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Opis

[0001] Wynalazek niniejszy dotyczy sposobu wytwarzania ekstraktu wzbogaconego w N-metylopirydynium
(NCMP) z materiatu organicznego zawierajacego trygoneline.

[0002] Ekstrakty z materiatu organicznego zawierajgcego trygoneling, jak na przyktad napoje kawowe, sg
ztozonymi roztworami zawierajgcymi aktywne biologicznie zwigzki, ktére reagujg z mikrosrodowiskiem w Zo-
tadku cztowieka. Uwaza sie, ze z powodu tej interakcji dochodzi do nasilenia wydzielania kwasu zotadkowe-
go. Dlatego wielokrotnie opisano podraznienie zotadka po spozyciu kawy. W ztozonym procesie wydzielania
kwasu w zotadku, gtéwnag role odgrywa. Dzieki aktywacji komodrek oktadzinowych przez hormony i transmi-
tery, wodor jest transportowany do swiatta Zzotgdka z wymiang na potas i zolgdek jest zakwaszany. Row-
nolegle, do swiatta zotadka jest wydzielany chlorek. Caty proces jest regulowany dzieki receptorom powierz-
chniowym komorek. W stymulacji wydzielania kwasu Zzotadkowego posredniczy receptor histaminy H2,
receptor acetylocholiny M3 i receptor cholecystokininy beta. Reakcja wyréwnawcza zachodzi dzieki aktywac;ji
receptora somatostatyny. Z tego powodu, hormony, takie jak histamina, gastryna i somatostatyna, jak tez
acetylocholina odgrywajq istotng role w regulacji wydzielania kwasu. Aktywacja receptoréw powierzchnio-
wych komorki jest bezposrednio zwigzana z wewnatrzkomdérkowym przekazywaniem sygnatu. Wykazano, ze
kinazy MAPK i receptorowe kinazy tyrozynowe sg angazowane w regulacje wydzielania kwasu zotgdko-
wego. Jak dotad, aktywacja receptora dla nabtonkowego czynnika wzrostu (EGFr) wigze sie ze stanem
nasilonego wydzielania komérek oktadzinowych. Nastepnie, szlak sygnalizacyjny aktywuje kinazy Akt1 i
ERK1/2 MAPK. Sygnat Akt1 aktywuje transkrypcje H+,K+-ATPazy i réwniez nasila aktywno$¢ wydzielniczg
komérek oktadzinowych. EKR1/2 wykazuje ostry efekt hamujgcy aktywnosé wydzielnicza, ale uwaza sie, ze
jej przewlekie pobudzenie sprzyja wydzielaniu. Jednak uwaza sie réwniez, ze ERK1/2 aktywuje ekspresje
genu H+ K+-ATPazy. Niezaleznie od tych szlakéw przekaznikowych tworzy sie cykliczny AMP po aktywacji
biatka GS, zwigzanej z aktywacjg receptora histaminowego H2. Cykliczny AMP moze aktywowaé kinaze
biatkowag A, ktéra z kolei aktywuje czynnik transkrypcji w jadrze. Czynnik transkrypcji ATF-2 moze by¢ zaan-
gazowany w ekspresje H+ K+-ATPazy i receptora somatostatyny 2, poniewaz obydwa geny majg element
odpowiedzi na cykliczny AMP.

[0003] Przed paleniem, nietraktowane ziarna kawy zawierajg okoto 1000 do 1400 pg/g N-alkanoilo-5-hyd-
roksytryptamidu (C5HT), palone ziarna kawy zawierajg okoto 500 do 800 ug/g C5HT. Ponadto, palone ziarna
kawy, ktére odkofeinowano, zawierajg okoto 50 ug/l C5HT. Dodatkowo, kawa z kofeing zawiera okoto 200 do
500 pg/l C5HT, podczas gdy kawa odkofeinowana zawiera okoto 50 ug/l C5HT.

[0004] W zwigzku z tym donoszono, ze konsumpcja kawy wigze sie z paleniem za mostkiem lub podraznie-
niem zotgdka, ktére mogg by¢é wywotane zwiekszonym wydzielaniem kwasu zotadkowego. Wptyw napojow
kawowych na podraznienie Zzotadka i srodzotadkowe pH u ludzi byto po raz pierwszy badane przez Ehrlich i
in. (Ehrlich A, Basse H, Henkel-Ernst J, Hey B, Menthe J, i Licker PW. Effect of differently processed coffee
on the gastric activity difference and intragastric pH in healthy volunteers. Methods Find Exp Clin Pharmacol
20: 155-161, 2006.). Po doustnym podaniu 150 ml napoju kawowego przygotowanego ze zwyktej lub
traktowanej parg kawy, ten drugi powodowat istotnie mniejsze podraznienie sluzéwki u zdrowych ochotnikéw
niz zwykty napoj kawowy. Opierajgc sie na tych wynikach przyjeto hipoteze, ze obrébka parowa kawy
istotnie zmniejsza ilos¢ zwigzkéw draznigcych sluzéwke w palonych ziarnach kawy, a producenci kawy

zaczeli oznacza¢ kawe po obrébce parowej jako ,przyjazng dla Zzotadka”. Technologie te opracowano po-
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czatkowo do usuwania kofeiny i kwaséw chlorogenowych, jako gtéwnych zwigzkéw obnizajacych walory
smakowe napojow kawowych.

