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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

SKROT ROZWINIECIE SKROTU

A S6l diamonowa 2,2’-azobis(3-etylobenzotiazolino-6-
sulfonianu)

CBA Metoda odbarwienia krocyny (ang. crocin bleaching
assay)
Metoda oznaczania zdolnosci do redukowania jonow

CUPRA Cu(ll)
(ang. cupric reducing antioxidant capacity)

DLS Dynamiczne rozpraszanie swiatta (ang. Dynamic Light
Scattering)

DPMD Dichlorowodorek dimetylo-p-fenylenodiaminy

DNA Kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic
acid)

DPPH 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl (ang. 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl)

EGCG Galusan epigallokatechiny (ang. epigallocatechin gallate)
Metoda oznaczania zdolno$ci redukowania jonéw zelaza

FRAP Fe(ll1) (ang. ferric reducing antioxidant parameter)

HAT Mechanizm przeniesienia atomu wodoru (ang. hydrogen
atom transfer)

HPH Homogenizacja wysokocisnieniowa (ang. high pressure
homogenization, HPH)

IUPAC Migdzynarodowa Unia Chemii Czystej 1 Stosowanej (ang.
International Union of Pure and Applied Chemistry)

o Lipoproteiny niskiej gestosci (ang. Low density
lipoprotein)

LPIC Metoda oznaczania inhibicji utlenienia frakcji LDL
cholesterolu (ang. Lipid peroxidation inhibition capacity)

TV Metaloproteinaza macierzy pozakomoérkowej 1(ang.matrix

metalloproteinase 1)
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NLC

ORAC

O/W; W/O; W/O/W

PDI

RFT

SLN

SET

TNF-A

TPTZ

TRAP

uv

UV-VIS

Z-AVE

ZP

.....

lipid carriers)

Metoda zdolnos$ci absorpcji rodnikéw tlenowych (ang.
oxygen radical absorbance capacity)

Typ emulsji, odpowiednio olej w wodzie, woda w oleju,

woda w oleju w wodzie (emulsja wielokrotna)
Wskaznik polidyspersyjnosci (ang. polydispersity index)
Reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species)

State nanoczastki lipidowe (ang. Solid Lipid
Nanoparticles)

Mechanizm przeniesienia pojedynczego elektronu (ang.
single electron transfer)

Czynnik martwicy nowotwordéw (ang.tumor necrosis
factor o)

2,4,6-tripirydylo-S-tiazyna

Metoda catkowitej zdolnos$ci wychwytywania wolnych
rodnikéw (ang. total redox antioxidant parameter)
Promieniowanie ultrafioletowe (ang. ultraviolet)
Promieniowanie w zakresie $wiatla widzialnego oraz w
nadfiolecie o dtugosci fali 200-800 nm (ang. ultraviolet-

visible spectroscopy)

Srednia wielko$é¢ czastek (ang. Average Particle Size)

Potencjal zeta (ang. Zeta Potential)

11



Wstep

1. Wstep

Wiek XXI to okres przywigzywania wielkiej wagi do zdrowego stylu odzywiania
oraz urody. Wsrdd obecnie dostgpnych na rynku produktow, ktorym przypisuje si¢
wlasciwosci odmtadzajace oraz prozdrowotne wymienia si¢ zielong herbate. Swoje
wlasciwosci lecznicze zawdzigcza zawartym w niej katechinom, a w szczegodlnosci
galusanowi epigallokatechiny (EGCG), ktorego zawartos¢ w zielonej herbacie wynosi od
48 do 59% wag. Jest to zwigzek chemiczny posiadajacy silne wiasciwosci

antyoksydacyjne, przeciwnowotworowe, przeciwzapalne oraz przeciwstarzeniowe.

Efekt dziatania $rodkéw leczniczych determinowany jest przez stopien
uwalniania substancji aktywnych z podloza farmaceutycznego oraz ich zdolnosci do
pokonywania bariery naskérkowej. Jest to jedna z wazniejszych trudnosci, z jaka
borykaja si¢ firmy farmaceutyczne. Nowe osiggni¢cia technologiczne, ze szczegdlnym
uwzglednieniem wykorzystania lipidowych systemow no$nikowych w produkcji lekow,
stanowi rozwigzanie w zakresie stopnia penetracji zwigzkéw czynnych w glab blony
sluzowej prowadzac do wzrostu skutecznosci dziatania danego preparatu oraz dtugosci

jego uwalniania w organizmie.

W  przedtozonej rozprawie doktorskiej, w czg$ci teoretycznej O0pisano
charakterystyke oraz metody otrzymywania nanoczgstek lipidowych, sktad chemiczny
oraz dziatanie zielonej herbaty, charakterystyke galusanu epigallokatechiny (EGCG),
wilasciwosci przeciwutleniajace (metody badania), uwalnianie substancji aktywnej oraz
budowe btony $luzowej jamy ustnej. W ramach czgéci doswiadczalnej przeprowadzono
optymalizacje¢ oraz badania stabilnosci otrzymanych nanoczastek lipidowych typu SLN
inkorporowanych  galusanem  epigallokatechiny, wlasciwosci  antyoksydacyjne
nanoczastek lipidowych inkorporowanych galusanem epigallokatechiny oraz uwalnianie
EGCG z przygotowanego podioza farmaceutycznego. Kluczowym etapem badania
bedacego podstawg rozprawy doktorskiej jest okreslenie wptywu nanoczastki z EGCG
na blon¢ $luzowa jamy ustnej, poprzez efektywnos$¢ jej uwalniania z podioza

farmaceutycznego.

12
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2. Przeglad piSmiennictwa

2.1. Nanoczastki lipidowe jako nowoczesne

nosniki substancji aktywnych

Nanoczastki lipidowe bedace jednymi z najnowszych i najbardziej skutecznych
nosnikow substancji aktywnych budza duze zainteresowanie na rynku medycznym,
farmakologicznym oraz kosmetologicznym. Zadanie ich polega przede wszystkim na
zwigkszeniu biodostepnosci inkorporowanego leku [1]. Ze wzgledu na budowe, opartg
na biodegradowalnych lipidach, sa bardzo dobrze tolerowane przez organizm ludzki

I nietoksyczne. Wyro6znia si¢ dwa typy nanoczgstek lipidowych:

» I generacji, ktérg stanowig state nanoczastki lipidowe (ang. Solid Lipid Nanoparticles,
SLN);

.....

Lipid Carriers, NLC) [2].

2.1.1. Charakterystyka nanoczastek lipidowych

2.1.1.1. SLN (Stale Nanoczastki Lipidowe)

Pierwsze doniesienia o statych nanoczastkach lipidowych (SLN, nanoczastki
| generacji) otrzymywanych gtownie z lipidow i zwigzkéw powierzchniowo czynnych
pochodzg z 1991 roku [3, 4]. Wielkos¢ statych nanoczastek lipidowych miesci si¢
w przedziale 50 — 1000 nm [5]. W budowie pojedynczej struktury SLN wyr6zniamy: staty
lipid, substancje aktywng, zwigzek powierzchniowo czynny oraz wodg¢ [6]. Dobor
odpowiedniego lipidu oraz zwigzku powierzchniowo czynnego w celu otrzymania
stabilnej nanoczastki o0 odpowiednich rozmiarach jest kluczowym w procesie syntezy
tychze nosnikow [7]. Zawarto$¢ lipidow powinna wynosi¢ migdzy 0,1% a 30,0%
wagowych, natomiast zwigzku powierzchniowo czynnego migdzy 0,5% a 5,0%
wagowych. W zalezno$ci od wykorzystanej metody otrzymywania oraz struktury

chemicznej wprowadzonego sktadnika aktywnego mozna wyr6zni¢ trzy typy SLN:

13
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> typ |, posiada substancje czynna, ktora jest rOwnomiernie roztozona w calej objetosci
matrycy lipidowej, bez udzialu emulgatoréow i solubilizatorow; mozna
go otrzyma¢ metoda homogenizacji na zimno;

» typ II, w ktorym substancja aktywna umieszczona jest na zewnetrznej powloce
nanoczastki, co skutkuje jej szybkim uwalnianiem z matrycy (ang. burst release);

» typ III, charakteryzuje si¢ obecno$cig duzej iloSci substancji inkorporowanej

w rdzeniu nanoczastki.

Wada SLN jest jej uporzadkowana struktura krystaliczna, ktéra moze powodowac

niskg enkapsulacje leku [7, 8].
2.1.1.2. NLC (Nanostrukturalne Nosniki Lipidowe)

Nanostrukturalne nos$niki lipidowe stanowig druga generacje no$nikow
lipidowych, posiadajacych zwigkszong zdolnos¢ przenikania w glab skory.
W porownaniu do SLN, w swej budowie, oprocz lipidow statych zawieraja takze lipidy
ciekte (oleje). Ponadto charakteryzuja si¢ mniej uporzadkowang strukturg wewnetrzng
czastki. Taka struktura zapewnia zwigkszenie ilosci inkorporowanej substancji aktywnej
oraz wplywa na trwalo§¢ nanoczgsteczki. Nanostrukturalne no$niki lipidowe,

analogicznie jak nanoczastki pierwszej generacji, mogg wystepowac w trzech typach:

typ 1 (niedoskonaly), posiada nicuporzadkowang strukture, ktora powstata
w wyniku zmieszania si¢ lipidow statych oraz niewielkiej ilosci lipidow ciektych;
powstaje wowczas model nieuporzagdkowanego krysztatu, ktory posiada najwyzsza
pojemnos$¢ tadunkowa,

typ Il, inaczej amorficzny, zapewnia minimalny ubytek substancji aktywnej podczas
przechowywania;

typ III, inaczej zlozony (wielokrotny), powstaje w wyniku polaczenia statego lipidu
z maksymalng iloscig cieklych lipidow na wzor emulsji wielokrotne; W/O/W,
co umozliwia zwigkszenie pojemnosci tadunkowej NLC dla substancji aktywnych [9,
10].

14
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2.1.2. Metody otrzymywania nanoczgstek

lipidowych

Synteza SLN oraz NLC przebiega w obu przypadkach w taki sam sposob [11]. Wybrana
substancja aktywna musi by¢ rozproszona lub rozpuszczalna w fazie lipidowe;j,
umozliwia to w dalszym procesie otrzymanie nanoczastek lipidowych jedna

Z ponizej opisanych metod:

» metoda homogenizacji wysokocisnieniowej (HPH, ang. High Pressure
Homogenization), jedna z najpopularniejszych i najskuteczniejszych metod
otrzymywania nanoczastek lipidowych. Homogenizatory pod ci$nieniem od 100
do 2000 baroéw przepuszczaja ciecz przez waskie rurki o $rednicy kilku mikronow.
Ciecz ta osigga predko$¢ ponad 1000 km/h na bardzo krotkich odcinkach. Typy
HPH umozliwiaja homogenizacj¢ na ciepto oraz na zimno. W obu typach
homogenizacji wysokocisnieniowej, etap przygotowania jest taki sam i przebiega
z dodawaniem substancji aktywnej do stopionej mieszaniny lipidow.
W przypadku homogenizacji na gorgco mieszanina lipidow dodawana jest do
gorgcego zwigzku powierzchnio czynnego, w przypadku homogenizacji na zimno
mieszaning lipidow ochtadza si¢ i dodaje do zimnego zwigzku powierzchnio
czynnego. W obu przypadkach bardzo wazne jest kontrolowanie temperatury.
Otrzymane nanoczastki lipidowe w wyniku homogenizacji wysokoci$nieniowej
majg wielko$¢ w przedziale od 50 do 650 nm [12, 13]:

» metodg mikroemulsji polegajacej na rozcienczaniu mikroemulsji, ktéra zawiera
state lipidy w temperaturze pokojowej. W tym celu nalezy ogrza¢ i utrzymaé
temperature procesu na poziomie wyzszym niz temperatura topnienia danego
lipidu. Zwiagzki powierzchnio czynne, przed zmieszaniem z lipidami, nalezy
ogrza¢ do temperatury lipidow. Nastepnie otrzymang mieszaning miesza
si¢ z zimng woda, w stosunku 1:25 lub 1:50. Podczas ciggltego mieszania
mechanicznego, ciepto mikroemulsji dyspergowanej w wodzie rozprasza sie.
Proces ten zapewnia otrzymanie nanoczastek lipidowych o niewielkich

rozmiarach wahajacych si¢ w przedziale od 450 do 1000 nm [14];

15



Przeglad pisSmiennictwa

ma

» metoda emulgowania i1 odparowania rozpuszczalnika jest  jedna

z pierwszych metod otrzymywania nanoczastek lipidowych [15]. Polega ona
na emulgowaniu fazy wodnej zwiazku powierzchnio czynnego z faza lipidowa,
rozpuszczong w rozpuszczalniku organicznym. Nastepnie odparowuje si¢
rozpuszczalnik (pod cisnieniem obnizonym do okoto 0,04 — 0,06 barow)
I otrzymuje, w zaleznosci od stezenia lipidow w fazie organicznej, zawiesing
nanoczastek lipidowych o rozmiarze w przedziale od 300 do 550 nm. Zaleta tej
metody jest niwelacja zastosowania wysokich temperatur. Z kolei do jej wad
zalicza si¢ pozostalosci rozpuszczalnika organicznego [16, 17];

metoda z uzyciem kontaktora membranowego polegajaca na ,,przepchnigciu” fazy
lipidowej przez pory membrany. Temperatura tego procesu musi by¢ wyzsza
od temperatury topnienia danego lipidu, co umozliwia powstanie kropli
lipidowych. Faza wodna, ktora ptynie w stosunku do powierzchni membrany
stycznie, oddziela krople lipidowe od poroéw membrany,
W procesie stopniowego ochtadzania mieszaniny az do temperatury pokojowe;.
Niewatpliwie duzg zaleta tej metody jest mozliwo$¢ kontrolowania wielkosci
otrzymanych nanoczastek lipidowych poprzez odpowiedni dobdr parametrow

przyrzadu [17, 18].

2.1.3. Stabilnos¢ dyspersji nanoczastek
lipidowych

Przeprowadzenie oceny stabilno$ci sporzadzonych preparatow farmaceutycznych

za  zadanie  zapewni¢  prawidlowe  zachowanie  si¢  produktu

w okreslonym czasie przydatnosci, w odpowiednich warunkach przechowywania oraz

podczas jego uzytkowania w koncowym opakowaniu. Stabilno$¢ preparatow

farmaceutycznych, uzalezniona jest 0d nastgpujacych czynnikoéw [18]:

Potencjat elektrokinetyczny zeta (ang. Zeta Potential, ZP) — okresla wielko$¢ odpychania

elektrostatycznego natadowanych, poruszajacych sie czastek w dyspersji. Im wyzsza jego

warto$¢ tym stabilniejsze nanoczastki (0d |+30] mV). Mate wartosci potencjatu zeta moga

Swiadczy¢ o agregacji lub flokulacji czastek. Najczesciej jest wyrazany w jednostce

miliwolt (mV) [19].
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» Wskaznik polidyspersyjnosci (ang. Polidyspersity Index, Pdl) — pokazuje stopien
rozproszenia nanoczastek lipidowych w dyspersji. Uznaje si¢ za stabilne nanoczastki,
jesli warto$¢ PdI miesci si¢ w przedziale 0,0 - 0,3. Jest parametrem bezwymiarowym [20].

