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Tokochromanole — bioaktywne zwigzki roslin
oleistych. Od biosyntezy do biomarkerow.

Tocochromanols — bioactive compounds of oilseeds.
From biosynthesis to biomarkers.
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Tokochromanole naleza do grupy rozpuszczalnych w ttuszczach przeciwutleniaczy obecnych
w plastydach. Rosliny oleiste sa szczeg6lnie bogate w te zwiazki, srednio zawieraja okoto 10-krotnie
wiegcej tokochromanoli niz inne rosliny. Oprécz wielu funkcji jakie petnia w organizmach fotosynte-
tyzujacych, zwiazki te naleza takze do podstawowych sktadnikéw diety ludzi i zwierzat. W pracy
opisano proces biosyntezy tokoferoli, tokotrienoli oraz plastochromanolu-8 na podstawie badan
anatomicznych czesci roslin na przyktadzie rzepaku (Brassica napus L.). W systematyczny sposdb
opisano takze wiasciwosci tej grupy zwiazkow jakie petnia w organizmie cztowieka, poczawszy od
ich zdolnosci przeciwutleniajacych do fizjologicznych przemian, w ktérych powstaje szereg biomar-
keréw obrazujacych przebieg okreslonych proceséw biologicznych.
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Tocochromanols belong to a group of lipid-soluble antioxidants present in plastids. Oilseeds are
particularly rich in tocochromanols with their average concentration ten-fold higher than in other
plants. In addition to their numerous functional roles in photosynthetic organisms, these compounds
are also essential components of animal and human diet. This paper describes the process of biosynthesis
of tocopherols, tocotrienols and plastochromanol-8 through the examination of anatomical parts of the
plant taking the rapeseed (Brassica napus L.) as an example. In a systematic way, it also describes
the characteristics of this group of compounds acting in the human body, ranging from antioxidant
properties to the physiological changes generating a series of biomarkers depicting the course of certain
biological processes.

Wstep

Skfadniki zywnosci okreslane jako bioaktywne charakteryzuja sie udokumen-
towanymi korzysciami zdrowotnymi, wykraczajacymi poza zwykte efekty zywie-
niowe, a ich dziatanie wywotuje selektywny i pozytywny skutek w odniesieniu do
okreslonych funkcji organizmu cztowieka. Zwiazki te zapobiegaja m.in. rozwojowi
chordb cywilizacyjnych, spowalniaja procesy degeneracyjne, starzenie sie organizmu,
moga takze zwigksza¢ wydolnos¢ fizyczna i umystowa oraz tagodza skutki stresu.
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Do najwazniejszych zwiazkoéw o wiasciwosciach substancji bioaktywnych w nasio-
nach roslin oleistych zaliczamy:

e tokochromanole (tokoferole, tokotrienole, plastochromanol-8),

e polifenole (kwasy fenolowe, flawonoidy, izoflawony i in.),

e izoprenoidy (terpeny, fitosterole, karotenoidy).

Budowa i wlasciwosci tokochromanoli

Termin ,,tokoferol” zostat wprowadzony po raz pierwszy przez Evansa i Bishopa
w 1922 roku, a w 1924 roku Sure okreslit te substancje jako witamine E (Dérmann
2007). Tokochromanole to grupa zwiazkéw syntetyzowana tylko przez rosliny
i mikroorganizmy fotosyntetyzujace. Nazwa ta dotyczy 10 natywnych substanciji:
czterech tokoferoli (T) i szesciu tokotienoli (T3) oraz pochodnych wykazujacych
aktywnosé przypisywana witaminie E (Nogala-Katucka 2007). Wszystkie zwiazki
witamino-E aktywne sa amfipatycznymi molekutami zbudowanymi z ukiadu
pierscieniowego 6-chromanolu (6-hydroksychromanolu), sktadajacego sie z dwdch
skondensowanych pierscieni: benzenowego i tetrahydropiranowego oraz izopreno-
wego tancucha bocznego przytaczonego w pozycji 2 (Hofius i Sonnewald 2003,
Eitenmiller i Lee 2004). Stopien nasycenia tancucha bocznego decyduje o podziale
tokochromanoli na tokoferole (nasycony tancuch boczny) i tokotrienole (niena-
sycony tancuch boczny — podwdjne wiazania w pozycjach 3°, 7°, 11°) (Ajjawi
i Shintani 2004). Tokoferole posiadaja 3 centra chiralne w pozycji 2 pierscienia
oraz 4’ i 8’ fancucha bocznego, natomiast tokotrienole tylko jedno przy C-2 (Lodge
2005). Kazda z dwoch grup tokochromanoli ma 4 labilne homologi o-, B-, y- i 6-,
rozniace si¢ migdzy soba potozeniem grupy metylowej w pierscieniu aroma-
tycznym (Setiadi i Chass 2003).