[0005] Zatem, problemem technicznym lezacym u podstaw niniejszego wynalazku jest dostarczenie produk-
tu lub innych srodkéw do zapobiegania lub zmniejszenia probleméw Zotadkowych spowodowanych wydzie-
laniem kwasu w zotadku, ktére nadawatyby sie do zastosowania, na przykfad, jako suplementy diety.

[0006] Rozwigzanie powyzszego problemu technicznego osiggnieto w wykonaniach scharakteryzowanych w
zastrzezeniach.

[0007] W szczegdlnosci, wynalazek niniejszy dotyczy sposobu wytwarzania ekstraktu wzbogaconego w N-
metylopirydynium (NMP) z materiatu organicznego zawierajgcego trygoneline, sposobu obejmujgcego naste-

pujace etapy:

(a) odwoskowanie materiatu organicznego zawierajgcego trygoneline;

(b) palenie materiatu organicznego zawierajacego trygoneline;

(c) traktowanie palonego materiatu organicznego zawierajgcego trygoneling goragcg woda do uzyska-
nia wodnego ekstraktu; i

(d) dodawanie NMP do wodnego ekstraktu.

[0008] Odwoskowanie materiatu organicznego zawierajgcego trygoneling, palenie materiatu organicznego
zawierajgcego trygoneline jak réwniez ekstrakcje goracg wodg mozna przeprowadzi¢ metodami dobrze zna-
nymi w tej dziedzinie.

[0009] Na przykiad, odwoskowanie w etapie (a) mozna przeprowadzi¢ sposobami opisanymi przez van der
Stegen. 1979 (van der Stegen, The effect of dewaxing of green coffee on the coffee brew, Fd. Chem (4) 23-
29, 1979).

[0010] Gdy materiat organiczny zawierajacy trygoneline zawiera kofeine, sposéb wedtug niniejszego wyna-
lazku moze ewentualnie obejmowac dodatkowy etap odkofeinowania materiatu organicznego zawierajgcego
trygoneline przed i/lub po etapie (a), na przyktad przez traktowanie organicznego materiatu zawierajgcego
trygoneline octanem etylu. Etap ten mozna przeprowadzi¢ sposobami dobrze znanymi w tej dziedzinie.
[0011] W korzystnym wykonaniu, stopien palenia materiatu organicznego zawierajgcego trygoneline po eta-
pie palenia (b) wynosi co najmniej 50, korzystniej co najmniej 80, jeszcze korzystniej co najmniej 100 stopni
skali. W innym korzystnym wykonaniu, stopien palenia materiatu organicznego zawierajacego trygoneline po
paleniu w etapie (b) wynosi od 40 do 110 stopni skali, korzystniej od 60 do 90 stopni skali i nawet korzystniej
od 70 do 90 stopni skali i najkorzystniej 70 do 80 stopni skali. Co do koloru, stopien palenia mniejszy niz 50
stopni skali uwazany jest za ciemny, stopien palenia okoto 75 stopni skali uwazany jest za $redni, a stopieh
palenia wynoszacy co najmniej 90 stopni skali uwazany jest za jasny. Stopien palenia moze by¢ fatwo okres-
lony przez specijaliste, na przyktad z zastosowaniem detektora koloru Dr. Lange — LFM 1, detektora koloru
Dr. Lange — LK100 lub detektora koloru RSM-2 wytwarzanego przez Schaltex GmbH, wediug odpowiednich
protokotéw dostarczanych przez producenta wymienionych urzadzen.

[0012] Po paleniu w etapie (b) powyzszego sposobu, materiat organiczny zawierajgcy trygoneline ma ko-
rzystnie zawartos¢ C5HT mniejsza niz 50 pg/g C5HT, korzystniej mniej niz 40 ug/g C5HT, jeszcze korzys-
tniej mniej niz 30 ug/g C5HT, nawet bardziej korzystnie 20 ug/g C5HT a najkorzystniej mniej niz 10 ug/g
C5HT.
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[0013] Sposdb wedtug niniejszego wynalazku ewentualnie obejmuje dalej etap mielenia upalonego materiatu
organicznego zawierajgcego trygoneling po etapie (b). W korzystnym wykonaniu niniejszego wynalazku,
materiatem organicznym zawierajacym trygoneling jest kawa, ktérg mieli sie do stopnia wybranego z grupy
obejmujacej drobny, sredni i gruby.

[0014] Traktowanie goragca wodg w etapie (c) nie jest poddane zadnym ograniczeniom. Na przykfad, trakto-
wanie gorgcg wodg w etapie (c) mozna prowadzi¢ przez co najmniej 30 sekund i/lub woda moze mie¢ tem-
perature co najmniej 80°C.

[0015] Sposdéb wedtug niniejszego wynalazku obejmuje ewentualnie jeszcze etapy filtrowania wodnego
ekstraktu przed i/lub po etapie (d). Korzystnie, filtrowanie przeprowadza sie w temperaturze pokojowej z
zastosowaniem dostepnych komercyjnie filtréw do kawy, z pomocg sity grawitacji.