> Srednia wielkos¢ czastek (Z-AVE) - bardzo wazny parametr, klasyfikujacy otrzymana
strukture do grupy nanoczastek lipidowych, wyrazany w nm, mieszczacy si¢ w przedziale
5 - 100 nm. Wartos¢ sredniej wielkosci czastek dyspersji jest wprost proporcjonalna

do ich sktonnosci do aglomeracji [21].

Wymagany minimalny czas badania stabilnosci dyspersji nanoczastek lipidowych
z substancjg leczniczg wynosi co najmniej 30 dni [22], podczas ktorego mierzymy

warto$ci wyzej wymienionych parametréw fizykochemicznych.

2.2. Zielona herbata

Zielona herbata, znana w krajach azjatyckich juz od ponad 4000 lat, jest jednym
z najczgsciej spozywanych napojow na §wiecie [23]. Doceniono ja w petni za panowania
dynastii Tang w Chinach (618 — 910 r.), odkad zaczeto ja pi¢ dla przyjemnosci

i orzezwienia na co dzien [24].

Zielona herbata nalezy do rodziny Camellia wraz z herbatg czarng
(fermentowang), bialg (niefermentowang) oraz oolong (cz¢$ciowo fermentowang) [25].
Uzyskiwana jest z mlodych, nierozwinigtych paczkow listkow i delikatnych todyzek,
a uprawiana w krajach o cieptym i wilgotnym klimacie cho¢ moze znie$¢ ostrzejszy
Klimat i spadek temperatury do -10°C pod warunkiem, ze chroni ja gruba warstwa $niegu
[26].

W medycynie ludowej krajow azjatyckich, herbata uwazana byta za lek na wiele
dolegliwosci, a picie herbaty przybrato charakter ceremonii i filozofii zycia, zwanej
Droga Herbaty lub Herbatyzmem zaktadajacej zamitowanie do estetyki i pigkna [27].
Walory smakowe oraz prozdrowotne zielonej herbaty zaleza w duzej mierze od sposobu
jej przygotowania. Zielong herbatg nalezy parzy¢ ok. 1,5 minuty (maksymalnie 2 minuty)
woda o temperaturze 60 — 70°C. Subtelny i delikatny smak herbaty zalezy réwniez od
rodzaju uzytej wody, ktéora powinna by¢ migkka o odczynie lekko kwasowym,
zawierajaca malg ilo§¢ zelaza 1 magnezu [28, 29]. Badania prowadzone w Japonii

dowodza, Zze wypicie przynajmniej trzech filizanek naparu z lisci herbaty w ciaggu doby
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moze by¢ istotnym czynnikiem ograniczajagcym rozwdj nowotworu we wczesnym

stadium [30].

2.2.1. Skiad chemiczny suszu z zielonej

herbaty

Do gtownych zwiazkow, ktore wystgpuja w zielonej herbacie zalicza sig:
polifenole, biatka, aminokwasy, weglowodany oraz lipidy. Ponadto w suszu z zielonej
herbaty mozemy rowniez znalez¢: witaminy (gltéwnie B, C, E, K), ksantyny (kofeina

i teofilina), barwniki, sktadniki lotne i mineralne.

Flawonoidy naleza do najliczniejszej grupy polifenoli, posrod ktorych najwigksza
ilo$¢ stanowig katechiny (flawan-3-ole). Do najliczniejszych katechin w suszu z zielonej
herbaty zalicza si¢ odpowiednio od najwigkszej do najmniejszej ilosci: galusan
epigallokatechiny, galusan epikatechiny, epigalokatechina, galokatechina, epikatechina.
Zawarto$¢ procentowa poszczegdlnych sktadnikow swiezych lisci herbaty nie jest stata
1 zalezy od wielu czynnikéw, takich jak np. gleba czy warunki klimatyczne. Ponadto
rodzaj liSci herbacianych, wiek ro$liny oraz czas zbioru rowniez wptywaja na zawartosc,
przede wszystkim olejkow eterycznych, ale i zwigzkow polifenolowych (glownie
katechin) [31].

Zielona herbata posiada najwickszg zawarto$¢ polifenoli, w tym katechin,
W porownaniu z innymi popularnymi napojami [32, 33]. Napar z zielonej herbaty zawiera
takze mikroelementy, takie jak: glin, mangan czy miedz, a takze inne pierwiastki takie
jak potas, wapn i fluor [34]. Obecnos¢ fluoru w zielonej herbacie prawdopodobnie

przyczynia si¢ do wlasciwosci przeciwprochniczych herbaty [35].

W  zielonej herbacie ponadto wystgpuja proantocyjanidyny (taniny
skondensowane) nadajace jej charakterystyczny gorzkawy i $ciagajacy smak, co wynika
z ich zdolnosci do wigzania biatek $liny bogatych w proling. Dodatkowo, taniny wigza
kofeing, w wyniku czego, dtugo parzona herbata zielona nabiera wtasciwosci kojacych
oraz uspokajajacych. Dzigki specyficznym wlasciwosciom tanin herbata zielona
stosowana byla dawniej jako lek przeciwbiegunkowy 1 przeciwzapalny. Niestety
obecno$¢ proantocyjanidyn w herbacie moze rowniez powodowaé niekorzystny efekt,

jakim jest ograniczenie wchtaniania niektorych metali, takich jak: Zelazo, wapn czy

18



Przeglad pisSmiennictwa

magnez [36]. Bardzo waznym skladnikiem zielonej herbaty, poza katechinami, sa
rowniez alkaloidy purynowe, takie jak: kofeina (najbardziej aktywny alkaloid), teofilina
I teobromina. Kofeina (teina) korzystnie wptywa na wydolnos¢ umystowa i fizyczna,
koncentracj¢, a ponadto zmniejsza zmeczenie i senno$¢, poza tym moze stymulowac

proces termogenezy w organizmie, a wiec wspomagac¢ odchudzanie [37].

2.2.2. Katechiny

Katechiny (flawan-3-ole) nalezg do duzej grupy zwigzkow polifenolowych
zwanych flawonoidami. Zielona herbata jest najbogatszym Zrodlem katechin. Jeden litr
jej naparu moze zawiera¢ 870 — 2200 mg katechin (59 — 103 mg/g lisci). Szerokie
spektrum wlasciwosci biologicznych katechin (migdzy innymi przeciwnowotworowe,
przeciwmutagenne, przeciwzapalne) tlumaczy si¢ czesto ich aktywnoscig
przeciwutleniajacg. EGCG, czyli galusan epigallokatechiny, jest gtowng kateching

wystepujaca w zielonej herbacie, jego zawarto$¢ wynosi az 50% [38].
2.2.2.1. Struktura chemiczna i wlasciwosci katechin

Charakterystyczng cechg struktury katechin jest szkielet difenylopropanoidowy
(Ce-C3-Cs), w ktorym dwa pierScienie aromatyczne A i B potaczone sg heterocyklicznym
pierécieniem y-piranowym C (Ryc. 1). Wyniki badan nad aktywnoscia przeciwutleniajgca
katechin, wyznaczong za pomoca roznych testow in vitro wykazaly, ze katechiny
sa najbardziej skutecznymi przeciwutleniaczami sposréd zwiazkéw polifenolowych
i witamin przeciwutleniajacych dzigki wystepowaniu licznych grup hydroksylowych
odpowiednio potozonych w pier§cieniu. Miejsce podstawienia grup OH w katechinach

to Cs, Cs, C7, C3, C4, Cs [39].

Wystepujace w czasteczkach katechin specyficzne ugrupowania w strukturze
zwigzku maja istotny wplyw na ich aktywno$¢. Do najwazniejszych elementow
wystepujacych w strukturze 1 decydujacych o wiasciwosciach przeciwutleniajacych

flawonoidow naleza:

> grupa katecholowa w pierscieniu B,
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> podwdjne wigzanie pomigdzy atomami wegla w pozycji C2 1 Cz sprzezone
z ugrupowaniem 4-ketonowym,
> dwie grupy hydroksylowe w pozycjach Cs i C7 (pierScienie A i C) tworzace

wigzania wodorowe z ugrupowaniem 4-ketonowym.

Taka budowa zwigzku umozliwia delokalizacje elektronéw pomigdzy

pier§cieniami A i B [40].

OH A

TS

e
OH

HO O B C

Ryc.1. Elementy strukturalne katechin zapewniajgce efektywne zmiatanie wolnych rodnikéw [40].

Wiasciwosci przeciwutleniajgce katechin zalezg wprost proporcjonalnie od liczby
grup hydroksylowych w czasteczce, im wigksza liczba podstawnikow hydroksylowych
tym wyzsza aktywnos¢ przeciwutleniajgca. Galusan epigallokatechiny posiada az osiem
grup hydroksylowych w czasteczce, dlatego jest tak silnym przeciwutleniaczem [41].
Flawonoidy zawierajace w czgsteczce ugrupowanie pirogalolowe (np. epigallokatechina)
charakteryzuje wyzsza aktywno$¢ przeciwutleniajgca w warunkach niskiego pH.
Obecnos¢ reszty kwasu galusowego w czasteczce katechiny (np. w czasteczce EGCQG)

wplywa na podwyzszenie aktywnosci przeciwutleniajacej flawonoidu [42].
Dziatanie antyoksydacyjne flawonoidéw, w tym réwniez katechin polega na:

»  wychwytywaniu/wymiataniu wolnych rodnikéw tlenowych i ich reaktywnych
form (RFT),

»  przerwaniu kaskady reakcji wolnorodnikowych m.in. peroksydacji lipidow,

»  hamowaniu aktywno$ci enzymow bioragcych udzial w powstawaniu RFT
(oksydazy ksantynowej, btonowej oksydazy NAD(P)H, mieloperoksydazy), co
prowadzi do ich ograniczonego wytwarzania w komorkach,

»  chelatowaniu jonéw metali przejSciowych, przede wszystkim miedzi i zelaza, co

uniemozliwia powstanie reaktywnego rodnika hydroksylowego; ws$rdéd katechin
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najsilniejsze wilasciwosci chelatujace posiada EGCG. Zaréowno eksperymenty
in vitro, jak i in vivo potwierdzajg zdolnosc¢ tych zwigzkow do hamowania peroksydacji
lipidéow indukowanej jonami miedzi [43],

»  ochronie przed utlenianiem antyoksydantéw niskoczasteczkowych askorbinianu,

a-tokoferolu [44].

Zdolnos¢ katechin do wychwytywania RFT oraz chelatowania metali przejsciowych
moze miec istotne znaczenie w stanach patologicznych (np. w stanach zapalnych,
miazdzycy, cukrzycy, chorobach neurodenegeracyjnych czy
w nowotworach), ktorym towarzyszy stres oksydacyjny [45].

2.2.3. EGCG — wlasciwosci i dzialanie

2.2.3.1. Wlasciwos$ci galusanu epigallokatechiny (EGCG)

Galusan epigallokatechiny (Ryc. 2) wystepuje w duzej ilosci w zielonej herbacie
i jest bardzo silnym przeciwutleniaczem. Badania in vivo dowodza, ze najwyzsza
aktywno$¢ antyoksydacyjna we krwi jest obserwowana po 30 — 50 minutach od wypicia
herbaty [46].

HO

OH

Ryc. 2. Wzor strukturalny EGCG [10].

Wiasciwosci EGCG w mechanizmie przeciwnowotworowym sg spowodowane, tym, ze
jest on silnym inhibitorem uktadu plazminogenu [47]. Jony metali przejsciowych - miedzi

oraz zelaza uczestniczg w procesie generowania RFT (wolnych rodnikéw tlenkowych)
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zarowno w fazie hydrofilowej, jak i lipofilowej. Katechiny oraz teaflawiny posiadaja
zdolno$¢ do chelatowania tych jonow. Eksperymenty in vitro, jak i in vivo potwierdzaja,
Ze najsilniejsza zdolnos¢ posrod katechin do peroksydacji lipidow indukowanej jonami
miedzi posiada EGCG [39]. Najwazniejsze wlasciwosci EGCG przedstawiono w tabeli
1(Tab.1.).

Tab. 1. Wlasciwosci EGCG [48].

Wiasciwosci EGCG (galusanu epigallokatechiny)

3,4,5-trinydroksybenzoesan  [(2R,3R)-5,7-
Nazwa systematyczna (IUPAC) dihydroksy-2-(3,4,5-trihydroksyfenylo)-3,4-
dihydro-2H-chromen-3-ylu]

Wz6r sumaryczny C22H18011
Masa czasteczkowa 458,37 g/mol
Stan skupienia Cialo stale
Barwa Stabo ré6zowa
Rozpuszczalnos$é w wodzie Trudno rozpuszczalna
Rozpuszczalno$é w etanolu Dobrze rozpuszczalna

) ) Chroni¢ przed $wiatlem, przechowywaé
Warunki przechowywania
w temperaturze od -2 do -8 ° C

Nie jest substancja ani mieszaning
Toksycznos¢ niebezpieczng w rozumieniu rozporzadzenia

(WE) 1272/2008

Zapach Brak
Temperatura topnienia 140 — 142°C
Kwasowos$¢ (pKa) 7,75
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Gestos¢ 1,90 g/cm? (20°C)

2.2.3.2. Dzialanie EGCG

2.2.3.2.1. Dzialanie przeciwnowotworowe

Kancerogeneza to zlozony proces, w ktorym czynnik rakotworczy
w momencie dotarcia do komorki poprzez genotoksyczne oddziatywanie prowadzi do
uszkodzenia jej DNA. Pierwsza liniag obronng komoérki przed nowotworzeniem jest
zablokowanie mozliwosci uszkodzenia genomu, polegajace na ograniczeniu tworzenia
reaktywnych rodnikéw karcinogennych lub stymulowaniu ich detoksyfikacji droga
indukcji enzymow Il-fazy. Enzymy antyoksydacyjne oraz detoksyfikujace enzymy
drugiej fazy prowadza do usunig¢cia zwigzkow cytotoksycznych z komorki zanim
doprowadza one do uszkodzenia komorkowego DNA [49]. Wykazano, ze galusan
epigalokatechiny (EGCG) hamuje oksydacyjne uszkodzenie DNA oraz cytotoksycznos¢,
ktora jest Spowodowana przez nitrozaming zawartg w tytoniu, powodujaca raka ptuc [50].
Obserwowano rowniez prewencyjne dziatanie EGCG w stosunku do fotokancerogennego
dziatania promieniowania UV na skor¢ [51]. Antynowotworowe dziatanie EGCG
koreluje z ograniczeniem produkcji wolnych rodnikdéw, zmniejszong peroksydacja
lipidéw 1 utrzymaniem wewnatrzkomorkowej aktywnos$ci glutationu. EGCG rowniez
wplywa na odtworzenie enzymow detoksyfikacyjnych, do ktorych nalezg: S-transferaza
glutationowa, peroksydaza glutationowa, dysmutaza ponadtlenkowa i katalaza [52].
Badania wskazujg na prewencyjne dziatanie zielonej herbaty w rozwoju raka prostaty,

przetyku, ptuc, zotadka, trzustki i okreznicy [53, 54].

2.2.3.2.2. Dzialanie w chorobie wiencowej

Polifenole zielonej herbaty, w tym przede wszystkim galusan epigalokatechiny,
hamuja utlenianie lipoproteiny niskiej gestosci (LDL) redukujac produkcje ponadtlenku
azotu przez makrofagi. W ten sposéb najprawdopodobniej zapobiegaja powstawaniu
z makrofagéw, wypelnionych lipidami, komodrek piankowatych w ogniskach
miazdzycowych [55]. Ponadto, EGCG zawarte w zielonej herbacie moze zapobiegac

posredniczeniu przez komorki $rdédbtonka peroksydacji LDL prowadzac do inhibicji
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oksygenazy hemowej, ktora uczestniczy w transformacji monocytow w rezydujace

makrofagi i hamujac tym samym rozwdj zmian miazdzycowych [56, 57].