W grupie tokotrienoli zostaty zidentyfikowane kolejne dwa homologi wystg-
pujace w otrebach ryzowych. Sa to desmetylo-tokotrienol (d-P»;-T3) i didesmetylo-
tokotrienol (d-Ps-T3) (rys. 1), ktére od pozostatych tokotrienoli rézni brak grup
metylowych w pierscieniu benzenowym (Quershi i in. 2000).

HO
on CH, CH, CH,
a) d-P21-T3 S _ _
0 CH,
HO
CH, CH, CH,
b) d-Pys-T3 P P .
0 CH

Rys. 1. Wzory strukturalne a) desmetylo-tokotrienolu i b) didesmetylo-tokotrienolu
The structural formulas a) desmethyl-tocotrienol and b) didesmethyl-tocotrienol
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Zwiazkiem podobnym w strukturze do tokotrienoli jest plastochromanol-8
(PC-8), ktdry jest pochodna y-T3 i rézni sie od niego dtuzszym tancuchem
bocznym (rys. 2). Wystepuje on w nasionach rzepaku, rzepiku, gorczycy, Inu,
a w najwiekszych ilosciach w oleju Inianym i rzepakowym (Olejnik i in. 1997).
Tokochromanole w warunkach beztlenowych sa odporne na dziatanie zasad,
kwasow i wysokiej temperatury. Natomiast w warunkach tlenowych tatwo ulegaja
rozpadowi pod wptywem swiatla, tlenu oraz jonéw niektérych metali (np. Fe'™,

Cu™) (Nogala-Katucka 2007).
HO

H,C (e} 8

CH,

Rys. 2. Wzor strukturalny plastochromanolu-8 — The structural formula plastochromanol-8

Tokochromanole zidentyfikowano w wielu roslinnych plastydach: amylo-
plastach nasion i bulw, chloroplastach tkanek fotosyntetyzujacych, leukoplastach
ptatkdw oraz chromoplastach owocow (Kruk i Strzatka 1995). Stwierdzono ich
obecnos¢ réwniez w mitochondriach, cytozolu, wakuolach oraz btonach mikroso-
malnych (Janiszowska 1986, Munne-Bosch i Alegre 2002). Tokoferole sa obecne
we wszystkich czesciach anatomicznych roslin. Istnieje jednak duze zr6znicowanie
jesli chodzi o catkowita zawartos¢ tokoferoli, jak i udziat poszczegdlnych homo-
logbéw. Wykazano, ze w surowcach i produktach roslinnych w najwigkszej ilosci sa
obecne dwa homologi tokoferolu: a- oraz y-T. W wigkszosci tkanek przewaza ao-T,
z wyjatkiem nasion, gdzie udziat homologu y-T jest zwykle najwiekszy. Natomiast
tokotrienole wystepuja w znacznie mniejszej ilosci, gtéwnie w nasionach — tusce
i kietkach. Sposrdd tokotrienoli przewaza obecnos¢ homologow: a- i y-T3, ktérych
gtéwnym naturalnym zrédtem jest olej palmowy (Bramley i in. 2000, Eitenmiller
i Lee 2004, Szymanska i Kruk 2007).

Ze wzgledu na to, ze poszczeg6lne homologi tokochromanoli wykazuja rézna
aktywnos¢ biologiczna, zawartos¢ witaminy E w produktach spozywczych podaje
si¢ w przeliczeniu na ekwiwalent a-T (mg TE) (Eitenmiller i Lee 2004). Najwar-
tosciowsze w zwiazki witamino-E aktywne sa nasiona roslin oleistych, do ktorych
zalicza sie m.in. rzepak, soje, stonecznik oraz owoce palmy czerwonej. Na podstawie
kilkuletnich obserwacji prowadzonych w wielu krajach stwierdzono, ze zawartos¢
tokochromanoli jest zalezna przede wszystkim od warunkéw klimatyczno-
glebowych uprawy roslin i dojrzatosci zbieranych nasion (Abidi i in. 1999, Dolde
i in. 1999, Nogala-Katucka 2007).