[0016] W kolejnym korzystnym wykonaniu, w etapie (d) do wodnego ekstraktu dodaje sie co najmniej
2,95 mg/100ml NMP, korzystniej co najmniej 5 mg/100ml NMP, bardziej korzystnie co najmniej 8 mg/100ml
NMP.

[0017] Korzystnie, ekstrakt wzbogacony w NMP uzyskany sposobem wedtug niniejszego wynalazku zawiera
co najmniej 23 mg/l NMP, korzystniej co najmniej 36 mg/l NMP, bardziej korzystnie co najmniej 48 mgl/l
NMP.

[0018] Korzystnie, ekstrakt wzbogacony w NMP uzyskany sposobem wedtug niniejszego wynalazku jest
pozbawiony C5HT. W szczegdlnosci, ekstrakt wzbogacony w NMP uzyskany sposobem wedtug niniejszego
wynalazku jest korzystnie pozbawiony CSHT w stosunku do materiat organicznego zawierajgcego trygoneli-
ne, zastosowanego jako materiat wyj$ciowy w sposobie wedtug niniejszego wynalazku.

[0019] W korzystnym wykonaniu, ekstrakt wzbogacony w NMP uzyskany sposobem wedtug niniejszego
wynalazku zawiera mniej niz 50 pg/l C5HT, korzystniej mniej niz 40 pg/l C5HT, bardziej korzystnie mniej niz
30 pg/l C5HT, bardziej korzystnie mniej niz 20 pg/l CSHT i najkorzystniej mniej niz 10 pg/l C5HT.

[0020] W innym korzystnym wykonaniu, stosunek NMP/C5HT x 100 w ekstrakcie wzbogaconym w NMP,
uzyskanym sposobem wedtug niniejszego wynalazku, wynosi co najmniej 100, korzystniej co najmniej 120,
bardziej korzystnie co najmniej 140 i najkorzystniej co najmniej 180.

[0021] Termin ,N-metylopirydynium” w stosowanym tu znaczeniu odnosi sie do N-metylopirydynium w
postaci jonowej, jak rowniez w postaci soli, na przyktad jodku (NMPI), chlorku, wodorotlenku lub siarczanu.
Skroty N-MP i NMP stosuje sie tu zamiennie dla N-metylopirydynium.

[0022] Termin ,materiat organiczny zawierajgcy trygoneline” w stosowanym tu znaczeniu odnosi sie do do-
wolnego, naturalnie wystepujacego materiatu, ktéry zawiera alkaloid trygoneline.

[0023] Ogdlnie, materiat organiczny zawierajagcy trygoneline jest wybrany z grupy obejmujgcej kawe, w
szczegoélnosci Coffea arabica, Coffea canephora, Coffea spp., i Psilanthus spp., czionkéw bobowatych
(Fabaceae), w szczegdlnosci Pisum sativum, Glycine max, Phaseolus vulgaris, Lens culinaris, Cicer
arietinum, i Trigonella foenum-graecum, czionkéw kosmowatych (Chenopodiaceae), w szczegdlnosci
Chenopodium quinoa i cztonkéw wiechlinowatych (Poaceae), w szczegolnosci Avena sativa.

[0024] W korzystnym wykonaniu, materiatem organicznym zawierajagcym trygoneline jest Coffea spp. W
bardziej korzystnym wykonaniu, materiatem organicznym zawierajagcym trygoneling jest Coffea arabica,
korzystniej Coffea arabica, pochodzgca z Kolumbii lub Coffea arabica, pochodzaca z Brazylii. W kolejnym
korzystnym wykonaniu, materiatem organicznym zawierajgcym trygoneline jest Coffea canephora, znana

réwniez jako ,kawa robusta”, korzystniej Coffea canephora, pochodzgca z Wiethamu.
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[0025] Wymieniony ekstrakt wzbogacony w N-metylopirydynium (NMP) mozna stosowac jako suplement
diety.

[0026] W przebiegu niniejszego wynalazku opracowano srodek spozywczy, wzbogacony w N- metylopirydy-
nium (NMP) przez dodanie wymienionego ekstraktu wzbogaconego w NMP, uzyskanego w niniejszym wyna-
lazku.

[0027] Termin ,Srodek spozywczy” w stosowanym tu znaczeniu odnosi sie do dowolnej substancji, ktéra mo-
ze by¢ skonsumowana lub wypita przez zwierze lub cztowieka, na przyktad celem odzywienia i/lub dla przy-
jemnosci. W szczegdlnie korzystnym wykonaniu, $rodkiem spozywczym jest kawa.

