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Streszczenie

W pracy przedstawiono aktualne dane dotyczace aktywnosci biologicznej klowamidu i jego pochod-
nych, jako grupy bioaktywnych zwiazkéw pochodzenia roslinnego. Klowamid jest pochodng kwasu ka-
wowego o strukturze chemicznej podobnej do kwasu rozmarynowego. Wtasciwosci biologiczne pochod-
nych klowamidu stanowig stosunkowo nowe zagadnienie w naukach o zywnosci. Wzrasta jednak
zainteresowanie naukowcow ta grupa substancji. Zrodtem klowamidu i jego pochodnych w diecie czto-
wieka sa produkty zawierajace kakao. Poza kakaowcem (Theobroma cacao) zwiazki te sa wytwarzane
m.in. przez koniczyny Trifolium pallidum (brak polskiej nazwy) i Trifolium pratense (koniczyna lakowa),
a takze rosliny z rodzaju Capsicum (papryka). W literaturze dotyczacej klowamidu i jego pochodnych
wskazuje si¢ na ich dziatanie przeciwutleniajace, przeciwptytkowe (przeciwzakrzepowe), przeciwzapalne,
a nawet przeciwnowotworowe. Sugeruje si¢, ze klowamid i jego pochodne moga by¢ w przysztosci wyko-
rzystane w przemysle spozywczym, jak roOwniez w opracowaniu nowych strategii profilaktycznych i lecz-
niczych chroniacych zdrowie cztowieka.

Stowa kluczowe: klowamid, pochodzenie roslinne, aktywnos¢ biologiczna, wlasciwosci przeciwutleniajace

Wprowadzenie

Klowamid (N-kawoilo-L-3,4-dihydroksyfenyloalanina, = N-kawoilodopamina,
N-kawoilo-L-DOPA) jest naturalnym, ro$linnym zwiazkiem fenolowym — pochodng
kwasu kawowego (3,4-dihydroksycynamonowego) — wykazujacym znaczne podobien-
stwo strukturalne do kwasu rozmarynowego. Po raz pierwszy klowamid zidentyfiko-
wano w koniczynie tgkowej (koniczynie czerwonej — Trifolium pratense) [22], stad tez
pochodzi nazwa tego zwigzku i jego pochodnych (clovamide/clovamides — od ang.
clover — koniczyna).
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Klowamid i substancje pokrewne syntetyzowane sa w wyniku tworzenia wigzania
amidowego pomig¢dzy grupami karboksylowymi kwasow fenylopropenowych, a gru-
pami aminowymi tyrozyny lub jej pochodnych — gtéwnie tyraminy i dopaminy [12].
Zwiazki te nalezg do metabolitow wtornych, chronigcych tkanki roslinne przed pato-
genami. Pomimo rosngcego zainteresowania naturalnymi fenolokwasami i ich aktyw-
noscig biologiczng [5], rola fenoli klowamidowych jako bioaktywnych sktadnikow
zywnosci oraz ich wptyw na zdrowie ludzi stanowig nowe zagadnienia badawcze.

W pracy dokonano przegladu aktualnych danych dotyczacych aktywnosci biolo-
gicznej klowamidu i jego pochodnych w aspekcie mozliwosci wykorzystania tych
zwigzkéw w przemysle spozywczym, zwlaszcza w dziataniach prozdrowotnych.

Naturalne Zrédia zwigzkow klowamidowych

Zrédtem klowamidu i jego pochodnych w diecie cztowieka sa najczesciej produk-
ty zawierajace kakao. Do celow naukowych klowamid izolowany jest z ziaren kaka-
owca (Theobroma cacao). Zawierajg one 1,36 ~ 2,64 mg klowamidu/kg suchej masy
niepalonego, fermentowanego ziarna, ale jego zawarto§¢ zmniejsza si¢ znaczaco pod-
czas procesu palenia [1]. Obecno$¢ zwigzkéw klowamidowych stwierdzono takze
w ziarnach kawy Robusta [3]. Innymi gatunkami syntetyzujacymi te substancje sa
m.in. ro$liny z rodzaju Capsicum (papryka). W czosnku wystepuje natomiast
N-feruloilotyramina, rowniez zaliczana do zwigzkow klowamidowych [14].
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Rys. 1. Struktura klowamidu (A) i estru metylowego klowamidu (B)

Fig. 1.  Structure of clovamide (A) and clovamide methyl ester (B)

Zrédto: / Source:

Modyfikacja wtasna na podstawie [8] / The authors’ own modification on the basis of [8].