12 Malgorzata Nogala-Kaltucka ...

Biosynteza tokochromanoli

Badania nad biosynteza tokoferoli wykazaly, ze gtébwnym miejscem ich
syntezy sa plastydy (DellaPenna 2005), a ich pochodzenie jest heterogenne, gdyz
pierscien aromatyczny 1,4-benzochinolu i dwudziestoweglowy tancuch prenylowy
powstaja oddzielnie na roznych szlakach metabolicznych (Janiszowska 1986,
Herbers 2003). Cykl metaboliczny tworzenia si¢ tokochromanoli mozna podzieli¢
na cztery etapy przebiegajace z udzialem szesciu reakcji enzymatycznych
(Bramley i in. 2000). Niezbedne enzymy uczestniczace w biosyntezie tokochroma-
noli zlokalizowane sa w btonach komérkowych plastydéw. W analogiczny sposéb
przebiega powstawanie tokotrienoli z 2-metylo-6-geranylogeranylobenzochinolu
i 2,3-dimetylo-5-geranylogeranylobenzochinolu (MGGBQ i DMGGBQ) (rys. 3)
(Eitenmiller i Lee 2004).

Biosynteza plastochromanolu-8 przebiega podobnie jak u tokoferoli w czterech
etapach (rys. 4). W odrebnych reakcjach powstaje kwas homogentyzynowy (HGA)
oraz difosforan solanesylu (SDP) (fancuch boczny), ktoérego prekursorem jest
difosforan izopentenylu (IPP). Kolejnym etapem jest kondensacja HGA i SDP
w czasteczke 2-metylo-6-solanesylo-1,4-benzohydrochinolu przy udziale solanesylo-
transferazy. Nastepnie w wyniku reakcji enzymatycznych: metylacji i cyklizacji
tworzy sie kolejno plastochinon-9 (PQ-9) oraz plastochromanol-8 (PC-8) (Kumar
i in. 2005, DellaPenna 2005a, Dérmann 2007).
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Rys. 3. Schemat biosyntezy tokoferoli i tokotrienoli (na podstawie Eitenmiller i Lee 2004,
Nogala-Katucka 2007) — Scheme of biosynthesis of tocopherols and tocotrienols (based on
Eitenmiller and Lee 2004, Nogala-KaZucka 2007)
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Rys. 4. Schemat biosyntezy plastochromanolu-8 (na podstawie Dérmann 2007)
Scheme of biosynthesis of plastochromanol-8 (based on Dérmann 2007)

Funkcje tokochromanoli u roslin

Obecnos¢ tokochromanoli w $wiecie roslin ma istotne znaczenie podczas
wegetacji i dojrzewania, stad okreslono ich wystepowanie w korzeniach, bulwach,
todygach, lisciach i kwiatach. Gtéwna rola tych zwiazkéw sprowadza sie do
ochrony aparatu fotosyntetyzujacego przed stresem oksydacyjnym i jest powiazana
z redukcja rodnikdw kwasow ttuszczowych, ktére powstaja pod wpltywem s$wiatta,
w momencie silnej ekspozycji rosliny na promieniowanie UV-B (rys. 5). W doj-
rzatych nasionach chronia réwniez polienowe kwasy ttuszczowe przed utlenianiem,
szczegOlnie podczas ich przechowywania i kietkowania. W badaniach nad tym
zjawiskiem stwierdzono znaczacy spadek zawartosci a-T. Tokochromanole réwniez
maja wptyw na szlaki przekazywania sygnatow — trwaja badania nad subkomor-
kowym/subplastydowym oddziatywaniem ze szlakiem degradacji chlorofilu
(Hofius i Sonnewald 2003, Munne-Bosch i Falk 2004, DellaPenna i Pogson 2006,
Rolland i in. 2009).
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Rys. 5. Wygaszanie rodnikow polienowych kwasow ttuszczowych i reaktywnych form tlenu
przez tokoferole (na podstawie Munne-Bosch i Falk 2004) — Scavenging of polyunsaturated
fatty acids radical and reactive oxygen species by tocopherols (based on Munne-Bosch and
Falk 2004)

Wegetacja rzepaku a zawartos$é¢ tokochromanoli
w anatomicznych czesciach rosliny

W czasie rozwoju rzepaku mozna wyrézni¢ szes¢ gtownych faz:
e  kietkowanie i wschody, ktére od siewu do czasu uformowania pierwszego
liscia trwaja zwykle 10-15 dni,
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o  formowanie rozety, ktére u form ozimych do czasu zahamowania wegetacji
jesiennej trwa najczesciej 50-60 dni,

formowanie todygi, trwajace po wiosennym ruszeniu wegetacji 20-25 dni,
pakowanie (15-25 dni),