2.2.3.2.3. Dzialanie przeciw otylo$ci

Jedna z najbardziej rozpowszechnionych obecnie choréb cywilizacyjnych jest
otylo$¢. Szacuje si¢, ze dotyczy ona niemal 20% populacji §wiatowej, a liczba 0sob
otylych stale wzrasta [58]. Zawarte w zielonej herbacie katechiny, w tym EGCG,
sg wspomagajacym srodkiem w walce z otytoscig poprzez wptyw na zmniejszenie ilosci
tkanki thuszczowej, a tym samym na masg ciala. Badania na ochotnikach, ktorzy przez 12
tygodni pili bogaty w katechiny napar zielonej herbaty wykazaty u nich, w stosunku do
grupy kontrolnej, duzo nizsza mase ciata i ilo$¢ tkanki tluszczowej [57]. Sktadniki
zielonej herbaty hamuja czesciowo rdznicowanie 1 proliferacje adipocytow oraz
zmniejszaja wchtanianie thuszczu 1 glukozy poprzez modulacje dziatania enzymow
trawiennych. EGCG tlumi popositkowe stezenie trojacylogliceroli in vivo w sposob
zalezny od dawki [59], wptywa na ekspresje gendw odpowiedzialnych za synteze
1 utlenianie tluszczy. Ponadto zapobiega otylosci, pobudzajac termogeneze poprzez

stymulacj¢ wspotczulnego uktadu nerwowego [60].

2.2.3.2.4.Wplyw na starzenie skory

Glebsze zmarszczki oraz utrata elastycznosci to jeden z objawoOw procesu
starzenia si¢ skory. Za ten proces jest odpowiedzialny rozktad kolagenu przez
metaloproteinazg-1 macierzy (MMP-1), ktora jest indukowana przez reaktywne formy
tlenu (RFT) i cytokiny prozapalne [61]. Badania wykazaty korzystny wptyw EGCG
poprzez hamowanie ekspresji i wydzielania MMP-1 w fibroblastach stymulowanych

przez TNF-q, a tym samym spowolnienie procesu starzenia si¢ skory [62].

2.3. Metody badania wlasciwosci

przeciwutleniajacych zwigzkow

Antyoksydanty (przeciwutleniacze) ze wzgledu na ich wlasciwosci zwalczania

wolnych rodnikéw tlenowymi (reaktywnych form tlenu, RFT) w organizmie sa szeroko
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badane w medycynie klinicznej. Wolne rodniki tlenowe sa czasteczkami bardzo
reaktywnymi, co powoduje, ze chetnie wchodzg w reakcje chemiczne, a tym samym
moga uszkadza¢ wazne struktury komorkowe organizmu w wyniku utlenienia. Powoduje
to szereg niekorzystnych zmian w organizmie, mi¢dzy innymi: uszkodzenia i mutacje

DNA, starzenie si¢ skory, choroby nowotworowe [63].

W badaniach potwierdzajacych wlasciwosci antyoksydacyjne wybranych zwigzkow
prowadzonych poza organizmami zywymi wykorzystywana jest zdolnos¢
antyoksydantow do dezaktywacji wolnych rodnikow. Reakcje te przebiegajg wedtug
dwoch mechanizméw [64]: mechanizmu przeniesienia atomu wodoru, tzw. HAT (ang.
hydrogen atom transfer) oraz mechanizmu przeniesienia pojedynczego elektronu, tzw.

SET (ang. single electron transfer).
Do metod HAT naleza migdzy innymi:

> metoda zdolno$ci absorpcji rodnikow tlenowych (ang. oxygen radical absorbance
capacity, ORAC), polega na pomiarze spadku intensywnosci fluorescencji sondy (zwigzek
wykazujacy silng fluorescencje, np. fluoresceina) w obecnosci przeciwutleniacza [65].

»  metoda catkowitej zdolno$ci wychwytywania wolnych rodnikéw (ang. total redox
antioxidant parameter, TRAP) obserwuje si¢ spadek fluorescencji sondy, np. biatka
R-fikoerytryny (R-Pe), ktory powodujg rodniki nadtlenkowe syntezowane na
drodze termicznego rozktadu zwigzku azotowego. Spowolnienie zanikania
fluorescencji roztworu jest spowodowane dodaniem przeciwutleniaczy do

mieszaniny reakcyjnej [66].

Do metod opartych na mechanizmie przeniesienia atomu wodoru nalezg rOwniez:
metoda odbarwienia krocyny (ang. crocin bleaching assay, CBA) oraz metoda oznaczania
inhibicji utlenienia frakcji LDL cholesterolu (ang. lipid peroxidation inhibition capacity,

LPIC) [64]. Metody te sg jednak mniej popularne.

Wsrod metod charakteryzujacych sie przebiegiem wedlug mechanizmu przeniesienia
pojedynczego elektronu, tzw. SET (ang. single electron transfer) wymieni¢ mozna:
> metode DPPH — (2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl) - jest jedna z najczgsciej
stosowanych metod do oznaczania wtasciwosci antyutleniajacych, przy pomocy wolnego
rodnika azowego DPPH. Do badan wykorzystuje si¢ alkoholowe roztwory DPPH, ktorych
barwa przy dlugosci fali 515 nm z maksymalng absorbancja jest purpurowa. W wyniku
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reakcji z utleniaczem barwa roztworu ulega zmianie na zo6tta. Przed przystapieniem do
pomiaréw nalezy pamigta¢, aby przygotowana probka miala: ograniczony dostep do
Swiatla 1 tlenu, odpowiednio dobrane pH oraz rozpuszczalnik, poniewaz moze to
doprowadzi¢ do spadku absorbancji roztworu DPPH [67].

> metode oznaczania zdolno$ci redukowania jonow zelaza Fe(lll) (ang. ferric
reducing antioxidant parameter, FRAP), polega na spektrofotometrycznym pomiarze
redukcji zwigzku TPTZ (kompleks zelazowo-2,4,6- tripirydylo-S-tiazyny), zawierajacego
jony zelaza(IIT). W wyniku dziatania utleniacza nastgpuje zmiana zabarwienia odczynnika
z bezbarwnej na niebieski (zwigzek Fe(II))[68].

> metode z wykorzystaniem odczynnika ABTS (2,2’-azobis
(3- etylobenzotiazolino-6-sulfonianu) polega na spektrofotometrycznym oznaczaniu
zdolnosci przeciwutleniaczy. W wyniku dodania do ABTS nadsiarczanu sodu powstaje

kationorodnik barwy niebieskiej, ktora z kolei zanika po dodaniu przeciwutleniacza [69].

Z pozostalych metod wymieni¢ nalezy: metod¢ oznaczania zdolnosSci
do redukowania jonéw Cu(II) (ang. cupric ion reducing antioxidant capacity, CUPRAC),
metode Folina-Ciocaltau (F-C) oraz metod¢ spektrofometryczng z wykorzystaniem

odczynnika DMPD (dichlorowodorek dimetylo-pfenylenodiaminy) [64].

2.4. Uwalnianie substancji aktywnych in vitro

Stopien uwalniania substancji aktywnych z substancji leczniczych przez btone
sluzowg jamy ustnej zachodzi gtownie na zasadzie dyfuzji biernej. Proces ten moze
odbywac si¢ przez niezrogowaciate nabtonki blony podjezykowej oraz przez blong
$luzowa policzka. Intensywnos$¢ tego procesu w jamie ustnej jest wigksza anizeli po
podaniu leku na skore do ok. 4000 razy [70, 71]. Uwolnienie leku zachodzi najtatwiej po
podaniu drogg podjezykowa (dzigki dobremu ukrwieniu), nast¢pnie przez btong policzka,

natomiast najtrudniej przez tkanke podniebienia [71].

Badanie przenikania substancji czynnych przeprowadza si¢ z uzyciem membrany
imitujacej blong $luzowa oraz odpowiednio dobranej aparatury w zalezno$ci od postaci

fizykochemicznej analizowanego leku:

> komora dyfuzyjna Franza — jest obecnie najczes$ciej wykorzystywana do badan

uwalniania substancji aktywnych, sktada si¢ z: czgsci akceptorowej, wypetnionej ptynem
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akceptorowym, mieszanym przez mieszadto magnetyczne oraz cze$ci donorowej,
w ktorej znajduje si¢ badany zwigzek. Obie czesci oddzielone sg za pomocg membrany,
ktére moga zostac zastapione przez odpowiednio pobrane wycinki skory, blony sluzowe;.
Pomiar polega na pobieraniu ptynu akceptorowego, w ktérym znajduje si¢ uwalniana
substancja aktywna w okre§lonych odstepach czasowych [72,73];

> dyfuzyjna komora przeptywowa — zalecana do analizy zwigzkow czynnych trudno
rozpuszczalnych w wodzie. Badanie polega na umieszczaniu probki w komorze
przeplywowej, przez ktorg przeptywa plyn akceptorowy. Substancja aktywna, ktora
zostala uwolniona z badanej formulacji do ptynu akceptorowego jest pobierana do
osobnego zbiornika w celu analizy ilociowej w okreslonych odstepach czasowych [74];
> aparat fopatkowy z komorg ekstrakcyjng (typu VanKel) — zbudowany jest z osmiu
szklanych naczyn, glowicy zawierajacej mieszadta topatkowe. Naczynia nalezy wypelnic¢
odpowiednio przygotowanym ptynem akceptorowym. Probke badanego zwigzku nanosi
si¢ do komor teflonowych, na ktére umieszcza si¢ membrang dializacyjng 1 zabezpiecza
pierscieniem typu O-ring oraz nakretka. Tak przygotowang probke umieszcza si¢ na dnie
naczynia szklanego. Kolejnym krokiem jest dobranie odpowiednich parametrow analizy
oraz uruchomienie mieszadet topatkowych, ktére zapewniajg homogenno$¢ medium.
Aparat topatkowy jest potgczony ze spektrofotometrem UV-Vis (ang. ultraviolet-visible).
W okreslonych odst¢pach czasowych dokonywany jest pomiar ilosciowy uwolnionej

substancji aktywnej z ptynu akceptorowego [75].

Na efektywno$¢ dyfuzji substancji aktywnych przez membrany imitujace naskorek, blone

sluzowg jamy ustnej, dzigsto majg wptyw nastepujace czynniki:

» rodzaj membrany — prawidtowo dobrana membrana do analizy powinna by¢ porowata,
mie¢ najmniejszag grubo$¢ oraz oboje¢tnos¢ w stosunku do badanej formulacji
farmaceutycznej i ptynu akceptorowego, jej zadaniem jest odizolowanie badanej
formulacji od ptynu akceptorowego, w badaniach efektywno$ci uwalniania substancji
aktywnych najczeSciej stosuje si¢ membrany oparte na polimerach naturalnych
(pochodnych celulozy) oraz syntetycznych (poliamidzie, poliweglanie, polipropylenie,
silikonach) [76, 77].

> pltyn akceptorowy (inaczej medium) - to ciecz, w ktorej zachodzi dyfuzja
aktywnego zwigzku 2z badanej formulacji, prawidlowo dobrany powinien

odzwierciedla¢ warunki badanego srodowiska, a w szczegdlnosci:
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v pH, ktdrego warto$¢ w zdrowej jamie ustnej wynosi migdzy 6 a 7 oraz powinien
by¢ dobrym rozpuszczalnikiem dla badanej substancji aktywnej [76, 78].

> temperatura przeprowadzania analizy — w tego typu badaniach powinna miescic¢

sie w przedziale 32°C — 37°C, doktadna warto$¢ temperatury medium powinna wynosic¢

tyle ile w warunkach fizjologicznych [79].

2.5. Blona sluzowa jamy ustnej

Btona sluzowa wysciela jame ustng, ktora jest poczatkowym odcinkiem uktadu
pokarmowego 1 oddechowego. Jest odpowiedzialna za odpornos¢ nieswoista w obrebie
jamy ustnej. Zmiany na blonie §luzowej jamy ustnej sg bardzo czegsto pierwszym

symptomem wielu chordb ostrych i przewlektych [80].
2.5.1. Budowa blony sluzowej jamy ustnej

Btona $luzowa jamy ustnej zbudowana jest z czterech elementow:

1. nablonka jamy ustnej — ktory tworzg warstwy:
» podstawna — znajduje si¢ bezposrednio przy blaszce wlasciwej blony Sluzowej,
zbudowana z pojedyncze] warstwy komorek z wydtuzonym jadrem o ksztalcie
walca, odpowiada za powstanie komorek nablonka, znajdujg si¢ w niej rowniez
malanocyty, wytwarzajgce melaning;
» kolczysta - zbudowana z komorek we wczesnym stadium dojrzewania,
wielobocznych;
» rogowa — komorki w tej warstwie sga najbardziej zroznicowane, zazwyczaj
zawierajg jadro, ulegaja zluszczaniu na powierzchni zewnetrznej warstwy nabtonka;
> ziarnista — dodatkowa warstwa wystgpujaca pomiedzy warstwag kolczysta
a rogowa, zawiera ziarna keratohialiny, ktore sa odpowiedzialne za proces
rogowacenia oraz powodujg nieprzezroczysto$¢ nabtonka [80, 81]
2. blony podstawnej;
3. blaszki wlasciwej — zbudowana jest komorek tkanki tacznej (fibroblasty,
fibrocyty, limfocyty, komorki plazmatyczne) oraz z elementow
wloknistych (wtokna klejodajne, nieliczne widkna elastyczne). Brodawki

blaszki wlasciwej wpuklaja si¢ w obrgb nabtonka, ktory tworzy sople
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roznej dlugosci, najdtuzsze w okolicy dzigsta, najkrétsze w obrgbie dna
jamy ustnej;

4. blony podsluzowej — znajduje si¢ ona na pograniczu blaszki wiasciwej
btony $luzowej i warstwg migsni i okostnej, zbudowana przede wszystkim
z tkanki lacznej wiotkiej zawiera roéwniez gruczoty surowiczo-$luzowe,
sploty naczyn krwiono$nych i chtonnych oraz tkanke ttuszczowa. Niektore
cze$ci jamy ustnej sg pozbawione blony podsluzowej, sg to migdzy
innymi: dzigsta, podniebienie twarde (poza czgscig tluszczowa

i gruczotowy) oraz jezyk na powierzchni grzbietowej [80 - 83].