Najbogatszym zrédtem klowamidoéw sa jednak nadziemne cz¢$ci koniczyny. Spo-
$rod 57 gatunkow tej rosliny, przebadanych przez Oleszka 1 wsp. [11] pod wzgledem
zawartosci zwigzkow fenolowych, w pieciu stwierdzono znacznie wigkszg zawartos$¢
klowamidu i jego metylowej pochodnej (rys. 1, tab. 1) niz w ziarnach kakaowca [1].
W czesciach nadziemnych tych gatunkdéw koniczyny zawarto$¢ klowamidow stanowita
15 + 37 % ogodlnej ilosci zwigzkoéw fenolowych (tab. 1). Najwicksza zawartoscig tych
substancji charakteryzujg si¢ czesci nadziemne koniczyny 7. pallidum (brak polskiej
nazwy) [20].
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Tabela 1. Zawartos¢ klowamidéw w nadziemnych czgsciach wybranych gatunkéw koniczyny
Table 1. Content of clovamides in aerial parts of selected clover species

Zawarto$¢ zwigzkow Udziat klowamidow
Zawarto$¢ klowamidow fenolowych W sumarycznej zawartosci
s . [mg/g s.m.] [mg/g s.m.] fenoli [%]
Trifolium species Content of clovamides | Content of phenolic Percent content of
[mg/g dm] compounds clovamides in total phenols
[mg/g dm] [70]
T. pallidum 12,94 35,06 36,9
T. isodon 9,90 54,77 18,1
T. pratense ss. Sativum 7,91 40,33 19,6
T. squarrosum 7,83 51,77 15,1
T. clypeatum 7,75 27,36 28,3

Zrédlo: [20] / Source: [20]

Metabolizm zwigzkéw klowamidowych

Zarowno klowamid, jak i deoksyklowamid (N-p-kumaroilo-tyrozyna) wywotuja
po spozyciu uczucie $ciggania w ustach. Charakteryzujg si¢ one niskim progiem wy-
czuwalnego efektu Sciagajacego, w zakresie stezen rzedu kilkudziesigciu pmoli/l [19].
Trwaja badania dotyczace biodostepnosci naturalnych pochodnych fenylopropanoido-
wych (w tym klowamidow) i ich metabolizmu. W badaniach in vivo na myszach wyka-
zano w osoczu krwi obecno$¢ N-kawoilotyraminy dostarczonej droga pokarmowa [12].
Natomiast w pracach dotyczacych absorpcji koniugatéw fenylopropanoidowych z ami-
nokwasami (NPAs, ang. N-phenylpropenoyl-L-amino acids) po spozyciu napoju na
bazie kakao stwierdzono, ze w odréznieniu od innych grup roslinnych (poli)fenoli,
NPAs nie sg metabolizowane szlakiem O-glukuronidacji, nie ulegaja tez sulfonowaniu.
Prawdopodobnie w przemianach metabolicznych tych zwigzkow istotng rolg odgrywa
proces O-metylacji lub redukcji w czesci fenylopropanoidowej [19].