kwitnienie (20-30 dni),

formowanie nasion i dojrzewanie (35-40 dni) (Bartkowiak-Broda i in. 2005).
W czasie formowania poszczeg6lnych faz rozwojowych wyrdznia sie mniejsze
jednostki fenologiczne, nazywane umownie stadiami rozwojowymi (Bartkowiak-
Broda i in. 2005). Dtugos¢ catego okresu wegetacyjnego u ozimych form rzepaku
zawiera si¢ najczesciej w przedziale 315-320 dni. Mozliwosé¢ sterowania procesem
biosyntezy przeciwutleniaczy w roslinach jest nadal przedmiotem wielu badan
naukowych (Hofius i Sonnewald 2003, Munne-Bosch i Falk 2004). Biosynteze
natywnych przeciwutleniaczy badano w dwoch odmianach populacyjnych rzepaku
podwdjnie ulepszonego: Kana i Spencer. W czasie wegetacji roslin pobierano ich
czesci anatomiczne do analizy (liscie, zawiazki kwiatéw, kwiaty oraz tuszczyny).
Proby pobierano losowo na catej powierzchni p6l doswiadczalnych Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu. Analizowany materiat pochodzit ze zbioru w 2003
roku. Po kazdym zbiorze zielone czesci roslin zamrazano, a potem poddawano
liofilizacji. Nastepnie proby po rozdrobnieniu zmydlano i przeprowadzano
ekstrakcje substanciji niezmydlajacych sie zgodnie z metoda opisana przez Nogala-
Katucka i in. (2006). Analizg zawartosci tokochromanoli przeprowadzono przy
uzyciu HPLC z detekcja fluorymetryczna.

Na rysunku 6a przedstawiono zawartos¢ tokoferoli w zielonych czgsciach
rosliny — liscie, ktore zebrano w czasie formowania kwiatdéw, w trakcie kwitnienia
oraz w czasie formowania tuszczyn. W badanym materiale Brassica napus ozna-
czono cztery homologi tokoferoli (a-, B-, y-, 6-T) oraz PC-8. W lisciach rzepaku
obserwowano wzrost zawartosci tokoferoli podczas wegetacji rosliny (rys. 6a).
W zielonych czgsciach (lisciach) dominowat homolog a-T, ktérego zawartosc
wzrosta z 13,5 do 75,9 mg/100 g s.m. (odmiana Kana) oraz z 9,3 do 95,3 mg/100 g
s.m. (odmiana Spencer). Zawarto$¢ pozostatych homologéw nie przekroczyta
1 mg/100 g s.m. Nogala-Katucka i in. (2002) badajac zmiany zawartosci tokoferoli
podczas wzrostu rzepaku jarego stwierdzili wigksza ilos¢ homologu y-T w lisciach
rzepaku jarego (homolog y-T stanowit 40,6% sumy tokoferoli, natomiast a-T
34,4%). Wedtug Hofius i Sonnewald (2003) w czesciach zielonych roslin wyste-
puje gtéwnie o-T, ktory lepiej chroni aparat fotosyntetyzujacy przed reaktywnymi
formami tlenu i wolnymi rodnikami. Zawartos¢ tokoferoli w zawiazkach kwia-
towych, kwiatach, tuszczynach i w nasionach przedstawiono na rysunku 6b.
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W poczatkowej fazie rozwoju kwiatostanu obserwowano wzrost zawartosci
tokoferoli. Dominujacym homologiem jest o-T, ktdrego ilos¢ wzrosta w kwiatach
z 21,5 do 30,0 mg/100 g s.m. (odmiana Kana) oraz z 15,2 do 22,4 mg/100 g s.m.
(odmiana Spencer). W czasie wegetacji rzepaku podczas tworzenia tuszczyn nastapit
spadek zawartosci wszystkich homologéw tokoferoli. W nasionach zaobserwo-
wano wzrost homologu B-, y- i 6-T. Podobna zaleznos¢ zauwazyta Nogala-Katucka
i inni (2002) w badaniach na rzepaku jarym. Rowniez w tuszczynach obserwowano
spadek zawartosci tokoferoli, a ich wzrost w nasionach — szczegélnie y-T (do 18,9
mg/100 g s.m.). Wedtug Hofius i Sonnewald (2003) w czgsciach niefotosyntety-
zujacych (nasionach) wystepuje wiecej y-T, ktory skuteczniej chroni polienowe
kwasy ttuszczowe przed utlenianiem. Réwniez Goffman i Bohme (2001) twierdza,
ze y-T lepiej stabilizuje lipidy nasion. Z innych prac dotyczacych biosyntezy
tokochromanoli w r6znych nasionach wynika, ze za powstawanie odpowiednich
natywnych form tokoferoli jest odpowiedzialna gtéwnie y-metylotransferaza, przy
czym nie wptywa ona na ilosciowe tworzenie si¢ tych zwiazkdéw (Shintani i in.
1998). Natomiast warunki klimatyczno-glebowe panujace podczas wegetacji roslin
i dojrzewania nasion, np. temperatura i nastonecznienie, w znaczny sposéb moga
wptywaé na pozniejsza zawartos¢ tych zwiazkow w nasionach (Janiszowska 1986).
Fakt, ze catkowita zawartos¢ poszczego6lnych homologdéw i ich wzajemny stosunek
roznia sie i zmieniaja sie pod wzgledem ilosciowym w réznych czesciach rosliny
oraz w trakcie rozwoju, wskazuje na to, ze ten szlak metaboliczny jest wysoce
regulowany, a takze wysoce elastyczny i ma znaczenie dla jakosciowej i ilosciowej
zawartosci produktéw koncowych, w znaczeniu molekularnym i genetycznym
(DellaPenna 2005).