[0028] Korzystnie, ekstrakt z materiatu zawierajgcego trygoneling wzbogacony w NMP, uzyskany sposobem
wedtug niniejszego wynalazku, faczy wysoka zawarto§¢ NMP z niskg zawarto$cig C5HT. Przez odwosko-
wanie materiatu organicznego zawierajgcego trygoneling, zachowana jest zawarto§¢ NMP i obnizona zawar-
to§¢ C5HT. A zatem, ekstrakt wzbogacony w NMP ma bardzo korzystny stosunek NMP/C5HT. W konsek-
wencji, dziatanie NMP hamujace wydzielanie kwasu zotgdkowego jest wydtuzone poza czas konsumpcji eks-
traktu wzbogaconego w NMP, uzyskanego w niniejszym wynalazku, przez minimalizacje zawartosci CSHT.
[0029] Figury przedstawiaja;

Figura 1: Indeks protonéw wewnatrzkomorkowych (IPX) komérek HGT-1 traktowanych przez 10 min
histaming (HIS, 1 mmol/l) lub jedng z frakcji w rozpuszczalniku przygotowanych z napojéow kawo-
wych w stezeniach odpowiadajacych ich wydajnosci ilosciowej: woda (H,O: 2,14 mg/ml), octan etylu
(EtAc: 0,16 mg/ml), dichlorometan (CH,Clz: 0,18 mg/ml) i pentan: 0,005 mg/ml). Rozktad iloSciowy
zwigzkow we frakcji w rozpuszczalniku przedstawiano w tabeli ponizej (statystyka: dwustronny test t

vs komorki kontrolne, ***=p.0,001, n=9).

Figura 2: Indeks protonow wewnatrzkomorkowych (IPX) komoérek HGT-1 traktowanych przez 10 min
réznymi stezeniami N-metylopirydynium, jako pojedynczego zwigzku (N-MP) lub w kombinacji z
liofilizatem przygotowanym ze zwyklej kawy (Kawa + N-MP), przy uzyskaniu takiego samego steze-
nia N-metylopirydynium w uktadzie, jak stosowane dla pojedynczego zwigzku (statystyka: jedno-

czynnikowa ANOVA z testem post-hoc Holm-Sidaka, *=p.0,05, n=9).

Figura 3: Indeks protonéw wewnatrzkomérkowych (IPX, czas ekspozycji: 10 min, A) i zawartosé
cyklicznego AMP (cAMP, czas ekspozycji: 0,5 min, B) komdrek HGT-1 traktowanych histaming (HIS:
1 mmol/l) lub liofilizatami (2,5 mg/ml) przygotowanymi zaréwno z C. Arabica Brazil (Kawa A), C.
Arabica Brazil traktowanej parg (Kawa AT), C. Robusta Vietnam (kawa R) lub C. Robusta Vietnam
traktowanej parg (kawa RT), odpowiednio majgcych wysokie (kawa A, AT), $rednie (kawa R) i niskie
(kawa RT) stezenia N-metylopirydynium (statystyka: dwustronny test t vs komorki kontrolne,
**=p.0,01, ***=p.0,001, n=9; lub vs kawa RT ##=p.0,01, ####=p.0,001).

Figura 4: Indeksy aktywacji szlaku EGFr, ERK1/2, Akt1 i ATF-2 w komérkach HGT-1 traktowanych
przez 10 min histaming (HIS: 1 mmol/l) lub liofilizatami (2,5 mg/ml) przygotowanymi z C. Arabica
Brazil (Kawa A), C. Arabica Brazil traktowanej parg (Kawa AT), C. Robusta Vietnam (kawa R) lub C.

Robusta Vietnam traktowanej parg (kawa RT), odpowiednio majgcymi wysokie (kawa A, AT), $rednie
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(kawa R) i niskie (kawa RT) stezenia N-metylopirydynium (statystyka: dwustronny test t vs komorki
kontrolne, **=p.0,01, ***=p.0,001, n=9 lub vs kawa RT ##=p.0,01, ##t=p0,001).

Figura 5: Zalezne od czasu indeksy ekspresji genéw dla H+,K+-ATPazy (ATP4A), receptora histami-
ny H2 (HRH2), receptora acetylocholiny M3 (CHRM3) i receptora somatostatyny (SSTR2) w komor-
kach HGT-1 po ekspozyciji na liofilizaty (2,5 mg/l) przygotowane z C. Robusta Vietnam (kawa R) lub
C Robusta Vietnam traktowanej parg (kawa RT), majace odpowiednio $rednie (kawa R) i niskie (ka-
wa RT) stezenia N-metylopirydynium. (statystyka: jednoczynnikowa ANOVA z testem post-hoc
Holm-Sidaka, *=p.0,05, **=p.0,01, n=6; wartos¢ p dla jednoczynnikowej ANOVA podano na wykre-
sie, tabele ponizej wskazujg istotne zmiany w przebiegu czasowym w poréwnaniu do najbardziej

wyraznej zmiany ekspresji wykrytej w analizie post-hoc).

Figura 6: Zalezne od czasu indeksy ekspresji genéw dla H+,K+-ATPazy, (ATP4A), receptora hista-
miny H2 (HRH2), receptora acetylocholiny M3 (CHRM3) i receptora somatostatyny (SSTR2) w ko-
mérkach HGT-1 po ekspozycji na liofilizaty (2,5 mg/l) przygotowane z C. Arabica Brazil (kawa A) lub
C. Arabica Brazil traktowanej parg (kawa AT), o wysokich stezeniach N-metylopirydynium (statysty-
ka: jednoczynnikowa ANOVA z testem post-hoc Holm-Sidak, *=p.0,05, **=p.0,01, n=6; wartos¢ p dla
jednoczynnikowej ANOVA podano na wykresie, tabele ponizej wskazujg istotne zmiany w przebiegu

czasowym w poroéwnaniu do najbardziej wyraznej zmiany ekspresji wykrytej w analizie post-hoc).

