy tlenku azotu ecNOS (Sutherland i in., 2005), jak rowniez zwigkszaja aktywno$¢
tego enzymu poprzez wptyw na jego fosforylacje (Lorenz i in., 2009). Spo$rod natyw-
nych katechin zielonej herbaty tylko EGCG powoduje wzrost syntezy NO. Jednak
w literaturze brak informacji o wptywie GCG (powstatego w wyniku modyfikacji ter-
micznej EGCG) na $rodblonkows synteze tlenku azotu. Ponadto w badaniach na ko-
morkach $rodbtonka stwierdzono, ze EGCG hamuje ekspresje genu LOX-1 receptora
wigzacego oxLDL (Ou i in., 2010). Dodatkowo katechiny redukuja poziom homocyste-
iny w surowicy krwi (Hamelet i in., 2007), ktérej duze stezenie inicjuje i przyspiesza
rozwoj miazdzycy (Tehlivets, 2011).

Whniosek

Dodatek do produktéw spozywczych odpowiedniej ilosci modyfikowanych termicz-
nie katechin stwarza mozliwo$¢ ograniczenia rozwoju zmian miazdzycowych i otylosci
inicjowanych przez spozywanie wysokottuszczowej zywnosci.
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DOSE EFFECT OF THERMALLY MODIFIED CATECHINS
ON THE INHIBITION OF ATHEROSCLEROSIS IN apoE-KNOCKOUT MICE

Summary. Beneficial effects of green tea catechins on human health are known but there is little
information on the effects of thermal modification on bioactivity of catechins. The aim of this
study was to determine the dose of thermally modified catechins, which can be used as food
stabilizers at which the observed inhibition is most effective as far as the processes of initiation
and progression of atherosclerosis in apoE-knockout in mice. The development of atherosclerosis
was assessed on the basis of the analysis of atherosclerotic: in the aorta by en face method and in
heart by cross-section method. Catechins operate most efficiently when introduced into the diet
at a dosage of 0.1%. They reduce the surface of atherosclerotic lesions by 27.0% (method en face)
and 44.2% (method of cross-section) with respect to the control group. Furthermore, catechins
thermally modified at 0.1% and 0.2% caused a reduction of the animals’ body weight gain per 1 g
of the diet ingested.

Key words: catechins, (-) form (2S, 3R), atherosclerosis, cholesterol, apoE-knockout mice
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