Zawartos¢ PC-8 w lisciach rzepaku wzrasta rowniez podczas wegetacji
rosliny (tab. 1). Odmiana Spencer charakteryzowata sic wyzsza zawartoscia PC-8
(3,8 mg/100 g s.m.) w lisciach podczas formowania tuszczyn niz odmiana Kana
(2,7 mg/100 g s.m.). Wzrost zawartosci PC-8 obserwowano takze od zawiazkdéw
kwiatowych, poprzez kwiaty i tuszczyny do nasion (tab. 1). W odmianie Kana
byt to wzrost od 0,1 do 5,4 mg/100 g s.m., a w odmianie Spencer od 0,1 do
6,7 mg/100 g s.m.
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Tabela 1
Zawartos¢ sumy tokoferoli oraz PC-8 w anatomicznych czesciach rosliny w réznych fazach
rozwojowych — The content of total-T and PC-8 in the anatomical parts of the plant
at different stages of development

Zawartos¢ — Content [mg/100 g]

Proba Suma tokoferoli — Total-T PC-8
Sample - -
odmiana — cultivar
Kana Spencer Kana Spencer
Liscie w czasie
formowania kwiatow 1376404 | 9,49%04 015+0,1 020£0,1

Leaves during the
formation of flowers

Liscie w czasie
kwitnienia 26,81+ 0,5 13,82+0,1 0,42 +0,2 0,65+0,1
Leaves at flowering
Liscie w czasie
formowania tuszczyn

; 75,82 +0,6 96,1+ 0,6 2,70+0,1 3,80+0,2
Leaves during the
formation of pods
Zawiazki kwiatowe 22,28 +0,2 15,64 + 0,8 0,10+0,1 0,11+0,1
Flower buds
Kwiaty — Flowers 31,25 +0,4 23,08 +0,2 0,30+0,2 0,50 +£0,1
Luszczyny — Pods 13,29+0,3 19,23 +0,7 0,45+0,1 0,68 +0,1
Nasiona — Seeds 36,04+0,1 34,37+0,3 540+0,3 6,70£0,4

Wiasciwosci 1 funkcje tokochromanoli
w organizmie cztowieka

Zwiazki witamino-E aktywne sa zaliczane do najwazniejszych naturalnych
przeciwutleniaczy, obecnych gtdwnie w surowcach i produktach roslinnych.
Wiasciwosci antyoksydacyjne zwiazane sa z obecnoscia grupy hydroksylowej
W czasteczce (pozycja 6 w pierscieniu 6-chromanolu). Na skutecznos¢ ich dziata-
nia ma wpltyw stezenie, rodzaj substratu, obecnos$¢ innych zwiazkdw dziatajacych
prooksydacyjnie i synergistycznie, rozpuszczalniki, swiatto i temperatura (Kamal-
Eldin i Appelgvist 1996, Nogala-Katucka 2005). Antyoksydacyjna aktywnosé
tokoferoli in vivo ksztattuje si¢ w nastgpujacej kolejnosci o-T > B-T > y-T > o-T,
natomiast ich aktywnosc¢ in vitro w odwrotnej 6-T > y-T ~ B-T > o-T (Eitenmiller
i Lee 2004, Munteanu i in. 2004). Dziatanie homologow (-, y- i 6-T w organizmie
cztowieka jest ograniczone, poniewaz w watrobie sa one natychmiast metaboli-
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zowane i wydalane z z6tcia lub moczem (Eggermont 2006). Stwierdzono, ze a-T3
charakteryzuje sie znacznie wigksza aktywnoscia przeciwutleniajaca niz a-T
(Packer i in. 2001). Natomiast PC-8 posiada aktywnos¢ okoto 1,5 razy wieksza od
a-T (Olejnik i in. 1997). Zasadnicza rola tokoferoli i tokotrienoli jako przeciw-
utleniaczy jest neutralizowanie lipidowych rodnikéw nadtlenkowych powstajacych
w czasie utleniania polienowych kwaséw ttuszczowych (PUFA) (Nogala-Katucka
i in. 2007). Wygaszaja one rodniki nadtlenkowe poprzez oddanie atomu wodoru,
ktory przytacza sie do rodnika lipidowego. Same przeksztatcaja sie w rodniki
tokoferoksylowe, ktore rowniez moga wejs¢ w reakcje z kolejnym rodnikiem
(Yanishlieva i Marinova 2001, Munne-Bosch 2005, Nogala-Katucka i Siger 2011).