Figura 7: Wptyw pojedynczych zwigzkdw i kombinacji zwigzkow na ekspresje gendéw H+,K+-ATPazy
(ATP4A) i receptora histaminy H2 (HRH2). A: Zbadano, Zze ekspresja ATP4A jest regulowana w gore
przez kwas chlorogenowy (CA) i kofeine (CAFF) po 20 minutach. W przeciwienstwie do tego, piroga-
lol (PYR) i N-metylopirydynium (N-MP) requlowaty w dét ekspresje po 20 minutach. (statystyka: jed-
noczynnikowa ANOVA z testem post-hoc). B: Kombinacja CA, CAFF lub obydwu z N-NMP spowo-
dowata istotng kompensacje regulacji w gére przez CAFF lub CA (statystyka: test t - CS lub CF vs
kombinacja z N-MP lub PYR). C: N-alkanoilo-hydroksytryptamidy (C5HT) znacznie regulowaty w dét
HRH2 po pieciu minutach. Katechol rowniez powodowat regulacje w doét. CA regulowat w gore HRH2
po 20 minutach. (statystyka: jednoczynnikowa ANOVA z testem post-hoc). D: Kombinacja CA z
CS5HT skutkowata znacznym zwiekszeniem ekspresji HRH2 (p.0,001) w poréwnaniu do komorek
kontrolnych. CA w kombinacji z CAT nie zmieniat ekspresji HRH2 w poréwnaniu do samego CAT
(statystyka: test t - komorki traktowane vs komorki kontrolne) (*=p.0,05, **=p.0,,01, ***=p.0,001, n=5-
9;).

Figura 8: Wplyw pojedynczych zwigzkéw lub kombinacji zwigzkéw na ekspresje gendw receptora
acetylocholiny M3 (CHRM3) i receptora somatostatyny 2 (SSTR2). A: Ekspresja CHRMS byta istot-
nie zwiekszona przez pirogalol (PYR) i w mniejszym stopniu przez kofeine (CAFF) i N-metylo-
pirydynium (N-MP). N-MP powodowato nastepczg regulacje w dét po 20 min, a PYR po 15 min.
(statystyka: jednoczynnikowa ANOVA z testem post-hoc). B: N-alkanoilo-hydroksytryptamid (C5HT)
znacznie i katechol (CAT) tagodnie regulowaty w dét receptor somatostatyny 2. N-MP regulowato w

gore ten receptor przeciwwydzielniczy wiecej niz dwukrotnie z nastepczg regulacjg w dot (statystyka:

5
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jednoczynnikowa ANOVA z testem post-hoc). C: taczny wptyw N-MP i C5HT po 5 min skutkowat
petng kompensacijg wptywu kazdego pojedynczego zwigzku (statystyka: test t -MP/C5HTvs. N-MP
lub C5HT) (*=p.0.05, **=p.0.01, ***=p.0.001, n=5-9;).

Figura 9: Wplyw petnej kombinacji (dalej ,rekombinacja”) wszystkich zwigzkéw na ekspresje genéw
receptora histaminy H2 (HRH2), receptora acetylocholiny M3 (CHRM3), receptora somatostatyny 2
(SSTR2) i H+,K+-ATPazy (ATP4A). Przedstawiono réwniez aktywacje transdukcji sygnatu dla kinaz i
czynnika transkrypcyjnego ATF-2, jak rowniez stezenia cyklicznego AMP. A: HRH2 byt silnie
regulowany w gore przez mieszanine wszystkich zwigzkow po 10 min. CHRM3 i SSTR2 byty
regulowane w dét w ciggu minimum 20 min. ATP4A byt regulowany w mniejszym stopniu niz recep-
tory, ale ciggle istotnie, w piatej i 10 minucie (statystyka: jednoczynnikowa ANOVA z testem post-
hoc). B: EGFr byt istotnie aktywowany przez mieszanine wszystkich zwigzkow, jak réwniez Akt1 i
czynnik transkrypcyjny ATF-2. W przeciwienstwie do tego, wykazano, ze poziom fosforylacji ERK1/2
byt ponizej poziomdéw kontrolnych (test t -komérki traktowane vs komorki nietraktowane (CTR)).
(*=p.0,05, **=p.0,01, ***=p.0,001, n=3-9;).