2.5.2. Funkcje blony $luzowej jamy ustnej

Btona §luzowa bez zmian patologicznych jest gtadka oraz 1$nigca. W zaleznosci

od rasy moze przybiera¢ zabarwienie 0d blador6zowego do brunatnego.
Do podstawowych funkcji btony sluzowej jamy ustnej nalezy:

funkcja ostaniajgca, ktoérg zapewnia ciggta odnowa nablonka poprzez zluszczanie sig¢
wraz ze znajdujagcymi sie bakteriami na jego powierzchni; przed urazami
mechanicznymi chronig obecne w btonie §luzowej wtokna sprezyste i klejodajne;
funkcja obronna jest zapewniona przez $§line, ktéra usuwa z powierzchni btony §luzowej
bakterie, ponadto zawarte w $linie sktadniki zapewniajg wilasciwosci bakteriobojcze
oraz bakteriostatyczne; przed szkodliwymi substancjami oraz urazami chronig btong:
narzad smaku, dotyku oraz bolu;

funkcja smakowa zwigzana jest z rozmieszczonymi w catej jamie ustnej kubkami
smakowymi, najwicksza ilo§¢ kubkow smakowych znajduje si¢ na jezyku
w brodawkach: okolonych, li$ciastych, grzybowatych;

funkcja wchlaniania jest mozliwa dzigki obecnos$ci duzej ilo$ci naczyn krwiono$nych
oraz cienkiego nabtonka; najlepsze wchtanianie obserwuje si¢ na dnie jamy ustnej oraz
na dolnej powierzchni jezyka;

funkcja czuciowa, zwigzana z receptorami: dotyku, bolu, ciepta zlokalizowanymi
w calej jamie ustnej;

funkcja wydzielnicza mozliwa dzigki rozmieszczonym w calej jamie ustnej gruczotom

$linowym, ktore wydzielajac $ling chronig btone¢ Sluzowa przed wysuszeniem [80 - 83].
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2.5.3. Zapalenie blony sluzowej jamy ustnej

Zapalenie btony §luzowej jamy ustnej to proces zapalny, ktory zajmuje wickszo$¢
lub cala powierzchni¢ btony $luzowej jamy ustnej oraz warg. Bol, ktéry towarzyszy
zapaleniu bardzo czgsto uniemozliwia przyjmowanie pokarmow, a nawet ptyndw, przez
Co jest bardzo ucigzliwy dla pacjenta. Zmiany pojawiajace si¢ na btonie sluzowej jamy
ustnej mogg przybiera¢ rozny wyglad, a ich wystepowanie moze sugerowac pojawienie

si¢ podobnych zmian w obrebie btony §luzowej catego uktadu pokarmowego [80, 81, 84].

Istnieje wiele czynnikdw zaré6wno miejscowych jak 1 ogolnoustrojowych,

majacych wptyw na stan btony Sluzowej jamy ustne;.

Wsrod czynnikéw miejscowych wymieni¢ mozna: bakterie wystepujace
w ubytkach prochnicowych lub w kieszonkach przyzebnych, zwigkszone badz
zmniejszone wydzielanie $liny, zmiang sktadu sliny, obniZenie pH jamy ustnej, czynniki
termiczne, rodzaj spozywanych pokarmoéw oraz ptyndéw, uzywki (papierosy, alkohol,
narkotyki, dopalacze), czynniki mechaniczne (przygryzanie btony $sluzowej policzkow
w wyniku wad zgryzu, zle wypolerowanego wypeltnienia, nieodpowiednio dopasowane;j
protezy) oraz prady elektrogalwaniczne, ktére mogg powsta¢ w wyniku wystepowania
roznego  rodzaju metali w  uzupelieniach  protetycznych  czy  tez

w wypehieniach amalgamatowych [80, 81, 85, 86].

Z kolei do czynnikow ogolnoustrojowych majacych wplyw na stan blony
Sluzowej jamy ustnej zaliczamy: niedobory witamin oraz mikro- i makroelementow,
skutki dziatania niektorych lekow, obnizong odporno$¢ nabyta lub wrodzona, zaburzenia
hormonalne, cukrzycg, choroby z autoagresji (twardzina, toczen rumieniowaty uktadowy

i skorny, zesp6t Sjogrena, pecherzyca, pemfigoid) oraz choroby nowotworowe [87, 88].
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Cel pracy

3.Cel pracy

Wazrastajaca liczba przypadkdéw nowotwordw jamy ustnej, konsumpcja alkoholu
oraz uzywek, palenie tytoniu oraz cytotoksycznos¢ niektorych syntetycznych produktow
do codziennej higieny jamy ustnej sktaniajag do poszukiwania naturalnych sposobow
ochrony blony $luzowej jamy ustnej. Trend ten jest rOwniez wpisany W rosnacg
swiadomo$¢ koniecznosci ochrony srodowiska naturalnego. Dynamiczny rozwdj
przemystu farmakologicznego stwarza mozliwo$¢ opracowywania innowacyjnych
receptur pozwalajacych wykorzystywaé naturalne substancje aktywne.

Gtownym celem badania byto opracowanie metody podania i analiza skutecznos$ci
preparatu zawierajacego galusan epigallokatechiny oraz badanie przenikania nowo

otrzymanego preparatu przez btong sluzowa jamy ustne;j.

Cele glowne:
1. Czy EGCG przenika przez barier¢ imitujgcg blong §luzowg jamy ustnej?

2. Ocena uwalniania EGCG z nanoczastek w zalezno$ci od stezenia.

Cele posrednie:

Otrzymanie nanoczastek lipidowych inkorporowanych EGCG.
Analiza parametrow fizykochemicznych EGCG.

Analiza stabilnos$ci przygotowanego preparatu zawierajagcych EGCG.

Analiza whasciwosci antyoksydacyjnych EGCG.

o~ w0 PE

Opracowanie metodyki badan in vitro uwalniania EGCG z przygotowanej
formulacji wraz z oceng kinetyki ich przenikania przez bariery imitujace blone

sluzowa jamy ustne;j.
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4. Material i metody

4.1. Spektrometria mas ESI-MS
standaryzowanego ekstraktu z zielonej

herbaty

Pomiar z zastosowaniem spektrometrii mas ESI-MS, zar6wno w trybie jonow
ujemnych jak i dodatnich (w zakresie od 100-500 m/z) przeprowadzono celem
potwierdzenia obecno$ci EGCG w standaryzowanym ekstrakcie z zielonej herbaty
(ekstrakt z lisci zielonej herbaty 240 mg, w tym zawarto$¢ EGCG 216 mg, Sunphenon,
Taiyo Kagaku Co., Ltd. Japan). Pomiaru dokonano z zastosowaniem spektrometru mas

Waters/Micromass (Manchester, Wielka Brytania).

4.2. Optymalizacja parametrow syntezy
stalych nanoczastek lipidowych typu SLN
iInkorporowanych EGCG

4.2.1. Materialy

W badaniach uzyto nastepujace sktadniki:

» Lipid staly - Precirol ATO 5, distearynian glicerolu, typ | EP, producent
Gattefossé, Hiszpania

» Zwiazek powierzchniowo czynny - Polisorbant 60, Tween 60, monostearynian
polioksyetylenosorbitolu, Sigma Aldrich, Polska

» Standaryzowany ekstrakt z lisci zielonej herbaty 240 mg, w tym zawartos¢ EGCG
216 mg, Sunphenon, Taiyo Kagaku Co., Ltd. Japan

» Kwas galusowy ktory powstat w wyniku rozktadu EGCG

» Woda wysoce demineralizowana, temperatura pokojowa

Wszystkie odczynniki byty analitycznie czyste i zostaly uzyte bez dalszej obrobki.
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4.2.2. Oznaczenie materialow

zsyntezowanych w pracy
N_SLN UT HPH P T SA

gdzie,

N - numer probki

SLN — typ nanoczastek lipidowych

UT_ homogenizacja wysokoobrotowa

HPH — homogenizacja wysokoci$nieniowa

P - ci$nienie homogenizacji wysokocisnieniowej [bar]
T — czas homogenizacji [s]

SA - substancja aktywna

Tab. 2. Oznaczenie materialow zsyntezowanych w pracy.

»puste” SLN — homogenizacja wstepna

1_5 L N_UT_H P H_300 bar oraz homogenizacja wysokoci§nieniowa
300 bar

Homogenizacja wysokoobrotowa

2_UT _30s_ kwas galusowy (Ultraturax), 30 sek., z kwasem
galusowym

Homogenizacja wysokoobrotowa

3 UT 30s EGCG
— - - (Ultraturax), 30 sek., z EGCG

Homogenizacja wysokoobrotowa

4 UT_30s
-~ = (Ultraturax), 30 sek.

Homogenizacja wysokoobrotowa

5 UT_60s_EGCG
- == (Ultraturax), 60 sek., Z EGCG
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4.2.3. Synteza stalych nanoczastek
lipidowych typu SLN z wykorzystaniem

homogenizatora wysokocisnieniowego

4.2.3.1. Synteza ,pustych” stalych nanoczastek
lipidowych typu SLN

,Puste” stale nanoczastki lipidowe (SLN) otrzymano poprzez przygotowanie
dwoch faz: fazy lipidowej stanowigcej Precirol ATO 5 w ilosci 1,009 (2,00% wag.) oraz
wodnej, ktorg stanowil roztwor zwigzku powierzchnio czynnego, zawierajacy 0,629
(1,25% wag.) Tween 60 oraz 48,37 ml (96,75% wag.) wody destylowanej. Oby dwie fazy
podgrzano do tej samej temperatury, okoto 80°C, zmieszano ze sobg i nastepnie poddano
homogenizacji wysokocisnieniowej na goraco pod cisnieniem 300 baréw (homogenizator
Panda Plus 2000 GEA, Polska, Ryc. 3).

Ponadto, w trakcie syntezy ,pustych” stalych nanoczastek lipidowych
modyfikowano  nastepujgce  parametry  procesu:  ciSnienie  homogenizacji
wysokocisnieniowej (300, 400 baréw) oraz zastosowanie homogenizacji wstgpnej

z wykorzystaniem homogenizatora wysokoobrotowego UltraTurax, co opisano ponize;j.

4.2.3.2. Synteza ,pustych” stalych nanoczastek
lipidowych typu SLN z zastosowaniem homogenizacji
wstepnej (homogenizator wysokoobrotowy UltraTurax)
oraz homogenizatora wysokocisnieniowego (ciSnienie 300

barow)

Przygotowang w punkcie 4.2.3.1 preemulsje poddano homogenizacji wstepnej
za pomocg homogenizatora wysokoobrotowego UltraTurax® T25 Digital Homogenizer
(YYstral GmbH D-7801, Dottingen, Niemcy) (Ryc.4) przy predkosci 10 000 rpm, w czasie
20 sekund. Dzigki temu wszystkie sktadniki zostaly poddane silnemu dziataniu sit
tnagcych, co w rezultacie doprowadzito do doktadnego wymieszania emulsji. Nastepnie

zastosowano metod¢ wysokoci$nieniowej homogenizacji na gorgco prowadzonej w 3
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cyklach przy pomocy homogenizatora Panda Plus 2000 GEA (Ryc. 3), kazdy pod

ci$nieniem 300 bardéw oraz w temperaturze utrzymanej w granicach 80°C.

Ryc 3. Homogenizator Panda Plus 2000 GEA. Ryc.4. Homogenizator wysokoobrotowy
UltraTurax® T25 Digital.

4.2.3.3. Synteza ,pustych” stalych nanoczastek
lipidowych typu SLN z zastosowaniem homogenizacji
wstepnej (homogenizator wysokoobrotowy UltraTurax)
oraz homogenizatora wysokocisnieniowego (cisnienie 400

baréw)

Postepowano analogicznie, jak w punkcie 4.1.3.2 z pominigciem etapu
homogenizacji wstgpnej. Nastgpnie zastosowano metod¢ wysokoci$nieniowej
homogenizacji na gorgco prowadzonej w 3 cyklach, kazdy pod ci$nieniem 400 barow

oraz w temperaturze utrzymanej w granicach 80°C.

35



Materiat i metody

4.2.3.4. Synteza stalych nanoczgstek lipidowych typu
SLN inkorporowanych EGCG

Statle nanoczastki lipidowe (SLN) inkorporowane EGCG otrzymano poprzez
przygotowanie dwoch faz: fazy lipidowej stanowiacej Precirol ATO 5 w ilosci 1,00 g
(2,00% wag.) i EGCG (0,50 g, 1,00% wag.) oraz wodnej, ktora stanowit roztwor zwigzku
powierzchnio czynnego, zawierajacy 0,62 g (1,25% wag.) Tween 60 oraz 47,87 ml
(95,75% wag.) wody destylowanej. Oby dwie fazy podgrzano do tej samej temperatury,
tj. okoto 80 °C, zmieszano ze sobg i nastgpnie poddano homogenizacji
wysokocisnieniowej na gorgco pod cisnieniem 300 barow (homogenizator Panda Plus
2000 GEA, Polska, Ryc. 3).

W trakcie prowadzenia procesu syntezy stalych nanoczastek lipidowych
inkorporowanych EGCG z zastosowaniem homogenizacji wysokoci$nieniowej na gorgco
okazato si¢, ze nie bedzie on mozliwy do zrealizowania w/w metoda z powodu ograniczen

aparaturowych.

4.2.4, Synteza  ,,pustych” stalych
nanoczastek lipidowych typu SLN oraz
inkorporowanych EGCG lub kwasem
galusowym Z zastosowaniem

homogenizacji wysokoobrotowej

Ostateczng procedure syntezy statych nanoczastek lipidowych typu SLN opracowano na
podstawie publikacji [89]. Procedura ta przebiegata nast¢pujaco: przygotowano dwie
fazy: lipidows, ktora stanowit Precirol ATO 5 2,16 g(9,00% wag.) oraz zwigzek
powierzchniowo czynny Tween 60 w ilosci 0,50 g(2,10% wag.). Faz¢ wodng stanowita
substancja aktywna (EGCG lub kwas galusowy) 0,24 g (1,00% wag.) oraz woda wysoce
demineralizowana 21,12 g (87,90% wag.). Oby dwie fazy ogrzewano do temperatury 75

°C, caly czas mieszajac.
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Po osiggni¢ciu zadanej temperatury faze lipidowa zdyspergowano w fazie wodnej.

Otrzymang preemulsje poddano po chwili homogenizacji z wykorzystaniem
homogenizatora wysokoobrotowego UltraTurax® T25 Digital Homogenizer (Jahnke
& Kunkel, Niemcy) (Ryc. 4) przy predkosci 10 000 rpm w czasie 30 oraz 60 sekund,

w celu zmniejszenia $rednicy otrzymanych nanoczastek lipidowych.

W tabeli 3 przedstawiono ilosci zwigzkdéw zastosowanych do syntezy statych nanoczgstek
lipidowych.

Tab.3. Hlosé¢ uiytych zwigzkow do otrzymania stalych nanoczgstek lipidowych.

Oznaczenie Preciro | Twee Woda wysoce EGC Kwas
probki IATO | n60 | demineralizowana(ml G galusow
5(mg) | (mg) ) (mg) y
(mg)
UT_60s_EGCG | 2350,00 | 500,00 22,00 150,00 -
3 UT _30s_EGC | 2160,00 | 500,00 21,12 240,00 -
G
4 UT_30s 2160,00 | 500,00 21,12 - -
2_UT_30s_kwas | 2160,00 | 500,00 21,12 - 240,00
galusowy
5 UT_60s_EGC | 2160,00 | 500,00 21,12 240,00 -
G
4.3. Charakterystyka fizykochemiczna

stalych nanoczastek lipidowych

4.3.1. Pomiary potencjalu zeta i wielkoSci

czastek

Pomiaru potencjatu zeta (ang. Zeta Potential, ZP) dokonano za pomocg urzadzenia
UK) (Ryc.5). Przed

rozcienczono 100-krotnie w wodzie wysoce

Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Worcestershire,

wykonaniem kazdego pomiaru,
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demineralizowanej otrzymane probki statych nanoczastek lipidowych (SLN). Nastepnie
za pomocy strzykawki przenoszono odpowiednio przygotowang probke do U-ksztattnej
celki kapilarnej (DTS1070), tak aby nie powstaly pecherzyki powietrza, gdyz to mogtoby
zaktoci¢ wyniki pomiarowe. Po szczelnym zamknigciu umieszczano celke w komorze

pomiarowej urzadzenia. Warto$¢ ZP dla kazdej probki byta mierzona trzy razy.