a-TH +RO0O* - a-T*+ROOH
ROO* +a-T* > a-TOOR

Jako antyoksydant a-T dzieki obecnosci reaktywnej grupy —OH w pierscieniu
jest takze efektywnym wygaszaczem tlenu singletowego (*O,). Moze réwniez
doprowadzi¢ do usunigcia 'O, na drodze reakcji chemicznej, w wyniku czego pow-
staje epoksyd tokoferolochinonu oraz a-tokoferylochinon (Kamal-Eldin i Appelgvist
1996, Munne-Bosch i Algre 2002, Nogala-Katucka i Siger 2011). Chinon
a-tokoferolu w postaci zredukowanej takze posiada wiasciwosci antyoksydacyjne
(Kruk i Strzatka 1995). Zasadnicza rola a-T jako przeciwutleniacza jest wyga-
szanie lipidowych rodnikéw nadtlenkowych w reakcji utleniania ttuszczéw (Wang
i Quinn 1999). Posiada zdolnos¢ reagowania zaréwno z rodnikami nadtlenkowymi,
jak i z rodnikami alkoksylowymi, a stata szybkosci reakcji wynosi 2 x 10° Imol™s™
(Denisov i Afanas’ev 2005). Wedtug Wijtmansa i in. (2003) a-T jest najaktyw-
niejszym znanym przeciwutleniaczem rozpuszczalnym w ttuszczach. Jak podaje
Ross i in. (2003), sposrod homologicznych tokoferoli forma o-T najszybciej
oddaje atom wodoru wolnym rodnikom. W reakcji przeciwutleniajacej a-T prze-
ksztatca sie w dos¢ stabilny rodnik (Schneider 2005). W momencie ataku o-T
przez rodniki nadtlenkowe kwasOw ttuszczowych nastepuje jego przejscie w rodnik
a-tokoferoksylowy (Azzi i in. 2001). Kazda czasteczka o-T dezaktywuje dwa
rodniki, konczac rownoczesnie dwie reakcje utleniania, poniewaz oprocz
tokoferolu w reakcjach inaktywacji rodnikéw nadtlenkowych udziat biora rodniki
tokoferoksylowe (Burton 1994, Suchocka 2003, Sroka i in. 2005). Rodniki
tokoferoksylowe redukuja rodniki nadtlenkowe do wodoronadtlenkéw, a same
utleniaja sie do a-tokoferylochinonu (a-T=0). W membranach jedna czasteczka
a-T przypada na okoto 2000 czasteczek fosfolipiddw. Fakt ten ttumaczy szybkosé
reakcji rodnika nadtlenkowego z «-T, ktora jest 10 000 razy wieksza niz reakcja
rodnika z kwasem ttuszczowym (Bramley i in. 2000).