Figura 10: Wplyw pojedynczych zwigzkow na stezenia cyklicznego AMP, aktywacje kinaz i czynnika
transkrypcyjnego ATF-2. A: Histamina (HIS), kofeina (CAFF), katechol (CAT), pirogalol (PYR), N-
alkanoilo-hydroksytryptamid (C5HT) i N-metylopirydynium (N-MP) zwiekszaty istotnie stezenia cyk-
licznego AMP w poréwnaniu do komdérek kontrolnych (CTR). Kwas chlorogenowy (CA) powodowat
znaczgce obnizenie stezeh cyklicznego AMP. B: Receptor nabtonkowego czynnika wzrostu (EGRr)
byt znacznie aktywowany przez HIS, CA, CAFF i C5HT, ale nie przez PYR, CAT i N-MP. Kinaza
Akt1 byta istotnie aktywowana tylko przez traktowanie CAFF, PYR, CAT, C5HT i N-MP. Sygnato-
wanie ERK1/2 bylo wytgcznie zwiekszone dzieki traktowaniu N-MP. C: Biatko wigzace element
odpowiedzi na cykliczny AMP, znane jako czynnik transkrypcyjny ATF-2, ulegato znaczacej akty-
wacji przez HIS, CAT i N-MP. CAFF powodowato aktywacje ponizej poziomoéw kontrolnych
(statystyka: test t - komorki traktowane vs komorki nietraktowane (CTR), *=p.0,05, **=p.0,01,
***=p.0,001, n=3-7).

Figura 11: Pomiar aktywnos$ci wydzielniczej przez indeksy protonéw wewnatrzkomorkowych (IPX).
A: Traktowanie komoérek HGT-1 histaming (HIS), kofeing (CAFF), pirogalolem (PYR), katecholem
(CAT) lub C5HT skutkowato zwiekszonym wydzielaniem wskazywanym przez ujemny IPX. W prze-
ciwienstwie do tego, kwas chlorogenowy (CA) N-metylopirydynium (N-MP) i trygonelina (TRI) powo-
dowaty zmniejszone wydzielanie protonéw wskazywane przez dodatni IPX (statystyka: jednoczyn-
nikowa ANOVA, p=0,01.0,001; n=10-12). B: Traktowanie komérek HGT-1 kwasem chlorogenowym
(CA) zwiekszato prad, podczas gdy rekombinacja wszystkich zwigzkéw (Mix) powodowata obnizony
IPX (statystyka: test t - komorki traktowane vs komorki nietraktowane, **=p=0.05, ***=p=0.001, n=3-
7).

Figura 12: Pomiar aktywno$ci wydzielniczej w komorze Ussinga. A: Traktowanie histaming (HIS)
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zwiekszato pragd po podaniu wierzchotkowym. Nasilony prad byt nastepnie ograniczany podaniem
wierzchotkowym omeprazolu (OMP), swoistego inhibitora H+,K+-ATPazy. B: Wierzchotkowe podanie
kwasu chlorogenowego (CA) spowodowato zmniejszenie pradu, wskazujgce na zmniejszong
aktywnos¢ wydzielniczg jak w (A). C: Wierzchotkowe podanie kofeiny (CAFF) zwiekszato prad. Po
podaniu podstawnym N-metylopirydynium (N-MP) prad zmniejszat sie ponownie wskazujac na ha-
mujace dziatanie N-MP. D: Podstawne podanie samego N-MP powodowato jedynie nieznaczny spa
dek pradu. E: Wierzchotkowe podanie katecholu (CAT) zwiekszato prad, ale maksymalnej wartosci
nie osiggano w momencie podania, co wskazuje na powolng odpowiedz komaérek oktadzinowych na
CAT. F: Wierzchotkowe podanie C5HT silnie zwiekszato pragd w momencie podania, jednakze IPX
nie zmieniat sie w sposéb istotny. (p=0,07, patrz A). G: Pirogalol (PYR) powodowat spadek pradu po
podaniu wierzchotkowym wskazujgc na obnizone wydzielanie. H: Podanie podstawne trygoneliny

(TRI) powodowato silne obnizenie pradu, wskazujgce na potencjat przeciwwydzielniczy.

Figura 13. Dziatania testowanych zwigzkéw w rekombinacjach. N-metylopirydynium (N-MP), kwas
chlorogenowy (CA), kofeina (CAFF), katechol (CAT), CSHT lub pirogalol (PYR) pominieto w peinej
rekombinacji badanych zwigzkéw (Mix), aby wyjasni¢ dziatania synergistyczne kazdego zwigzku

(statystyka: jedno lub dwustronny test t - mieszanina bez zwigzku vs mieszanina, **=p=0,001, n=9).

Figura 14. Analiza HPLC-MS/MS (ESI*) filtrowanych napojéw z kawy palonej. Oprécz C5HT, okres-
lono N-metylopirydynium w tym samym napoju, stosujgc analize rozcienczen stabilnego izotopu,

stosowang juz z sukcesem w poprzednich badaniach. Dane podsumowano na Fig. 15.