Ryc.5. Zetasizer Nano ZS.

Rozktad $redniej wielkos$ci czastek okreslono metoda dynamicznego rozpraszania
swiatla (DLS), stosujac Zetasizer Nano ZS, (Malvern). Pomiary DLS przeprowadzono
w $wietle rozproszonym pod katem 173°, a temperatura pomiaru wynosita 25°C.
Wszystkie probki rozcienczono w wodzie dejonizowanej do odpowiedniej intensywnosci
rozproszenia przed pomiarem. Otrzymane probki do analizy badano po 1, 2, 9, 14, 30

dniu liczac od pierwszego dnia syntezy.

4.3.2. Badanie zdolnoS$ci antyoksydacyjnej
EGCG przy uzyciu TPTZ — metoda FRAP

W celu oznaczenia catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej EGCG w oparciu

o redukcj¢ jonow zelaza (III) przygotowano nastgpujace roztwory:
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» Roztwor TPTZ — odwazono 31,24 mg 2,4,6- tripirydylo-S-triazymy, nastgpnie wsypano
do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml, owini¢tej folia aluminiowa
1 uzupetniono 0,005 M HCI do wspotmiernosci.

» 3Mm roztwor FeCls w 5Mm kwasie chlorowodorowym odwazono 20,30 mg FeCls,
a nastgpnie wsypano do kolby miarowej o pojemnosci 25 ml, owinigtej w foli¢ aluminiowa
i uzupeliono SmM HCI do wspoétmiernosci. Nalezy pamigtaé, aby ten roztwor
przygotowac ten roztwor na ok. 2 godziny przed wykonywaniem pomiaru.

» Odczynnik FRAP — otrzymano przez zmieszanie 0,90 ml TPTZ oraz 0,05 ml FeCls.
Otrzymany roztwor ogrzewano w tazni  wodnej do temperatury 37°C
1 wykorzystano do oznaczania wtasciwosci antyoksydacyjnych EGCG.

» acetonowe roztwory EGCG — 0,01 ml nanoczastek o stezeniach 1,00%, 2,00% oraz
5,00% wag. dodawano do 0,04 ml acetonu.

Nastepnie do przygotowanych roztworow acetonowych EGCG dodawano 0,95 ml
odczynnika FRAP i inkubowano przez 30 minut w 37°C w tazni wodnej. Po tym czasie
powinna nastgpi¢ wyrazna zmiana barwy roztworu na niebieski. Niestety nie

zaobserwowano charakterystycznej zmiany barwy.

4.3.3. Badanie zdolnosci antyoksydacyjnej
EGCG przy uzyciu DPPH

W celu zbadania aktywnos$ci antyoksydacyjnej EGCG przygotowano:
> roztwor DPPH® - odwazono 3,94 mg rodnika 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu,
i rozpuszczono go w 130,00 ml etanolu (Stanlab). W chwili, gdy rodnik ulegt
calkowitemu rozpuszczeniu w etanolu wykonano pomiar widma UV-Vis, a nastepnie
odczytano dlugos¢ fali, przy ktorej absorbancja roztworu byta najwicksza (Amax), tj.
~517nm
» etanolowe roztwory: 1,00 mg czystego EGCG rozpuszczono w 10,00 ml etanolu; 1,00
mg nanoczastek 0 st¢zeniach 1,00%, 2,00% oraz 5,00% wag. dodawano do 10 ml
etanolu. Podobnie, jak w przypadku roztworu rodnika zmierzono warto$¢ Amax

etanolowych roztworow EGCG.

39



Materiat i metody

Nastepnie w kwarcowej kuwecie umieszczono 1,50 ml roztworu DPPH* oraz 1,50
ml roztworu badanego EGCG. Tak przygotowang probke poddano pomiarom absorbancji
przy pomocy spektrofotometru UV-Vis Cary 50 Bio (Varian, Stany Zjednoczone)
(Ryc.6). Badania prowadzono co minut¢ przez 5 minut, a nast¢pnie po 10, 15, 20, 25, 45
oraz 60 minutach od momentu zmieszania roztworéw badanej substancji oraz rodnika
DPPH*. Wyniki badan potencjatu antyoksydacyjnego EGCG przedstawiono za pomocg

procentu wygaszania wolnego rodnika DPPH®* obliczonego wedtug rownania 1 :

I= (Ao- Ar)/ Ao x100 %
Rownanie 1. Wzor umozliwiajgcy obliczenie procentu wygaszania wolnego rodnika DPPH®.

gdzie:
| - % Inhibicji, zdolnos$¢ do ,,zamiatania wolnych rodnikow’’
Ao - absorbancja roztworu rodnika DPPH* (j.u.),

A1 - absorbancja roztworu rodnika DPPH* po dodaniu badanej substanciji (j.u.).

Ryc. 6. Spektrofotometr UV-Vis Cary 50 Bio.
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4.4. Badanie kinetyki uwalniania EGCG z
hydrozelu

Badanie kinetyki uwalniania EGCG z otrzymanych formulacji dokonano za
pomoca aparatu topatkowego 708-DS (Agilent Technologies Inc) (Ryc.7) w potaczeniu
z spektrofotometrem UV-Vis.

Ryc.7. Aparat dyfuzyjny 708-DS wraz z spektrofotometrem UV-Vis.

4.4.1.Membrana dializacyjna

Do badan zastosowano ultracienkg membrang 0 nazwie Cuprophan, ktorej
grubos¢ wynosi 7-17 pum, natomiast wartosci obcigcia 7-17 kDa. Wykonana jest
z naturalnego polimeru, ktory jest specjalnym typem celulozy. Jej zaleta jest niskie
ryzyko perforacji, poniewaz materiat z ktorego zostata wykonana cechuje si¢ wysoka
sprezystoscig. Na kilka godzin przed kazdorazowym rozpoczeciem analizy

kondycjonowano membrany w roztworze akceptorowym.
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4.4.2. Preparatyka pltynu akceptorowego

W celu przygotowania ptynu akceptorowego, ktorym jest bufor fosforanowy, nalezy

najpierw przyrzadzi¢ roztwory:

> W pierwszej kolbie miarowej nalezy odwazy¢ 17,63 g diwodorofosforanu(V)
potasu (KH2PO4) a nastepnie doda¢ 1000,00 ml wody demineralizowanej i rozpuscié
dodang wodorosol.

> W drugiej kolbie rozpusci¢ 4,07 g wodorotlenku sodu (NaOH) w 1000,00 ml

wody demineralizowanej.

Nastepnie nalezy pobra¢ 732,00 ml roztworu NaOH i doda¢ do przygotowanego
wezesniej roztword KH2POs. Po doktadnym zmieszaniu sktadnikow buforu zmierzono

jego wartos¢ pH, ktéra wyniosta 5,8.

4.4.3. Preparatyka hydrozelu
zawierajacego stale nanoczastki lipidowe

inkorporowane EGCG

Do szklanej zlewki odwazono glicerol (10,00% wag., Chempur) oraz wode
demineralizowang (86,80% wag.), nastepnie umieszczono ja w tazni wodnej 1 ogrzewano
do temperatury 80°C. Nastepnie stopniowo dodawano hydroksyceluloze (2,50% wag,
Sigma Aldrich), caly czas intensywnie mieszajac za pomoca szklanej bagietki, az do
uzyskania konsystencji zelu. Gdy temperatura ukladu spadta do 40 °C dodano
Microcare® SB (0,20% wag., Thor GmbH)
1 mieszano prze 5 minut. Przygotowano 4 zlewki, w ktérych odwazono rowne ilosci
otrzymanego hydrozelu oraz state nanoczastki lipidowe zawierajace substancje aktywna
(EGCG) w ilo$ciach przedstawionych w tabeli 4, w temperaturze ponizej 30 °C, caty czas

mieszajac przez kolejne 10 minut w celu ustabilizowania uzyskanej konsystencji.
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Tab. 4. Przygotowanie formulacji hydroZelu 7 roing zawartoscig EGCG.

Nazwa probki [lo$¢ substancji Ilo$¢ hydrozelu [g]
aktywnej [g]
5 _UT_60s_EGCG_1,00%wag. 0,02 1,50
5 _UT_60s_EGCG_2,00%wag. 0,05 1,50
5_UT_60s_EGCG_5,00%wag. 0,08 1,50
Czysty EGCG 0,02 1,50

4.4.4. Przygotowanie prébek

Odwazono odpowiednie ilosci hydrozelu oraz SLN z EGCG co zostato
przedstawione doktadnie w powyzszej tabeli (tab.4). Nastepnie doktadnie wymieszano
hydrozel z dodanymi statymi nanoczastkami lipidowymi inkorporowanymi EGCG
I umieszczono w 5 niezaleznych komorach ekstrakcyjnych. Odwazono 1,00g badanej
formulacji z SLN inkorporowanymi EGCG, a nast¢pnie umieszczono jg w teflonowej
komorze ekstrakcyjnej (Ryc.8.). Natozony preparat wygladzono na powierzchni,
a nastepnie natozono membrang dializacyjng o ksztalcie kota, ktora zostata dopasowana
do komory ekstrakcyjnej. Na cato$¢ zatozono pierscien typu O-ring oraz zakretke, ktorg
zakrgcono W celu unieruchomienia preparatu i membrany. W podobny sposob
przygotowano takze probe odniesienia formulacji, ktoéra nie zawierala substancji
aktywnej. Sporzadzony hydrozel, bedacy baza do aplikacji leku nie powinien uwalnia¢
zadnych substancji absorbujacych promieniowanie w tym samym zakresie fal, co badany
EGCG. Wpltyw na uwalnianie substancji aktywnej beda miaty nawet niewielkie sygnaty
pochodzace od bazy, dlatego tak wazne jest dobranie odpowiedniej bazy i wykonanie
$lepej proby. Teflon, z ktorego wykonane sg wszystkie elementy komory ekstrakcyjnej
jest chemicznie bierny wzgledem badanych formulacji, jak réwniez roztworu

akceptorowego, w ktorym prowadzone sg badania [90].
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Ryc. 8. Teflonowe komory ekstrakcyjne przed natoieniem hydrozelu 7 SLN inkorporowanego
EGCG.

4.4.5. Budowa i przygotowanie aparatury
do badania kinetyki uwalniania EGCG ze

stalych nanoczastek lipidowych

Wykorzystany do badan aparat dyfuzyjny 708-DS (Agilent Technologies, CA,
Stany Zjednoczone) (Ryc.7.) jest zbudowany z: tazni wodnej, termostatu w celu
utrzymywania statej temperatury wody znajdujacej si¢ w tazni, ruchomej glowicy, ktorej
elementem s3 mieszadla wykonane ze stali nierdzewnej, 8 szklanych naczyn
0 pojemnosci 200,00 mL. Mieszadta w trakcie pomiaru wykonujg ruch obrotowy, co
powoduje jednorodno$¢ medium na calej wysokosci naczynia. Aparat dyfuzyjny jest

potaczony z spektrofotometrem UV-Vis.

Ilos¢ uwolnionej substancji obliczano w oparciu 0 pomiar zmian absorbancji

w czasie zgodnie z prawem Lamberta-Beera, rownanie 2 :
A=gx Cx1,

Rownanie 2. II prawo Lamberta —Beera.

gdzie: A - absorbancja (j.u.),
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€ - molowy wspotczynnik absorpcji (L /mol x cm),
C - stezenie (mol/L),
| - grubo$¢ warstwy absorbujacej (cm).

Ptyn akceptorowy wprowadzono do pigciu szklanych naczyn, a nastgpnie
umieszczono wczesniej przygotowane komory ekstrakcyjne z badanym preparatem.
Pozostate naczynia wypetniono ptynem akceptorowym. Badanie przeprowadzano
w warunkach pomiarowych okre§lonych w tabeli 5. Dla kazdej z badanych probek

procedure powtdrzono trzykrotnie.

W tabeli 5 przedstawiono wartosci parametrow badania kinetyki uwalniania
EGCG z SLN.

Tab. 5. Wartosci parametréw pomiaru badania uwalniania EGCG.

Parametry pomiaru Wartos$¢ parametru
Temperatura lazni wodnej 36,6°C
Predkos¢ obrotowa lopatek 100 obr/min.

Czas trwania badania 48 h
Interwal czasowy do pobierania 30 min
probek do analizy spektralnej

Procent uwolnienia substancji z przygotowanych formulacji obliczono w oparciu

0 nastepujgce rownanie 3:

. (Ap\(mw x Pw\ /1 Vp
% uwolnienia = |— )| ———|(=—])|— ) * 100%
Aw Vw Dw/ \mp

Rownanie 3. Wzor umozliwiajgcy obliczenie procentu uwalniania substancji aktywnej.

gdzie:
Ap - absorbancja probki (j.u.),
Aw - absorbancja wzorca (j.u.),

mw - masa wzorca (mg),
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Vw - objetos¢ roztworu wzorcowego (mL),

Pw - czysto$¢ wzorca,

Dw - rozcienczenie wzorca,

M, - masa substancji oznaczanej zawartej w probce (mg),

Vp - objetos¢é medium (mL)
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5. Prezentacja wynikow
5.1. Spektrometria mas ESI-MS

standaryzowanego ekstraktu z zielonej

mz

herbaty
Na Ryc. 9 przedstawiono widmo ESI-MS standaryzowanego ekstraktu z zielonej
herbaty.
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Ryc. 9. Widmo ESI-MS standaryzowanego ekstraktu z zielonej herbaty, tryb jonizacji: pozytywny oraz
negatywny.

Na widmie ESI-MS, w trybie jonow ujemnych, zaobserwowano jon m/z 125,
ktory przypisano dla 1,2,3-trihydroksybenzenu (Ce¢HsOs’), nastgpnie jon m/z 169
odpowiadajacy zdeprotonowanemu jonowi kwasu galusowego (C7HsOs") oraz jon m/z
331 odpowiadajacy Ci2H1307” (EGC, galusan epikatechiny). Z kolei Jon m/z 457
przypisano dla czasteczki EGCG [M-H]. Na podstawie analizy ESI-MS

przeprowadzonej w trybie jonow dodatnich, dokonano analogicznego dopasowania
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jonow, jak w przypadku jonizacji w trybie jonow ujemnych. Potwierdzono tym samym

obecnos¢ EGCG w standaryzowanym ekstrakcie z zielonej herbaty.

5.2. Charakterystyka fizykochemiczna
otrzymanych  SLN inkorporowanych
EGCG

W przypadku staltych nanoczgstek lipidowych inkorporowanych EGCG
przeanalizowano oceng stabilnos$ci, ktora obejmowata: oceng¢ zmian potencjatu zeta (ZP),
wartosci wskaznika polidyspersyjnosci (Pdl) oraz $redniej wielkosci czastek (Z-Ave),
oznaczanych dla badanych dyspersji, przechowywanych przez wymagany okres 30 dni,

w jednakowej temperaturze.

5.2.1.Pomiar potencjalu ZETA dla

otrzymanych nanoczastek lipidowych

Potencjatl zeta, mierzono za pomocg urzadzenia Zetasizer Nano ZS, gdzie
stosowana jest technika elektroforetycznego rozpraszania $wiatta (ang. Electrophoretic
Light Scattering, ELS), zwana roéwniez spektroskopig przesunigcia Dopplera (ang.
Doppler Shift Spectroscopy) [91].