W zywych komdrkach efekt przeciwutleniajacy jest wypadkowa dziatania
poszczegblnych przeciwutleniaczy. Wykazano synergizm w wygaszaniu tlenu
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singletowego pomigdzy o-T a P-karotenem w btonach lipidowych. B-karoten
wykazuje wihasciwosci antyoksydacyjne przy niskim cisnieniu tlenu, podczas gdy
wysokie cisnienie tlenu znosi jego dziatanie. o-T moze zastgpowaé [-karoten
w ochronie bton lipidowych przed oksydacja. Lancuch fitylowy zakotwicza
czasteczkg w btonie i nie ma wigkszego wplywu na aktywnos¢ antyoksydacyjna
tokoferoli (Szymanska i Kruk 2007). Selen i witamina E wykazujac dziatanie
synergistyczne zapobiegaja sttuszczaniu watroby i wptywaja ochronnie na miesnie,
w tym migsien sercowy oraz zapobiegaja ich dystrofii (Gogolewski i in. 1999,
Bielak i Pasterniak 2001). Kwas askorbinowy bedacy donorem wodoru moze
regenerowaé¢ a-T ze stanu rodnikowego do formy podstawowej (Azzi i Stocker
2000, Munne-Bosch i Algre 2002). Zwiazki witamino-E aktywne (gtéwnie homo-
log a-T) maja szczeg6lne znaczenie dla tkanek o wysokiej zawartosci PUFA, jak
mozg i centralny uktad nerwowy, w ktérym stanowia pierwsza linie obrony przed
peroksydacja (Azzi i Stocker 2000). Niezaleznie od swoich whasciwosci przeciw-
utleniajacych o-T moduluje wiele funkcji komérkowych majacych zwiazek z pro-
cesem miazdzycowym. Hamuje proliferacje migsni gtadkich naczyn, zmniejszajac
grubos¢ sciany naczynia, wptywa takze na funkcje ptytek krwi zapobiegajac ich
adhezji i agregacji. W komdrkach srodbtonka o-T wzmaga synteze prostacyklin,
czynnika rozszerzajacego naczynia i hamujacego agregacje ptytek krwi (Nogala-
Katucka 2003). Wykazano réwniez, ze a-T petni funkcjg ochronna w niektérych
typach nowotwordw, poprzez indukcje apoptozy w komoérkach rakowych (Borek
2004, Tamimi i in. 2005). Ostatnie doniesienia sugeruja wptyw o-T na zmniej-
szanie czestosci atakdéw epileptycznych indukowanych penicylinag. Zwiazane jest
to z wygaszaniem reaktywnych form tlenu w mézgu, ktérych zawarto$¢ wzrasta
podczas napadoéw epileptycznych (Ayyildiz i in. 2006). Udowodniono, ze a-T
bierze udziat w regulacji aktywnosci niektorych enzymow, np. wykazuje dziatanie
hamujace w stosunku do kinazy biatkowej C (PKC) i proceséw zaleznych od PKC
(Schneider 2005). Ostabienie aktywnosci kinazy biatkowej C dziata hamujaco na
takie procesy jak: agregacja ptytek krwi, produkcja reaktywnych form tleno-
azotowych (NO) przez komdrki srddbtonka, produkcja nadtlenkéw przez neutrofile
i makrofagi, a takze powoduje ostabienie proliferacji komérek miesni gtadkich
(Azzi 2004). o-T zapobiega takze tworzeniu potencjalnie rakotworczych niesyme-
trycznych produktéw rozpadu B-karotenu, tzw. 3-apo-karotenoidow (Russell 2002).
Tokoferole znalazty zastosowanie w profilaktyce i leczeniu choréb uktadu
Sercowo-naczyniowego poprzez zapobieganie tworzenia sie nadtlenoazotynu, ktéry
sprzyja dysfunkcji srodbtonka. Do inaktywacji nadtlenoazotynu jest zdolny zaréwno
a- jak i y-T (Bloodsworth i in. 2000). Powstajacy aktywny ditlenek azotu nitruje
biatka powodujac stres nitrozacyjny, nie mniej szkodliwy niz oksydacyjny. Jedynie
v-T, wystepujacy naturalnie w zywnosci, wiaze nieodwracalnie powstajacy w tej
reakcji aktywny ditlenek azotu. Produktem tej reakcji jest 5-NO,-y-tokoferol lub
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o-chinon (czerwien tokoferolowa) (Christen i in. 1997). Gamma-T zapobiega tym
samym nitrowaniu zasad w DNA oraz tyrozyny wolnej i zwiazanej z biatkami.
Wiasnie ten homolog witaminy E spowalnia rozwéj miazdzycy. Gamma-T nie jest
tak aktywny biologicznie jak o-T, jednak brak podstawnika przy C-5 w pierscieniu
aromatycznym czyni go doskonatym wygaszaczem reaktywnych form tlenoazoto-
wych (ditlenek azotu, nadtlenoazotyn). Rola y-T jako czynnika antykancerogen-
nego opiera sie na regulacji poziomu cyklin D1 i E, ktérych podwyzszony poziom
sprzyja wzmozonym podziatom komdrki i nowotworzeniu. Powoduje takze zmia-
tanie mutagennych utleniaczy peroksyazotyndw poprzez tworzenie stabilnych centréw
weglowych, blokowanych przez grupy metylowe (Munne-Bosch i Algre 2002,
Schneider 2005).