Aktywno$¢ biologiczna klowamidu i jego pochodnych
Wtasciwosci przeciwutleniajgce

Jedne z pierwszych doniesien dotyczacych przeciwutleniajacych wiasciwosci
klowamidu i jego pochodnych opublikowali Sanbogi 1 wsp. [18] w roku 1998. Wyka-
zali oni aktywnos$¢ przeciwutleniajaca in vitro klowamidu i deoksyklowamidu, wyizo-
lowanych z ziaren kakaowca, oceniang w réznych uktadach doswiadczalnych. Silne
wlasciwosci przeciwutleniajgce stwierdzono na podstawie wynikéw oznaczen utlenia-
nia kwasu linolowego oraz substancji reagujacych z kwasem tiobarbiturowym
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(TBARS, ang. thiobarbituric acid-reactive substances), jako markera peroksydacji
lipidow blon erytrocytow oraz mikrosoméw. W uktadzie z kwasem linolowym klowa-
mid wykazywat silniejsze wtasciwosci przeciwutleniajgce niz inne roslinne polifenole,
takie jak: epikatechina, katechina, kwercetyna, 3-glikozyd kwercetyny, 3-O-glikozyd
kwercetyny, 3-O-arabinozyd kwercetyny oraz dideoksyklowamid (kolejno$¢ wymie-
nionych zwigzkow odpowiada efektywnosci ich dziatania). Ocena peroksydacji lipi-
dow bton erytrocytow wykazata porownywalng efektywnos¢ klowamidu, epikatechiny,
katechiny i1 kwercetyny, natomiast 3-O-glikozyd kwercetyny, 3-O-arabinozyd kwerce-
tyny oraz dideoksyklowamid wykazywaty slabsze wlasciwosci przeciwutleniajace.
Podobne wyniki uzyskano w doswiadczeniach in vitro obejmujacych utlenianie mikro-
somow. Locatelli i wsp. [8] podali, ze zdolno§¢ do neutralizacji wolnych rodnikéw
przez klowamid ksztattowata si¢ na poziomie poréwnywalnym z kwasem rozmaryno-
wym i kawowym, ale przewyzszala efektywno$¢ dziatania przeciwrodnikowego natu-
ralnych i syntetycznych przeciwutleniaczy, takich jak: (-)-epikatechina, kempferol,
troloks czy butylohydroksyanizol (BHA, stosowany jako dodatek do zywnosci: E-320).
W opublikowanych wynikach do$wiadczen z wykorzystaniem liposomdw, wspomniani
badacze stwierdzili takze przeciwutleniajgce wlasciwosci klowamidu oraz ekstraktu
z ziaren kakowca [9]. Przeprowadzano takze badania poréwnawcze, dotyczace dziata-
nia przeciwutleniajagcego klowamidu, epikatechiny oraz metanolowego ekstraktu
znasion kakaowca, na modelowym uktadzie linii komérkowych: monocytéw oraz
kardiomiocytow H9c2, w warunkach stresu oksydacyjnego. Zaréwno klowamid, jak
i ekstrakt z ziaren kakaowca (cho¢ w mniejszym zakresie) wykazywaty znaczacg ak-
tywno$¢ przeciwzapalng oraz przeciwutleniajgcg. Stwierdzono znaczne zmniejszenie
generowania anionorodnika ponadtlenkowego (O,"), bedacego jedna z wazniejszych
reaktywnych form tlenu (RFT), powstajagcych w organizmach zywych. Ponadto zaob-
serwowano hamujacy wptyw badanych substancji na wytwarzanie RFT w kardiomio-
cytach. Wstgpne badania ich potencjalnego ochronnego wpltywu na kardiomiocyty
wykazaty rOwniez ograniczenie procesu apoptozy przez klowamid i epikateching [2].
W badaniach poréwnawczych Marinova i wsp. [10] oceniano aktywnos$¢ przeci-
wutleniajgcg amidowych pochodnych kwasdéw cynamonowych i hydroksycynamono-
wych: kawoilodopaminy, cynamoilodopaminy, p-kumaroilodopaminy, feruloilodopa-
miny, sinapoilodopaminy, kawoilotyraminy i kawoilotryptaminy w zapobieganiu
autoksydacji triacylogliceroli oleju stonecznikowego. Badane zwigzki wykazywaty
aktywnos¢ przeciwutleniajacg pordwnywalng lub wyzsza niz kwas kawowy, zastoso-
wany jako zwigzek referencyjny. Najsilniejszg aktywnos$¢ wykazywata jednak kawoi-
lodopamina (klowamid). Dziatanie przeciwutleniajace wykazujg takze estrowe po-
chodne klowamidu: N-kawoilo-L-tyrozyna i N-kawoilo-L-dihydroksyfenyloalanina,
ktore badano pod wzgledem ich przydatnosci jako potencjalnych dodatkéw do zywno-
Sci, zabezpieczajacych thuszcze przed utlenianiem. Stwierdzono, ze substancje te moga
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chroni¢ lipidy (olej sojowy) przed autooksydacja. Badane zwigzki wykazywaty zna-
czacg aktywno$¢ przeciwrodnikowg (oznaczenia z zastosowaniem rodnika DPPH™ —
rodnik 2,2-difenylo-1-pikrylhydrazylowy) i anionorodnika ponadtlenkowego (O,"") na
poziomie porownywalnym lub przewyzszajacym efektywnos¢ dziatania znanych prze-
ciwutleniaczy — a-tokoferolu i kwasu askorbinowego [7].