Badang probke uznaje sie za stabilng, gdy wartos$¢ bezwzgledna potencjatu zeta
jest wigksza od [+ 30 mV|. Czastki zblizajac si¢ do siebie wzajemnie sa poddawane sitom:
odpychania (elektrostatyczna) oraz przyciggania (Van der Waalsa), za$ stabilnos¢
zawiesiny czastek jest wypadkowa sumy tych sit [92]. Aby zapobiec agregacji oraz
wystgpieniu procesu flokulacji, musi dojs¢ do odpychania pomigdzy czastkami
zawiesiny. Gdy dane zjawisko nie zachodzi, wowczas sity przyciggania wywolaja
agregacje, a nastepnie koagulacje czastek [93, 94]. W tabeli 6 przedstawiono wyniki
pomiaru potencjalu Zeta dla badanych probek.
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Tab. 6. Wyniki pomiaru potencjatu Zeta dla badanych probek [jednostki dla wszystkich danych — mV].

SLN_HPH_300bar
Dzien syntezy Potencjal [mV]
1 31,1+1,2
2 28,0+1,2
5 28,3+1,2
14 27,8+1,2
21 29.0+1,2
28 29.0+1,2
1 SLN_UT_HPH_300bar
1 30,7+5,3
2 27,245.3
5 28,0+5.3
14 28,7+£5.3
21 28,9+£5.3
28 34,2+5.3
SLN_HPH_400bar
1 31,4+1,1
2 29,2+1,1
5 28,6+1,1
14 29,2+1,1
21 29,7+1,1
28 31,4+1,1
3 _UT_30s_EGCG
1 43,7+£9.,4
2 45,2194
5 25,449 4
14 22,0494
28 35,3194
5 UT_60s_EGCG
1 44,8154
2 32,5+5,4
5 42,4454
14 32,754
28 32,5+5,4
2_UT _30s_kwas galusowy
1 47,6+7,3
2 45,6+7,3
5 32,7+£7,3
14 31,5+7,3
4 UT_30s
1 28,64+2,1
2 25,3+2,1
7 26,0+2,1
14 30,3+2,1
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28 | 30,2+2,1
UT_60s_EGCG
Dzien syntezy Potencjal [mV]
1 44,1+5.9
2 54,0+5,9
5 44,3+£5,9
7 37,759
14 38,1+5,9

Analizujagc powyzszg tabele (Tab.6.) stwierdzono, ze pozytywny wplyw na
warto$¢ ZP, oznaczajacy spadek wartosci ZP z 44,8 do 32,5 mV powoduje zardwno ilos¢
zastosowanego do syntezy SLN EGCG, jak rowniez czas prowadzenia homogenizacji.
Uzyskane wyniki dla statych nanoczastek lipidowych inkorporowanych EGCG
porownano z probka odniesienia tzn. ,,puste” SLN. W kazdym typie homogenizacji
pustych SLN, zarowno wysokoci$nieniowej jak i wysokoobrotowej obserwujemy maty
spadek, a nastgpnie nieznaczny wzrost potencjalu Zeta. Wyniki w probkach:
1 SLN _UT _HPH 300bar, SLN _HPH 300bar, SLN HPH 400bar oraz 4 UT 30 s3
poréwnywalne. Z kolei, gdy porownamy wyniki ZP dla probek SLN inkorporowanych
EGCG, najlepszy wynik uzyskano w probce 5 UT_60s EGCG. Wyniki ZP
w5 UT_60s EGCG sg zadowalajace i wynoszg 32,5 mV zaréwno w 2, 14 oraz 28 dniu
badan co 0znacza, ze czastki nie aglomerujg i sa stabilne. Syntez¢ tak otrzymanej SLN
inkorporowanej EGCG (probka 5_UT_60s_EGCG) powtorzono, poniewaz wczesniejsze
wyniki wahaly si¢ w okolicach 40,9 a 49,2 mV, co wskazywato na brak stabilnosci
nanoczastki. Wplyw na tak rozbiezne wyniki mogta mie¢ temperatura otoczenia podczas

ktorej prowadzono syntez¢ SLN z EGCG.

Podsumowujac, istotny wptyw na wartos¢ ZP otrzymanej nanoczastki lipidowej
inkorporowanej EGCG ma ilo§¢ uzytej substancji aktywnej oraz czas trwania
homogenizacji. Po 14 dniach badan wida¢ wyrazng stabilizacje, brak agregacji

w wybranej probce 5 UT_60s_ EGCG.
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5.2.2. Wyniki pomiaru wspélczynnika
polidyspersyjnosci (PdI)

Wspoétczynnik polidyspersyjnosci (ang. Polydispersity Index, PDI), jest to
statystyczny rozrzut masy czgstek, nazywany inaczej stopniem dyspersyjnosci [95].
Wigksza warto$¢ stopnia dyspersyjnosci 0znacza wigkszy rozrzut mas, dlatego istotne
jest, aby osiggna¢ jak najmniejsze wartosci PDI, co potwierdzi stabilno$¢ otrzymanej
nanoczastki lipidowej [96] Wartos¢ PdI powinna miesci¢ si¢ w granicach 0,00 — 0,30 j.u.

W tabeli 7 przedstawiono wartosci PdI dla uzyskanych materiatow.

Tab. 7. Wyniki pomiaru Pdl dla badanych probek.

Numer i nazwa probki Dzien badan Wartos¢ PdI [j.u.]
1 0,606+0,056
2 0,583+0,056
1 SLN_UT_HPH_300bar 9 0,474+0,056
14 0,498+0,056
30 0,474+0,056
1 1,000+0,194
2 0,797+0,194
2_UT_30s_kwas galusowy 9 0,502+0,194
14 0,527+0,194
30 0,545+0,194
1 0,906+0,145
2 0,777+0,145
3 UT_30s EGCG 9 0,650+0,145
14 0,631+0,145
30 0,475+0,145
1 1,000+0,085
2 0,836+0,085
4 UT_30s 9 1,000£0,085
14 0,956+0,085
30 0,796+0,085
5 UT_60s EGCG 1 0,613+0,153
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2 0,600+0,153
9 0,295+0,153
14 0,308+0,153
30 0,279+0,153

Analizujagc wyniki dla otrzymanych nanoczastek lipidowych typu SLN na
podstawie powyzszej tabeli mozna stwierdzi¢, ze w badanych probkach
1 SLN_UT_HPH_300bar, 2 UT 30s_kwas galusowy, 3 UT 30s EGCG oraz
5 UT_60s_EGCG obserwuje si¢ spadek wartosci Pdl w kolejnych dniach badania.
Porownujac rodzaj prowadzonej homogenizacji dla SLN bez substancji aktywnej lepsza
warto$¢ Pdl uzyskano w przypadku zastosowania homogenizacji wysokocisnieniowe;j,
poprzedzonej homogenizacjg wstepng niz dla homogenizacji wysokoobrotowej. Czas
prowadzenia homogenizacji wysokoobrotowej przez 60 sekund obnizat wartosci Pdl <
0,20 j.u, z kolei, gdy czas ten zostal obnizony do 30 sekund warto$¢ Pdl wzrosta,
osiggajgc wartos¢ > 0,30 j.u. Poréwnujac inkorporowang substancje aktywna, obserwuje
si¢, ze kwas galusowy znaczaco zwickszatl warto$¢ Pdl do nawet 0,70 j.u., natomiast
EGCG nieznacznie przekroczyt wartos¢ Pdl do 0,50 j.u. w przypadku, gdy czas
prowadzenia homogenizacji wynosit 30 sekund. 60-sekundowa homogenizacja

powodowata, ze inkorporowany EGCG mial nizszg wartos$¢, ktora wynosita 0,30 j.u.

Podsumowujac, na wartos¢ Pdl w prowadzonych badaniach miaty wplyw
nastepujace czynniki: uzyta substancja aktywna, rodzaj homogenizacji oraz czas

prowadzonej homogenizacji wysokoobrotowej.
5.2.3. Srednia wielkos$¢ czastek Z-Ave

W tabeli 8 przedstawiono warto$ci uzyskane na podstawie pomiaru $redniej

wielkos$ci czastek (Z-Ave) dla zsyntetyzowanych materiatow.
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Tab .8. Wyniki pomiaru Z-Ave dla badanych probek.

Nazwa probki Dzien badan Warto$¢ Z-Ave [nm]

1 542,1+61,7
2 404,2+61,7
1 SLN_UT_HPH_300bar 9 368,8+61,7
14 411,0+61,7
30 385,0+61,7

1 2676,0+836,8

2 1398,0+836,8
2_UT_30s_kwas galusowy 9 499,6+836,8
14 309,0+836,8

30 1254,0+836,8

1 2153,0+497,8

2 1371,0+497,8
3 _UT_30s_EGCG 9 836,8+497,8
14 885,7+497,8
30 923,5+497,8

1 2350,0+2183,0

2 4181,0+2183,0

4 _UT_30s 9 2318,0+2183,0

14 3961,0+2183,0

30 8301,0+2183,0
1 806,3+241,6
2 351,5+241,6
5 UT_60s _EGCG 9 202,2+241,6
14 183,94241,6
30 164,24241,6

Na podstawie wynikow zestawionych w powyzszej tabeli zaobserwowano, ze

wzrost czasu prowadzenia homogenizacji wysokoobrotowej przy uzyciu Ultraturaxu,
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w korzystny sposob wpltywa na zmniejszenie rozmiaru otrzymanych nanoczastek
lipidowych do wartosci ponizej 200 nm (5_UT_60s EGCG) w poréwnaniu do
nanoczastek  lipidowych  otrzymanych w  krotszym czasie homogenizacji
(3_UT_30s_EGCG), gdzie najnizsza warto$¢ rozmiaru wynosita 923,5 nm. W przypadku
homogenizacji wysokoci$nieniowej, poprzedzonej homogenizacja wstepng wartosci
Z-Ave (1 SLN_UT_HPH_300bar) wynosity ok. 400 nm, natomiast w przypadku
homogenizacji przy uzyciu Ultraturaxu (4_UT_30s) nanoczastki byty bardzo duzych
rozmiarow, a ponadto zaobserwowano wzrost $redniej wielkosci czastek w kolejnych
dniach pomiaru, co moze $wiadczy¢ o aglomeracji czastek. W 30 dniu pomiaru
nanoczastki te mialy wielkos¢ réwng 8301 nm, zalezno$¢ ta spowodowana jest
najprawdopodobniej zwigkszeniem lepkosci otrzymanej nanodyspersji, W rezultacie
nastgpil wzrost napiecia powierzchniowego, ktory z kolei mogt przyczyni¢ si¢ do
aglomeracji czastek, wptywajac ostatecznie na warto$¢ Z-Ave [97]. Podobng sytuacje
zaobserwowano w probce 2. UT 30s_kwas galusowy, gdzie do 14 dnia wlgcznie rozmiar

czastek malal, a nastepnie po dwoch tygodniach wzrost z wartosci 309,0 nm do 1254,0

nm.
5.2.4. Analiza S$redniego rozmiaru i
wielkosci czastek metodg DLS
1_SLN_UT_HPH_300bar
9
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7
) 6 |
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24
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Ryc. 10. Poréwnanie sredniej wielkosci czgstek dla 1_SLN_UT_HPH_300bar.
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Na Ryc.10 przedstawiono wyniki pomiaréw DLS dla 1 SLN _UT _HPH_300 bar,
prowadzone przez 30 dni w temperaturze pokojowej 25°C. Widoczne na wykresie sa dwa
piki, z czego najintensywniejszy odpowiada mniejszej wielkosci nanoczastek ok.610 nm
w 30. dniu pomiaru. Z kolei mniejszy pik odpowiada wielkosci ok. 4853nm, rowniez
w 30. dniu pomiaru. Obserwujemy, ze krzywe korelacji nie sa powtarzalne, rozktad

wielko$ci nanoczastek jest zbyt duzy.

2 _UT 30s_kwas galusowy

45
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35
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25
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15
10

Intensywnos¢

-5 10 100 1000
Wielkos¢ [nm]

Dzien 1 Dzien 2 Dzier 14 Dzieri 30

Ryc. 11. Poréwnanie sredniej wielkosci czgstek dla 2_UT_30s_kwas galusowy.

Na wykresie (Ryc.11) z kolejng probka 2_UT_30s_kwas galusowy obserwujemy,
ze W kazdym badanym dniu wszystkie piki przyjmujg rézne wartosci wielkosci i w zaden
sposOb sie nie pokrywajg. Ponadto w 9 dniu badania widzimy 2 piki, pierwszy przy
wartosci ok. 122 nm, drugi przy wartosci ok. 531 nm. W ostatnim dniu badania
nanoczastka przyjmuje najwicksza warto$¢ wynoszaca ok. 615 nm i jest najbardziej
intensywna. Poza tym w pierwszym dniu pomiaru dyspersja rozmiarow (PDI) wynosi
1 j.u. (tab.6), co wskazuje na duze zréznicowanie rozmiar6w nanoczastek. Krzywe
korelacji nie sa powtarzalne, a uzyskane wyniki pomiaru $redniej wielko$ci nanoczastek

przyjmuja rozbiezne wartosci.
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Ryc. 12. Poréwnanie sredniej wielkosci czgstek dla 3_UT_30s_EGCG.

Na wykresie (Ryc.12) z probkg 3 UT _30s EGCG, zauwazamy, ze wraz
z uptywem czasu badana nanoczastka osiggala coraz to mniejszy rozmiar. Wystepuje
tylko jeden pik, z czego najintensywniejszy jest w pierwszym dniu badania. Rozmiar
nanoczgstki inkorporowanej EGCG pomigdzy 1 a 30 dniem badania waha si¢ od ok. 458

nm, a 396 nm. Krzywe korelacji mimo nienaktadania si¢ na siebie, s3 monotoniczne.

4_UT_30s
20
15
N7
2 10 ‘
; !
: /
g 5 I \\
= /
) /NN \_
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-5
Wielkos¢ [nm]
Dzien 1 Dzien 2 Dzien 14 Dzien 30

Ryc. 13. Poréwnanie sredniej wielkosci czgstek dla 4_UT_30s.

Wyniki badania kolejnej probki 4 UT 30s przedstawione na wykresie (Ryc.13)

obrazuja nam niemotoniczne krzywe korelacji. Krzywe z 1 oraz 2 dnia badania posiadaja
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dwa piki i s3 natozone na siebie, natomiast krzywe z 14 oraz 30 dnia badania posiadaja
wigcej niz dwa piki 1 nie naktadaja si¢ na siebie. W zwigzku z powyzszym otrzymano
duzy rozstaw wielkos$ci nanoczastki wahajacy si¢ od wartosci ok. 28 nm do ok. 825 nm
w 30 dniu badania. Ponadto w pierwszym oraz 14 dniu badania dyspersja rozmiaréw

wynosi okoto 1 j.u. (PDI) (Tab.6), co wskazuje na duze zréznicowanie rozmiarow

nanoczastek.
5 UT_60s_EGCG
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Ryc. 14. Poréwnanie sredniej wielkosci czgstek dla 5_UT_60s_EGCG.

W prébee 5 UT_60s_EGCG widzimy, ze wraz z uptywem czasu krzywe w 15
oraz 30 dniu badania staja si¢ monotoniczne i nakladaja si¢ na siebie. Wielkos¢
nanoczastki w 15 i 30 dniu wynosi ok. 164 nm. W pierwszym oraz drugim dniu badania
widoczne sa dwa piki nienaktadajace si¢ na siebie, z czego najbardziej intensywny pik

widzimy w pierwszym dniu badania, a wielko$¢ nanoczastki wynosi ok. 615 nm (Ryc.14).