Ostatnie badania zwracaja uwage na tokotrienole, ktére wykazuja wyzsza
aktywnos¢ przeciwutleniajaca w uktadach in vivo. Jednakze ich biodostgpnosé po
doustnym podaniu jest znacznie ograniczona, gdyz nie Sa rozpoznawane przez
biatko transportujace a-TTP specyficzne tylko do a-T i w zwiazku z tym ich czas
zycia jest krotki. Przenikaja szybko w gtab skéry, zwalczajac efekty stresu
oksydacyjnego indukowanego przez promieniowanie UV i ozon (Packer i in.
2001). Tokotrienole obnizaja poziom cholesterolu i lipoprotein w surowicy, co
moze zapobiega¢ chorobom uktadu krazenia i serca. Wykazuja dziatanie przeciw-
zakrzepowe, przeciwnowotworowe oraz neuroprotekcyjne, mogace zapobiegac
neurodegeneracyjnym chorobom, takim jak choroba Alzheimera, Parkinsona czy
Huntingtona (Theriault i in. 1999, Packer i in. 2001). Aktywnos¢ biologiczna
tokoferoli i tokotrienoli jest catkowicie niezalezna od ich wilasciwosci przeciw-
utleniajacych. Najnowsze badania ujawniaja takze role tokotrienoli, w tym szcze-
gllnie a-T3, w catkowitej ochronie neuronéw poprzez mechanizm wynikajacy
z ich wiasciwosci przeciwutleniajacych. Suplementacja diety tymi zwiazkami
podawana doustnie powoduje przenikanie ich do mozgu i zapewnia ochrone uktadu
odpornosciowego (Khanna i in. 2004). Badania epidemiologiczne potwierdzaja
rowniez role y-T jako zwiazku chemoprewencyjnego, skuteczniejszego niz a-T
(Campbell i in. 2003). Scharakteryzowano takze mechanizm dziatania tokotrienoli
w supresji komorek nabtonka gruczotu piersi CL-S1, jako elementu przema-
wiajacego za dziataniem zdrowotnym tych zwiazkéw w stosunku do raka piersi
(Shah i Sylvester 2005).

Biomarkery tokochromanoli w organizmie czlowieka

Biomarkery w organizmach zywych definiowane sg jako wskazniki obrazujace
przebieg okreslonego procesu biologicznego do jego punktu koncowego. Z uwagi
na uczestnictwo w wielu reakcjach w naszym organizmie tokoferoli/tokotrienoli,
a w szczegdblnosci homologu a-T w badaniach nad jego fizjologicznymi przemia-



24 Malgorzata Nogala-Kaltucka ...

nami wykazano powstawanie wielu zwiazkéw. Pierwsza grupe stanowia substancje
0 rozerwanej strukturze pierscienia chromanolu (rys. 7), ktore okreslane sa m.in.
jako metabolity Simona (kwas tokoferolowy, lakton tokoferolu), a powstaja
gtéwnie na drodze reakcji utleniania w naszym organizmie.

) o o ) CH, ) 0
H,C 0 H,C o
CH, CH,

Kwas tokoferolowy Lakton a- T

Rys. 7. Wzory strukturalne metabolitéw Simona — The structural formulas Simon metabolites

W wyniku przemian tworza si¢ zwiazki chinonowe, np. tokoferylochinon
ulega konwersji do tokoferylohydrochinonu, a nastepnie reaguje z kwasem
glukuronowym w watrobie. Powstajacy w efekcie koncowej degradacji w nerkach
lakton o-T moze by¢ obecny w moczu (Bramley i in. 2000). Metabolity Simona
posiadajace krotszy tancuch boczny i otwarta strukture pierscienia chromanu
wskazuja na wykorzystanie in vivo przeciwutleniajacych wiasciwosci o-T. Poziom
tych metabolitbw znaczaco rosnie w moczu zdrowych ochotnikéw przyjmujacych
dziennie 2-3g all rac-o.-T.

Druga grupa to zwiazki o skréconym tancuchu fitynowym i o nienaruszonej
strukturze pierscienia chromanolu, np. z a-T powstaje a-CEHC (a—2,5,7,8-tetra-
metylo-2(2’-karboksyetylo)-6-hydroksychroman) (Galli i in. 2002, 2004) (rys. 8).
Nienaruszona struktura pierscienia sugeruje, ze a-CEHC powstaje z a-T, ktory nie
uczestniczy w reakcjach jako przeciwutleniacz (Schultz i in. 1995, Schuelke i in.
2000).

Szlak degradacji fancucha bocznego prowadzi przez w-, a nastepnie B-utle-
nianie. Pierwszy krok w-hydroksylacji tancucha bocznego katalizowany jest przez
dziatanie cytochromu P450 (Clifford i in. 2006). Pozostate homologi tokoferoli
tworza analogiczne zwiazki y-CEHC i 6-CFHC. Metabolitowi y-CEHC w przeci-
wienstwie do a-CEHC przypisuje sie wiasciwosci natriuretyczne (regulacja gospo-
darki wodno-sodowej i utrzymanie homeostazy ukladu sercowo-naczyniowego)
(Zingg i Azzi 2005). Zaréwno y-T jak i y-CEHC hamuja takze aktywnosé
cyklooksygenazy-2 (COX-2). Oznaczanie tych zwiazkéw uznano za wskazniki
wykorzystania tokoferoli w przemianach metabolicznych zwiazanych gtéwnie
z wykorzystaniem tokochromanoli jako substancji o wiasciwosciach witaminy E.
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Rys. 8. Produkty utleniania i metabolicznego rozpadu a-T — The products of oxidation
and metabolic degradation of a-T
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