Figura 15: Podsumowanie danych dotyczacych N-alkonoilo-5-hydroksytryptamidéw (panel dolny,
pg/l, suma pochodnych) i N-metylopirydynium (panel gérny, mg/l) 50, 80, 110 oznacza stopien upa-
lenia w stopniach skali. 1)’nietraktowana Col5”, 2) ,nietraktowana Col 2”, 3) ,odkofeinowana 2+2”, 4)

,odwoskowana Col 5”, ,odwoskowana Col 2**”

Figura 16. Porownanie badanych kaw na podstawie stosunku NMP/C5HT (czynnik =
NMP/C5HTx100). 50, 80, 110 oznaczajg stopien wypalenia w stopniach skali. Kawy z poprzednich
badan przedstawiono w celach poréwnawczych. 1) ,nietraktowana Col 57, 2) ,nietraktowana Col 27,
3) ,odkofeinowana 2+2”, 4) ,odwoskowana Col 5”, 5) ,odwoskowana Col 2**”

Figura 17. Poréwnanie potencjatu wydzielniczego kaw wzbogaconych w N-MP. Przedstawiono
indeks protonéw wewnatrzkomorkowych (IPX). Najskuteczniejsze stezenia N-metylopirydynium (w
zawieszonym ponownie liofilizacie) pokazano w gérze figury (statystyka: dwustronny test t,
***=ps.0,001, $ = p<0,05, $3$ = p<0,01; $$$ = p<0,001).

Figura 18: Wptyw trygoneliny na aktywnos¢ wydzielniczg (statystyka: dwustronny test t, ***p<0,001).

Figura 19: Zaleznos¢: dawka — efekt dla trygoneliny (statystyka: jednoczynnikowa ANOVA, *p<0,05,
$ = p<0,05, $$ = p<0,01, $$$ = p<0,001, n=4)
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Figura 20: Wptyw trygoneliny i N-metylopirydynium na prad zwarcia.

[0030] Wynalazek niniejszy zostanie teraz zilustrowany w nastepujacych przyktadach, bez ograniczania go

do nich.

Przyktady

Przyktad 1: Kierowane aktywnoscia frakcjonowanie do charakteryzowania napojow kawowych, ktore

skutecznie obnizajg aktywnos$¢ wydzielania kwasu zotadkowego w poréwnaniu do zwykilych kaw

[0031] U niektérych osobnikéw, konsumpcja kawy czesto wigze sie z objawami podraznienia zotagdka. Uwa-
za sie, ze traktowanie surowych ziaren kawy goraca parg wodng zasadniczo zmniejsza zawartos¢ zwigzkow
draznigcych zotgdek i wytworzone tg technologig produkty wprowadzono jako ,kawy przyjazne dla zotadka”.
Jednakze, dane dotyczace wptywu kawy traktowanej parg na wydzielanie kwasu zotgdkowego sg sprzeczne
i dotychczas nie wykazano, ktore sktadniki kawy dziatajg jako pro-, a ktére jako antystymulatory wydzielania.
Przedstawiony tu przykiad ma na celu scharakteryzowanie napoju kawowego, ktéry skutecznie obniza
aktywno$¢ wydzielania protondw przez ludzkie komérki zotgdka (HGT-1).

[0032] Najpierw, zwykly napdj kawowy frakcjonowano, stosujgc rozpuszczalniki o roznej polarnosci: wode,
octan etylu, dichlorometan i pentan. Badania funkcjonalne aktywnosci wydzielniczej protonu (PSA) tych frak-
cji w rozpuszczalnikach wykazaty najmniej wyrazny wptyw dla frakcji wodnej, dla ktérej analizy ilosciowe
wykazaty najwiekszg dystrybucje kwasu chlorogenowego (95%), BN-alkanoilo-5-hydroksytryptamidu (55%) i
N-metylopirydynium (N-MP, >99%) sposrdd wszystkich frakcji. Wykonane nastepnie eksperymenty pokazaty,
ze komorki HGT-1 traktowane zwyktg kawg wzbogacong w N-MP, w stezeniu okoto 20 mg/ml N-MP, znacza-
co obnizyty PSA w poréwnaniu do komérek poddanych dziataniu liofilizatow napojéow kawowych zawiera-
jacych wyzsze (32-34 mg/l) lub nizsze (5 mg/l) stezenia N-MP. Wyniki te potwierdzono stosujgc analize
szlaku transkrypcji (ATF-1, Akt1) i czynnikéw sygnatowania (cCAMP, EGRYr), kinaz (ERK1/2) i eksperymenty
nad ekspresjg genéw dla pro- (receptor histaminy HRH2, acetylocholiny CHRM3) i anty- (receptor somato-
statyny SSTR1) wydzielniczych receptorow oraz H+,K+-ATPazy.

[0033] Przygotowanie probki

Dla frakcjonowania rozpuszczalnikiem stosowano proszek zmielonej kawy palonej (normalna, dostepna w
handlu, mieszanka kaw ani nie traktowana parg ani nie odkofeinowana); 54 g homogennego materiatu od-
wazono na filtrze papierowym, powszechnie stosowanym do domowego przygotowania napojéw kawowych
(Melitta Gold, Nr 4, Aldi, Niemcy). Porcje swiezo zagotowanej wody z kranu (T-90-95°C, okoto 100 ml kazda)
wylewano na proszek i goracy filtrat zbierano do 1000 ml kolby miarowej. Dokfadnie 500 ml roztworu kawy
przenoszono do naczyn krystalizacyjnych, natychmiast zamrazano (-20°C) i ostatecznie suszono przez liofili-
zacje (48 h, 0,77 mbar, 25°C). Drugg cze$¢ napoju kawowego (500 ml) przenoszono do rozdzielacza i faze
wodng ekstrahowano kolejno pentanem (4 x 500 ml), dichlorometanem (4 x 500 ml) i octanem etylu (4x 500
ml) z fazg wodng jako pozostatoscig. Wszystkie uzyskane frakcje poddawano dziataniu prézni, rozpusz-

czano w wodzie, mrozono (-20°C) i liofilizowano (48 h, 0,77 mbar, 25°C). Wydajnos¢ okreslano grawimet-
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rycznie. Rozpuszczone frakcje stosowano nastepnie do testéw funkcjonalnych na aktywnos¢ wydzielniczg
ludzkich komorek oktadzinowych Zotadka, w stezeniach odpowiadajgcych ich wydajno$ci.