Podsumowujac, na podstawie przeanalizowanych wykresow porownujacych
srednig wielkoS$ci czastek, wybrano dwie probki. Obie jako substancje aktywng zawieraty
EGCG, przygotowang przez odpowiednio 30 oraz 60 sekund. Probka
(3_UT 30s_ EGCG) wykazata monotoniczne piki przez 30 dni badan, najmniejsza

wartos¢ nanoczastki wynosila 396 nm.
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Z kolei probka (5_UT_60s_EGCG) zwierajgca nanoczastki EGCG, przygotowane przy
pomocy UltraTuraxu przez 60 sek. wykazuje w 15. i 30. dniu monotoniczne, naktadajace
si¢ na siebie krzywe, przy ktorych odczytana $rednia wielko§¢ nanoczastki wynosi 164
nm, wykazujac tym samym najmniejszy rozmiar badanych nanoczastek lipidowych, co
jest bardzo korzystne, w przypadku, gdy sporzadzone formulacje majg by¢ zastosowane
w medycynie. W probce 2 UT 30s kwas galusowy oraz 4 UT 30s jest mozliwa
aglomeracja czastek, ze wzgledu na: brak powtarzalnosci krzywych korelacji,
niemonotoniczno$¢ krzywej korelacji w okolicy linii bazowej, obecno$¢ na rozkladzie
sredniej wielkosci czastek niepowtarzalnych pikéw o niskiej intensywnos$ci, wysoka

warto$¢ wspotczynnika polidyspersyjnosci ok. 1 j.u. [98],

5.3. Badanie zdolnosci antyoksydacyjnej
SLN inkorporowanych EGCG z uzyciem

syntetycznego rodnika DPPH*

W pracy zbadano potencjal antyoksydacyjny galusanu epigallokatechiny przy
uzyciu dwoch metod: FRAP (z zastosowaniem odczynnika TPTZ) oraz DPPH*. Jednak
ze wzgledu na niezadowalajgce wyniki podczas prowadzenia badan z zastosowaniem
odczynnika TPTZ, podjeto decyzje o wykonaniu badania tylko z uzyciem DPPH®. Na
poczatku dokonano pomiaru absorbancji przygotowanego roztworu wzorcowego rodnika
1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu (DPPHe). Pomiar wykonano trzykrotnie i otrzymano
nastepujace warto$ci absorbancji: 0,6442, 0,6441 oraz 0,6440 j.u. Srednia warto$é
absorbancji (Ao) obliczona z trzech pomiaré6w wynosita 0,6441+0,0001 j.u. Po
zmieszaniu roztworu DPPHe z odpowiednio przygotowanymi roztworami EGCG
prowadzono pomiary zmian jego absorbancji w czasie. Wolny rodnik reagujac z badanym
zwigzkiem powoduje spadek absorbancji roztworu co stanowi miar¢ aktywnosci
przeciwrodnikowej substancji aktywnej. Spadek absorbancji roztworu DPPH* bedzie
wzrastal wraz ze wzrostem potencjatu antyoksydacyjnego danego zwiagzku.
Na ponizszym wykresie (Ryc.15.) przedstawiono zmiany absorbancji roztworu rodnika
1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu wskutek jego reakcji z badanymi roztworami SLN

inkoroporowanymi EGCG.
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Ryc. 15. Zmiana absorbancji EGCG w czasie.

Zaobserwowano, ze najwickszy spadek absorbancji roztworu DPPH*® nastgpit
wskutek reakcji wolnego rodnika w probce 5 UT 60s EGCG 2%wag. natomiast
najmniejszy — w wyniku jego reakcji z czystym EGCG (Ryc.15). Pozostate roztwory
zawierajagce  nanoczastki  z  inkorporowanym EGCG o  stgzeniu 1%
(5_UT_60s_ EGCG_1%wag.) oraz 5% (5 UT 60s EGCG_5%wag.) nie wykazaty
znacznego spadku absorbancji. DPPH* jest wolnym, stabilnym rodnikiem, ktory posiada
na powtoce walencyjnej jednego z atomow azotu niesparowany elektron, tworzac mostek
azotowy. Charakterystyczne fioletowe zabarwienie roztworu rodnika 1,1-difenylo-2-
pikrylohydrazylu znika w wyniku jego reakcji z czasteczka, ktora moze by¢ donorem
atomu wodoru. Powstaje wowczas forma rodnika zredukowana (DPPH) [99].

W celu lepszego zobrazowania otrzymanych wynikoéw, obliczono procent
wygaszania wolnego rodnika DPPH przez badane roztwory EGCG ze wzoru (réwnanie
4):
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I= (Ao- A1)/ Ao x100 %
Rownanie 4. Wzor na procent wygaszania rodnika DPPH
gdzie:
| - % Inhibicji, zdolnos$¢ do ,,zamiatania wolnych rodnikéw’’
Ao - absorbancja roztworu rodnika DPPH* (j.u.),
A - absorbancja roztworu rodnika DPPH* po dodaniu badanej substancji (j.u.).

Wyniki zostaty przedstawione ponizej na ryc.16
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Ryc. 16. Zdolnos¢ wygaszania rodnika DPPH* przez. badane roztwory EGCG.

Na podstawie Ryc.16 mozemy stwierdzi¢, ze najlepsza zdolno$¢ wygaszania
rodnika DPPH* posiada czysty EGCG, natomiast spo$réd nanoczastek inkorporowanych
EGCG najwigksza zdolno$¢ wygaszania posiada roztwor 5 UT_60s_EGCG_2%wag.
Otrzymane wyniki badanych probek z nanoczastkami sa bardzo zblizone do siebie
1 oscylujg okoto wartosci 52 %.

Podsumowujgc, w oparciu o przeprowadzong analize  potencjatu
antyoksydacyjnego roztworow EGCG z wykorzystaniem wolnego rodnika DPPHe
zaobserwowano, ze sposrod wszystkich badanych roztwordw, nanoczastki o oznaczeniu

5_UT_60s_EGCG_2%wag. wykazaly najwieksza, natomiast nanoczastki 0znaczone
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5_UT_60s_ EGCG_5%wag. wykazaly najmniejsza aktywno$¢ antyoksydacyjng.
Stwierdzono, ze zdolno$¢ wygaszania rodnika 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu jest
zwigzana z budowg czasteczki substancji aktywnej, galusan epigallokatechiny zawiera
w swojej strukturze osiem grup hydroksylowych, ktore stanowig donor atomu wodoru

w reakcji redukcji rodnika DPPHe

54. Ocena efektywno$ci uwalniania
EGCG Z  otrzymanej formulacji

farmaceutycznej

[lo$¢ uwalnianej substancji aktywnej z podtoza, w duzym stopniu wplywa na
skuteczno$¢ jej dziatania. Wyniki badania in vitro zaprezentowano w przedtozonej pracy,
na podstawie doswiadczenia przeprowadzonego w celu teoretycznej oceny uwalnianych
ilosci EGCG z przygotowanych preparatow farmaceutycznych przez semiprzepuszczalne
membrany imitujgce bariery btony §luzowej jamy ustnej na zasadzie dyfuzji. Podczas
uwalniania czasteczek substancji aktywnej z podtoza, w roztworze akceptorowym
nastepuje zmiana jej st¢zenia. Ilos¢ uwolnionej substancji obliczana jest w oparciu
0 pomiar zmian absorbancji w czasie zgodnie z prawem Lamberta-Beera. Pomiar
badanego zwigzku prowadzi si¢ przy analitycznej dtugosci fali badanego zwiazku.
Wyniki badania szybkosci uwalniania substancji czynnych w warunkach in vitro
zobrazowane sg za pomocg krzywej zalezno$ci % uwalniania substancji czynnej od czasu.
W warunkach laboratoryjnych mierzona jest dostgpnos¢ oraz ilos¢ substancji czynnej,
ktéra uwalnia si¢ z preparatu a nastgpnie przechodzi przez membrang do plynu
akceptorowego. Kazdy pomiar wykonano trzykrotnie, a nastgpnie obliczono warto$¢

srednig 1 na tej podstawie sporzadzono wykresy.
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Ryc. 17. Ilos¢é uwolnionego EGCG z podloia farmaceutycznego w czasie.

Analiza uzyskanych wynikéw nie wykazala znaczacych rdéznic w stopniu
uwalniania EGCG o roznej zawartosci ze wszystkich badanych formulacji
farmaceutycznych. Otrzymane profile uwalniania okres$lono jako klasyczne, wskazujace
na stopniowe uwalnianie substancji czynnej z podtoza w czasie. Nawet w przypadku
formulacji 5 UT _60s_ EGCG_1%wag, 5 UT_60s_ EGCG_2%wag.,
5 UT_60s EGCG _5%wag. zawierajacych galusan epigallokatechiny zamknigtych
w no$nik lipidowy, nie zaobserwowano dwufazowego profilu uwalniania ze wzgledu na
zastosowang metodg otrzymywania nanoczastek lipidowych,
w ktorej sktadnik aktywny inkorporowano do fazy wodnej. Przygotowane formulacje
EGCG w ciagu 2600 minut uwolnity $rednio ok. 10% substancji aktywnej z zelu.
Nastepnie po tym czasie obserwujemy znaczny skok uwalniania zwiazku czynnego,
najwigkszy do 47,5% w przypadku 5_UT_60s_EGCG_1%wag, z kolei najmniejszy ok.
25%, w przypadku5_UT_60s EGCG_5%wag (Ryc.17). Na tej podstawie mozna
stwierdzi¢, ze ilo$¢ uwalnianej substancji czynnej w nosniku zelowym oraz posta¢ czysta

lub nanoczastka SLN ma wplyw na ilo$¢ jej uwalniania.

62



Dyskusja

6. Dyskusja

Galusan epigallokatechiny, zawarty w zielonej herbacie, obecnie cieszy si¢ duzym
zainteresowaniem wsrod wielu badajacych ze wzgledu na przypisane mu wiasciwosci
prozdrowotne, a W szczegdlnosci: przeciwnowotworowe, przeciwstarzeniowe,
przeciwzapalne, w chorobach uktadu krgzenia [29]. Sam zwigzek to substancja stata,
barwy jasno rézowej. Badania pokazuja, ze wysoka temperatura, narazenie na promienie
stoneczne oraz wysokie wartosci pH powoduja, iz EGCG ulega degradacji i traci swoje
wlasciwosci antyoksydacyjne. Ulega wowcezas utlenieniu, co mozna zaobserwowaé
poprzez zmiang jego koloru. W wyzszej temperaturze i nastlonecznionym miejscu ulega
przemianie do kwasu galusowego lub galusanu galokatechiny — dochodzi do procesu
epimeryzacji [100, 101].

Kwas galusowy podobnie jak EGCG jest substancja statg, wystepujaca w postaci

biatego proszku, bardzo dobrze rozpuszczalnego w wodzie, eterze dietylowym oraz
w alkoholu. Wystepuje przede wszystkim w galasach, czyli naro§lach pojawiajacych sie
na krzewach i drzewach. Ponadto mozemy znalez¢é go w truskawkach, jezynach,
malinach, winogronach oraz zielonej herbacie [102,103]. Kwas galusowy wykazuje
szerokie spektrum dziatania terapeutycznego, miedzy innymi: wilasciwosci
przeciwgrzybicze, przeciwwirusowe, przeciwbolowe, przeciwutleniajgce  oraz
antybakteryjne. Jest stosowany z powodzeniem w leczeniu cukrzycy, gruzlicy oraz
w albuminurii  [104, 105]. Badania wskazuja roéwniez na jego dziatanie
przeciwnowotworowe [105]. Uzyskany wyciag z pestek winogron, zawierajacy duze
losci kwasu galusowego zmniejsza o 62 % narazenie na powstanie i rozw0j raka prostaty
[103].
W budowie strukturalnej kwasu galusowego, nalezacego do kwasoéw fenolowych,
zauwazamy obecno$¢ trzech grup hydroksylowych, dzigki ktorym wykazuje on
wiasciwosci antyoksydacyjne, a tym Samym posiada pozytywny wplyw na zdrowie
organizmu ludzkiego [106].

Zarowno kwas galusowy jak 1 galusan epigallokatechiny wykazuja szereg
wilasciwosci antyutleniajgcych i prozdrowotnych. Jednak przeprowadzone badania
wskazuja, ze to EGCG jest silniejszym przeciwutleniaczem [46]. Dzieje si¢ tak,
poniewaz, aktywnos$¢ przeciwutleniajaca zwigzkow polifenolowych zalezy przede

wszystkim od ich struktury chemicznej. Przedstawione wyniki badan wskazuja gtownie
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na liczbg obecnych grup hydroksylowych oraz ich zdolno$¢ do oddawania atomu wodoru
w zwigzkach polifenolowych [107]. W strukturze EGCG wystepuje az osiem grup
hydroksylowych, podczas gdy w kwasie galusowym wystepuja tylko trzy grupy. Ponadto
EGCG jest estrem omawianego kwasu galusowego oraz epigallokatechiny, zatem
silniejszym antyoksydantem [108].
Istotny wptyw na aktywnos$¢ przeciwutleniajaca omawianych zwigzkéw ma réwniez pH
srodowiska oraz jego wilasciwosci kwasowo-zasadowe. Powszechnie aktywnos$é
przeciwutleniajacg zwigzkOw oznacza si¢ przy wartosci pH=7,4. Wiadomo, Ze odczyn
ten przyjmuje rézne wartosci w tkankach i narzadach, w szerokim zakresie od pH=1
w zotadku, przez pH= 5,3 w jelicie cienkim, pH=8 w jelicie grubym, do pH= 7,0 -8,7
w trzustce i ma istotny wptyw na wchlanianie, rozmieszczenie oraz biotransformacje
bioaktywnych zwigzkéw W organizmie. Zalezno$¢ dzialania antyoksydacyjnego
zwigzkow polifenolowych od pH srodowiska moze mie¢ zatem wptyw na ich dziatanie
w przewodzie pokarmowym [106]. Galusan epigallokatechiny w poréwnaniu z innymi
katechinami w zakresie pH powyzej 3,5 wykazuje najwyzsza aktywnos$¢ sposrod
badanych, co wyjasnia si¢ efektem addytywnym dwoch niezaleznych, aktywnych
przeciwrodnikowo ugrupowan: pirogalowego oraz reszty kwasu galusowego. Efekt ten
zaobserwowano w wyniku przeprowadzonego doswiadczenia, gdzie wyznaczono profile
zalezno$ci wartosci TEAC dla EGCG i ECG od pH $rodowiska z profilami zalezno$ci
wartosci TEAC wyznaczonymi teoretycznie [108]. Oznacza to, ze w przypadku roznych
narzagdow, tkanek w naszym organizmie, gdzie pH $srodowiska bedzie silnie kwasowe
galusan epigallokatechiny bedzie wykazywat najwieksze dziatanie antyoksydacyjne.
Badania donoszg, ze EGCG w postaci nanoczgstek ma 20-krotnie silniejszy efekt
terapeutyczny niz wolna czasteczka EGCG [100, 109]. W niniejszej pracy opracowano
nowatorska metod¢ Syntezy nanoczastek lipidowych inkorporowanych galusanem
epigallokatechiny, przy pomocy homogenizatora UltraTurrax® T25 Digital. Nastepnie
zbadano stabilno$¢ otrzymanych nanoczastek, a pomiary te wynosity: Z-Ave =164,2 nm,
Pdl= 0,30 j.u. oraz ZP |+ 30| mV. Badanie dotyczace pomiardéw stabilnosci otrzymanych
nanoczastek inkorporowanych EGCG jest zgodne z otrzymanymi wynikami [110].
Aktywno$¢ przeciwutleniajagca zwigzkow ma istotne znaczenie dla celow
leczniczych, ze wzgledu na wymiatanie z organizmu wolnych rodnikow, ktore uszkadzaja
komorki i moga by¢ przyczyna wielu schorzen, w tym nowotworowych. Na podstawie
przegladu pismiennictwa [111] postanowiono potwierdzi¢ wiasciwosci antyoksydacyjne

galusanu epigallokatechiny. Wyniki badan dotyczace aktywnosci przeciwutleniajacych

64



Dyskusja

EGCG, zawartego w zielonej herbacie oznaczonego metoda DPPH sg zgodne z wynikami
pozostatych badan [112- 114].