Wilasciwosci przeciwutleniajagce wykazano ponadto w badaniach dotyczacych
wlasciwosci biologicznych frakcji klowamidowej ekstraktu uzyskanego z koniczyny 7.
pallidum. Czesci nadziemne tej rosliny zawieraja znaczne ilosci klowamidu (0,58 g/g
s.m.) oraz jego estru metylowego (0,16 g/g s.m.). Badany ekstrakt wykazywat wyrazne
dziatanie przeciwutleniajgce w ochronie lipidowych i biatkowych sktadnikéw osocza
oraz ptytek krwi, w warunkach stresu oksydacyjnego in vitro wywolanego dzialaniem
nadtlenoazotynu (ONOOQO") [6]. W badaniach in vitro stwierdzono ponadto neuropro-
tekcyjne dziatanie klowamidu, ktore moze by¢ czesciowo wynikiem jego dzialania
przeciwutleniajacego. W doswiadczeniach z wykorzystaniem 3 réznych modeli ba-
dawczych komorek ludzkiego nerwiaka (neuroblastoma): (1) komoérek SH-SYSY pod-
danych ekspozycji na stres oksydacyjny, (2) linii komérkowej SK-N-BE traktowane;j
L-glutaminianem oraz (3) komorek linii SH-SY5Y w warunkach niedotlenienia i reper-
fuzji ocenie poddawano ochronne dziatanie klowamidu oraz kwasu rozmarynowego.
Stwierdzono wyrazny efekt neuroprotekcyjny obu zwigzkow, siegajacy 40 + 60 %
redukcji Smiertelnos$ci komorek [4].

Aktywnos¢ przeciwzapalna

Zwiazki klowamidowe stanowig najstabiej poznang grupe fenolowych sktadni-
kéw kakao, moga jednak stanowi¢ wazny sktadnik przyczyniajgcy si¢ do ogdlnego
korzystnego, prozdrowotnego dziatania pochodzacych z niego produktow spozyw-
czych (takich jak np. gorzka czekolada). Badania poréwnawcze dziatania izolowanego
klowamidu oraz ekstraktéw uzyskanych z palonych i niepalonych ziaren kakaowca
potwierdzity ich dzialanie przeciwzapalne. W doswiadczeniach poréwnawczych in
vitro, prowadzonych na ludzkich monocytach, najsilniejszy efekt przeciwzapalny za-
obserwowano w probkach inkubowanych z klowamidem [23]. Natomiast Park i wsp.
[13] wykazali, ze w badaniach in vitro klowamid wykazuje zdolno$¢ wigzania si¢
z domeng src SH2 (domena homologiczna do produktu onkogenu src), stanowigca
funkcjonalnie wazny fragment wielu biatek biorgcych udzialt w przekazywaniu sygna-
tow komorkowych, m.in. w roznorodnych stanach zapalnych. Obecnie w naukach bio-
logicznych i medycznych poszukuje si¢ zwigzkdéw, ktore, wiazac si¢ w sposob specy-
ficzny z domeng SH, biatek sygnatowych, umozliwityby blokowanie niepozadanych
szlakow, odgrywajacych wazng role w patofizjologii chorob nowotworowych, zabu-
rzen autoimmunologicznych oraz przewlektych procesow zapalnych.
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Dziatanie przeciwplytkowe