W nowoczesnej farmakologii, dazy si¢ do opracowania leku w taki sposob, aby
substancja czynna byla jak najdluzej uwalniania w organizmie i nie ulegata szybkiej

degradacji. Oznacza to zmniejszenie ilo$ci przyjmowanych lekarstw przez pacjentow.

W prezentowanej pracy sporzadzono preparatyke zelu z nanoczasteczkami EGCG
o réznym stezeniu (1%, 2%, 5% wag.) oraz z czystym EGCG, a nastgpnie poddano
uwalnianiu substancji aktywnej z wykorzystaniem aparatu topatkowego 708-DS (Agilent
Technologies Inc)(Ryc.7) w potaczeniu z spektrofotometrem UV-Vis. Parametry
aparatury dobrano w taki sposéb, aby przedstawialy stan btony §luzowej jamy ustnej
podczas procesu zapalnego. Przede wszystkim ustawiono wartos¢ pH na 5.8, co
imitowato nieco obnizone pH §liny. Badania dowodza, ze im nize pH roztworu, tym
wigksza stabilnos¢ EGCG [110], a zatem jesli proces zapalny w jamie ustnej bytby bardzo
zaawansowany (znaczne obnizenie pH §liny w jamie ustnej), powodowaloby to wigksza
stabilno$¢ otrzymanego preparatu. Wartosci otrzymanych wynikéw;—wskazaty, ze
w ciggu 48 h najwiecej uwolnito si¢ substancji czynnej z 5 UT_60s_EGCG_1%wag.
(47,5%), a najmniej z 5 UT 60s EGCG 5%wag. Pozostale  probki:
5 UT _60s EGCG_2%wag oraz czysty EGCG mialy zblizone wyniki do
5 UT_60s EGCG_1%wag. Badania pokazujg, ze po 24 h preparat inkorporowany
EGCG w $rodowisku silnie kwasowym moze uwolni¢ az 50 %, a tym samym wykazuje
cechy przedtuzonego uwalniania [115].

Opisane powyzej obserwacje wskazuja, jak wazna jest forma wprowadzanego
leku, warunki przechowywania oraz panujace warunki w miejscu podania leku. EGCG,
odpowiednio przechowywany, w postaci zelu z nanoczastkami lipidowymi w latwy
sposob moze by¢ aplikowany na bton¢ §luzowa jamy ustnej 1 uwalniany. Otrzymany zel
z EGCG, jest bezbarwny, klarowny, bez zapachu. Lek podany w $rodowisku silnie
kwasowym, a wigc w srodowisku toczacego si¢ procesu zapalnego w blonie §luzowe;j
jamy ustnej bedzie si¢ lepiej wchianial do organizmu, gdyz niskie pH sprzyja lepszej
stabilno$ci EGCG. Powolne uwalnianie leku bedzie tagodzito toczacy si¢ proces zapalny,

az do uzyskania catkowitego wyzdrowienia.
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7. Podsumowanie

Podsumowujac:

» Optymalizacja oraz charakterystyka fizykochemiczna dyspersji nanoczgstek
lipidowych
e Zoptymalizowano sktad jakosciowy oraz ilosciowy dyspersji nanoczastek
lipidowych galusanu epigallokatechiny 2160 mg Precirol ATO 5, Tween
60 500 mg, EGCG 240 mg, woda wysoce demineralizowana;

» Okreslono zadowalajacg stabilno$¢ otrzymanych dyspersji nanoczastek
lipidowych inkorporowanych galusanem epigallokatechiny, wskazujac na
temperature pokojowg jako rekomendowang w celu utrzymania oczekiwanych
warto$ci parametrow fizykochemicznych (Srednia wielkos¢ czastek — Z-Ave <
200 nm; wskaznik polidyspersyjnosci — Pdl < 0,3 j.u.; potencjal zeta — ZP > |£30)|
mv);

» Dokonano oceny sredniej wielkosci czastek na podstawie przygotowanych
preparatow zawierajacych EGCG, z wykorzystaniem techniki dynamicznego
rozpraszania $wiatla (DLS), najlepszy wynik wuzyskano dla probki
3_UT _30s EGCG oraz 5 UT _60s EGCG, gdzie homogenizacja byta
prowadzona przy uzyciu UltraTuraxu, 240 mg galusanu epigallokatechiny przez
30soraz 60s;

» Sposrod przygotowanych probek galusanu epigallokatechiny najlepsza zdolnos¢
antyoksydacyjng wykazal roztwoér o zawartosci 2% zwiagzku aktywnego,
pozostate byty bardzo podobne i nie zauwazono znacznego spadku absorbancji;

» Opracowano metode badan in vitro uwalniania galusanu epigallokatechiny
z przygotowanej formulacji oraz oceniono kinetyke ich przenikania przez bariery
imitujace btone Sluzowa jamy ustnej, najwigksza warto$¢ stopnia uwalniania

wynosita 47,5% w ciagu 48 h.
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8. Whnioski

Przeprowadzone badania umozliwily realizacj¢ zatozonego celu. Na podstawie

uzyskanych wynikow wyciagnieto nastepujace wnioski:

1. EGCQG jest substancja wrazliwg na warunki fizykochemiczne, wymagajaca

specjalnej preparacji celem zachowania stabilnosci czastki.

2. EGCQG tatwo ulega rozpadowi do epigalusanu o obnizonej skutecznosci.
3. Formulacja z uzyciem nanoczastek pozwala na zachowanie wtasciwosci EGCG
4, Stopien uwalniania EGCG z nanoczastek przez barierg imitujgcg btone sluzowa

wynosi 47,5% w czasie 48 h trwania doswiadczenia.

5. Optymalng zdolno$¢ antyoksydacyjng EGCG okreslono dla stezenia 2% wag.
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9.Streszczenie w jezyku polskim

Wstep

Zielona herbata jest jednym z najzdrowszych napojow na $wiecie. Swoje
wlasciwos$ci zawdzigcza zawarto$ci takich substancji jak polifenole czy katechiny, do
ktorych zaliczamy flawonoidy. Zwiazki te zapobiegaja powstawaniu wolnych rodnikow
w organizmie, tym samym chronig komorki oraz czasteczki przed uszkodzeniem. Jednym
z najliczniejszych zwiazkow wystepujacych w zielonej herbacie jest przeciwutleniacz
galusan epigallokatechiny.

Cel pracy

Celem przedtozonej rozprawy doktorskiej byto opracowanie metodyki badan in
vitro uwalniania EGCG z przygotowanej formulacji wraz z oceng kinetyki jej przenikania
przez bariery imitujgce blong sluzowa jamy ustne;.

Material i metody

Badaniu poddano standaryzowany ekstrakt z lisci zielonej herbaty 240 mg
0 zawartosci EGCG 216mg oraz kwas galusowy. Ekstrakt poddano analizie na obecno$é
EGCG z zastosowaniem spektrometri¢ mas ESI-MS.

Pierwszym etapem bylo przygotowanie nowatorskiej metody syntezy formulacji
farmaceutycznej zawierajacej badany galusan epigallokatechiny w ilosci 0,5% wag przy
uzyciu homogenizatora wysokoobrotowego UltraTurax. Nast¢pnie celem okreslenia
stabilnosci nanoczastek dokonano pomiaru potencjatu ZETA, wspoélczynnika
polidyspersyjnosci (PDI), sredniej wielkosci czastek Z-Ave. Przeprowadzono badania
rozktadu sredniej wielko$ci czastek.

W toku badan przeprowadzono rowniez badanie aktywnosci przeciwutleniajacej
badanych  zwigzkow z  wykorzystaniem metody FRAP z  rodnikiem
1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu (DPPH).

Ostatni etap przeprowadzonych badan stanowito opracowanie metodyki badania
uwalniania galusanu epigallokatechiny z przygotowanych preparatow przez
semiprzepuszczalne membrany syntetyczne in vitro do roztworu akceptorowego
o okreslonej wartosci pH = 5,8 (obnizona warto$¢ imitujaca proces zapalny w jamie
ustnej) oraz temperatury (prawidtowa warto$¢ dla zdrowego organizmu ludzkiego).

W tym celu wykorzystano aparat dyfuzyjny 708-DS polaczony z spektrofotometrem

68



Streszczenie

UV-Vis. Oceng ilosci uwolnionej substancji prowadzono z wykorzystaniem
spektrofotometrii UV-Vis.

Wyniki

Na podstawie uzyskanych wynikow z spektrometrii mas ESI-MS
standaryzowanego ekstraktu z zielonej herbaty, zarowno w trybie jonow ujemnych jak
i dodatnich Jon m/z 457 przypisano dla czasteczki EGCG.

Przeprowadzona ocena stabilnos$ci otrzymanych dyspersji ($rednia wielko$¢
czastek — Z-Ave < 200 nm; wskaznik polidyspersyjnosci — Pdl < 0,30; potencjat zeta —
ZP > |+£30] mV) pozwolita na okreslenie przygotowanych nanoczastek lipidowych jako
wystarczajaco stabilnych pod katem wykorzystania ich jako sktadnikow formulacji
farmaceutycznych.

Na podstawie  przygotowanych  preparatow  zawierajacych  EGCG,
z wykorzystaniem techniki dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS), najlepszy wynik
uzyskano dla dwoch probek: 3 _UT_30s EGCG oraz 5 UT_60s EGCG. Wartos¢
sredniej wielko$ci nanoczastki, w przypadku prowadzenia homogenizacji przez 30
sekund wynosita 396 nm, gdy zwigkszono czas homogenizacji do 60 sekund warto$¢ ta
byta réwna 164 nm.

Wyniki badania wtasciwosci przeciwutleniajacych przy uzyciu rodnika DPPH
wykazaty, ze 2% zawartos¢ galusanu epigallokatachiny miata najwigksza zdolnos¢
antyoksydacyjna.

Analiza uzyskanych wynikow w przypadku oceny efektywnosci uwalniania
EGCG z otrzymanej formulacji farmaceutycznej pozwolita na okreslenie profili
uwalniania jako klasycznych, wskazujacych na stopniowe uwalnianie substancji czynnej
w czasie. Wartosci otrzymanych wynikow wykazaly, ze w ciagu 48 h najwiecej uwolnito
si¢ substancji czynnej z probki oznaczonej 5 UT_60 s EGCG_1%wag. (47,5%),
anajmniej z5 UT_60s_egcg_5%wag.

Whioski

Przeprowadzone badania umozliwity realizacj¢ zatozonego celu. Na podstawie
uzyskanych wynikow wyciagnieto nastepujace wnioski: EGCG jest substancja wrazliwa
na warunki fizykochemiczne, wymagajaca specjalnej preparacji celem zachowania
stabilnosci czastki; EGCG tatwo ulega rozpadowi do epigalusanu o obnizonej
skutecznos$ci; formulacja z uzyciem nanoczastek pozwala na zachowanie wlasciwosci

EGCG,; stopien uwalniania EGCG z nanoczastek przez barier¢ imitujgca btong §luzowa
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wynosi 47,5% w czasie 48 h; optymalng zdolnos¢ antyoksydacyjng EGCG okreslono dla

stezenia 2% wag.
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10. Abstract

Introduction

Green tea is one of the healthiest drinks in the world. It owes its properties to
the content of substances such as polyphenols or catechins, which include flavonoids.
These compounds prevent the formation of free radicals in the body, thus protecting cells
and molecules from damage. One of the most abundant compounds in green tea is the
antioxidant epigallocatechin gallate.

The aim of study

The aim of the presented doctoral dissertation was to develop an in vitro
methodology for EGCG release from the prepared formulation, along with the assessment
of the kinetics of its penetration through barriers imitating the oral mucosa.

Material and Methods

The standardized extract of green tea leaves 240 mg with EGCG 216 mg and
gallic acid were tested. The extract was analyzed for the presence of EGCG using ESI-
MS mass spectrometry.
The first step was to prepare an innovative method of synthesizing a pharmaceutical
formulation containing the tested epigallocatechin gallate in the amount of 0.5 wt.%
Using the UltraTurax high-speed homogenizer. Then, in order to determine the stability
of the nanoparticles, the ZETA potential, polydispersity index (PDI) and mean particle
size Z-Ave were measured. Mean particle size distribution studies were carried out.
In the course of the research, the antioxidant activity of the tested compounds was also
tested using the FRAP method with the radical 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH).
The last stage of the research was the development of a methodology for testing the
release of epigallocatechin gallate from the prepared preparations through semipermeable

synthetic membranes in vitro into the acceptor solution
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with a certain value of pH = 5.8 (reduced value imitating the inflammatory process in the
oral cavity) and temperature (correct value for a healthy human body).
For this purpose, a 708-DS diffusion apparatus connected to a spectrophotometer was
used UV-Vis. The amount of the released substance was assessed with the use of UV-Vis
spectrophotometry.

Results

Based on the results obtained from the ESI-MS mass spectrometry of
a standardized green tea extract, both in the negative ion mode and and lon m / z 457
positives are assigned to the EGCG molecule. The evaluation of the stability of the
dispersions obtained (mean particle size - Z-Ave <200 nm; polydispersity index - Pdl
<0.30; zeta potential - ZP> | £ 30 | mV) allowed to determine the prepared lipid
nanoparticles as sufficiently stable in terms of their use as ingredients in pharmaceutical
formulations.
Based on prepared preparations containing EGCG, using the dynamic light scattering
(DLS) technique, the best result was obtained for two samples: 3_UT_30s_EGCG and
5 UT_60s_EGCG. The value of the mean nanoparticle size when homogenization was
carried out for 30 seconds was 396 nm, when the homogenization time was increased to
60 seconds, this value was 164 nm.
The results of testing the antioxidant properties using the DPPH radical showed that the
2% content of epigallocatin gallate had the greatest antioxidant capacity.
The analysis of the obtained results in the case of the evaluation of the efficiency of
EGCG release from the obtained pharmaceutical formulation allowed for the
determination of the release profiles as classic, indicating a gradual release of the active

substance over time. The values of the obtained results showed that within 48 h the most
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active substance was released from the sample designated 5 UT_60 s EGCG_1 wt.%.
(47.5%) with the least of 5 UT_60s_egcg_5 wt.%.

Conclusions

The conducted research made it possible to achieve the assumed goal. On the
basis of the obtained results, the following conclusions were drawn: EGCG is a substance
sensitive to physicochemical conditions, requiring special preparation in order to
maintain the stability of the particle; EGCG is readily broken down into epigallate with
reduced efficacy; formulation with the use of nanoparticles preserves the properties of
EGCG,; the rate of release of EGCG from the nanoparticles across the mucous membrane
barrier is 47.5% within 48 h; the optimal antioxidant capacity of EGCG was determined

for a concentration of 2 wt.
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