Interesujacym aspektem korzystnego wpltywu zwigzkéw klowamidowych na
zdrowie czlowicka jest ich potencjalne ochronne dziatanie na uktad sercowo-
naczyniowy. Ze wzgledu na istotng role ptytek krwi w patofizjologii choréb uktadu
krazenia prowadzone sg liczne prace badawcze dotyczace mozliwos$ci profilaktycznego
zapobiegania ich aktywacji. W projektowaniu strategii profilaktycznych, ktérych celem
jest zapobieganie nadmiernej aktywacji ptytek krwi, zwraca si¢ szczegdlng uwage na
diet¢ bogata w naturalne polifenole [21]. Wykazano wlasciwosci przeciwplytkowe
klowamidu (N-kawoilodopaminy) oraz N-kumaroilodopaminy [16]. Zwiazki te hamo-
waty aktywacje ptytek krwi oraz ich interakcje z leukocytami w warunkach in vitro.
Przy 0,05 uM (0,018 pg/ml) stgzeniu badanych pochodnych stwierdzono zmniejszenie
ekspresji selektyny P (markera aktywacji ptytek krwi) o okoto 30 %. Efekt przeciw-
ptytkowy potwierdzono rowniez doswiadczeniami in vivo, w ktorych droga pokarmo-
wa podawano myszom klowamid w dawce 50 i 100 pg/35 g masy ciata. Hamujace
dziatanie badanych zwigzkow bylo czgsciowo znoszone poprzez zastosowanie antago-
nistow receptoréw B,-adrenoengicznych, dlatego tez sugeruje si¢ udziat tych recepto-
roOw w obserwowanej inhibicji. Struktura klowamidu jest podobna do niektorych ligan-
dow receptorow B-adrenoengicznych (np. dobutaminy, denopaminy — stosowanych
jako leki kardiotoniczne). Dlatego tez klowamid 1 jego pochodne, takie jak
N-kumaroilodopamina, moga dziata¢ jako agonisci tych receptorow. Efekt przeciw-
ptytkowy klowamidu moze by¢ réwniez wynikiem hamowania aktywnosci cyklooksy-
genazy (COX), enzymu katalizujgcego powstawanie roéznorodnych biologicznie ak-
tywnych prostanoidow, m.in. zwigzkéw stymulujagcych aktywacje plytek krwi
(tromboksan A,) oraz biorgcych udziat w procesach zapalnych (prostaglandyny) [13].

Dziatanie przeciwnowotworowe

Efekt przeciwnowotworowy jest jak do tej pory najstabiej poznang aktywnosScig
zwigzkow klowamidowych. Park i Schoene [15] wskazuja na mozliwo$¢ hamowania
proliferacji komérek nowotworowych przez N-kumaroilotyraming — badania z wyko-
rzystaniem komorek linii U937 (komorki ludzkiej biataczki monoblastycznej) oraz
Jurkat (linia limfocytow T ostrej ludzkiej biataczki limfoblastycznej). Prawdopodob-
nym mechanizmem dziatania tego zwigzku jest zatrzymanie cyklu komoérkowego
w fazie S na skutek inhibicji aktywacji biatkowych kinaz tyrozynowych.

Podsumowanie

Aktywno$¢ biologiczna klowamidu i jego pochodnych jest dopiero poznawana —
wickszo$¢ dostepnych danych pochodzi z ostatnich kilku lat. Literatura dotyczaca
zwigzkow klowamidowych i ich korzystnego dziatania obejmuje doniesienia potwier-
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dzajace przede wszystkim ich aktywnos$¢ przeciwutleniajaca, ale przybywa tez publi-
kacji wskazujacych na inne korzystne efekty dziatania tych zwigzkow, takich jak wia-
sciwosci przeciwplytkowe (przeciwzakrzepowe), przeciwzapalne oraz przeciwnowo-
tworowe.
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CLOVAMIDE AND ITS DERIVATIVES AS BIOACTIVE PHENOLIC
COMPOUNDS OF PLANT ORIGIN

Summary

In the paper, there are presented up to date data on the biological activity of clovamide and its deriva-
tives as a group of bioactive compounds of plant origin. Clovamide is a derivative of caffeic acid and its
chemical structure is similar to that of the rosmarinic acid. Biological properties of the clovamide-type
compounds are a relatively new issue in the biological and medicinal sciences. However, scientists show
a growing interest in that group of substances. In the human diet, products containing cocoa are a source of
clovamide and its derivatives. In addition to Theobroma cacao, those compounds are also synthesized,
among other things, by Trifolium pallidum clover and Trifolium pratense (red clover), and species of the
Capsicum genus. The reference literature on clovamide and its derivatives points to their antioxodative,
antiplatelet (antithrombotic), anti-inflammatory, and even anticancer action. It is suggested that, in the
future, those properties might be utilized in the food and cosmetic industry as well as when developing
new prophylactic and therapeutic strategies to protect human health.

Key words: clovamide, plant origin, biological activity, antioxidant properties
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