[0034] Badania nad komérkowymi mechanizmami regulacji wydzielania kwasu zotagdkowego przeprowadzo-
no z dwoma probkami C. Arabica Brazil (kawa A) i dwoma C. Robusta Vietnam (kawa R). Jedna z odmian
kazdej kawy, byta zwykig kawg, ani nie traktowang parg ani nie odkofeinowang, druga odpowiednia prébka
byta poddawana traktowaniu parg (kawa AT, kawa RT), zgodnie z praktyka wytwércy, by usungé domnie-
mane podraznienie zotgdka. Wszystkie probki kawy byty reprezentatywne dla kaw dostepnych w handlu i
byly dostarczone przez lokalnych wytwércéw kawy. Pokrotce, surowe ziarna kawy poddawano ekstrakcji
goraca parg wodng przy cisnieniu 19 do 22 psi przez 10 — 30 minut. Nastepnie, pozostatg wilgo¢ odparo-
wano ogrzewajac ziarna do 130 -150°C. Ostatecznie, uwolniono odparowang pare wodng z aparatu, pod-
czas gdy oryginalng zawartos¢ wody w surowych ziarnach kawy odzyskano w atmosferze prézni. Napoje z
kazdej z czterech kaw (A, AT, R i RT) przygotowano zgodnie ze standardowg receptura, ktérg typowo sto-
suje sie do przygotowania napojéw w domu.

[0035] Hodowla komdrek

Komorki ludzkiego raka komérek oktadzinowych (HGT-1) uzyskano od Dr C. Loboisse (Laboratory of Patho-
logical Anatomy, Nantes, Francja) i hodowano w 37°C i 5% CO,. Jako podtoze hodowli stosowano podtoze
Eagle w modyfikacji Dulbecco (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, DMEM, PAA, Coelbe, Niemcy) z glukozg
(4%, PAA, Coelbe, Niemcy) i dodatkiem 20% surowicy ptodowej cielecej (PAA, Coelbe, Niemcy), 2% L-
glutaminy (PAA, Coelbe, Niemcy), 2% penicyliny streptomycyny (PAA, Coelbe, Niemcy) i 2% buforu - kwasu
4-(2-hydroksyetylo)-1-piperazynoetano-sulfonowego (HEPES)( PAA, Coelbe, Niemcy). Przed kazdym
eksperymentem komérki hodowano przez 5 dni i synchronizowano DMEM (bez dodatku surowicy ptodowej
cielecej).

[0036] /zolacja RNA i synteza cDNA

100000 komoérek wysiano na 6-studzienkowe pitytki. Po traktowaniu probki, komérki zbierano do analizy
catkowitego RNA, ktéry izolowano z zastosowaniem zestawu RNeasy Midi (Qiagen, Hilden, Niemcy).
Trawienie DNazg | przeprowadzono w kolumnie z zestawem DNazy wolnej od RNazy (Qiagen, Hilden,
Niemcy). Przed gPCR, catkowitg zawarto§¢ RNA mierzono fotometrycznie, przy 260 nm. cDNA
syntetyzowano stosujgc zestaw cDNA High Capacity Synthesis Kit (Applied Biosystems, Monachium,
Niemcy), zgodnie z instrukcjg producenta.

[0037] Badanie ekspresji genow

Analizy ekspresji gendéw przeprowadzono po traktowaniu probki komérek przez 5, 10, 15 lub 20 min. Startery
dla podjednostki alfa H+,K+-ATPazy (ATP4A), receptora histaminy H2 (HRH2), receptora somatostatyny
(SSTR2) i receptora acetylocholiny (CHRM3) zaprojektowano za pomocg Beacon Designers 7.0 (Premier-
Biosoft, Palo Alto, CA) i potwierdzono analizami krzywej standardowej i topnienia, zgodnie z powszechnie
stosowanym sposobami. Prawidtowg sekwencje produktéw PCR weryfikowano przez sekwencjonowanie
(Medigenomics, Martinsried, Niemcy, dane nie przedstawione). Test PCR w czasie rzeczywistym
przeprowadzono na cyklerze Mx3000p (Stratagene, Amsterdam, Holandia) z zastosowaniem zestawu Bril-
liant SYBR Green Kit (Stratagene, Amsterdam, Holandia). Warunki cykli byly nastepujace: 10:00 min/95°C
(aktywacja). 00:30 s/95°C (denaturacja), 00:30 s/60°C (aniling z pomiarem fluorescenciji), 00:30 s/72°C (elon-
gacja).

[0038] lloSciowe oznaczenie cyklicznego AMP
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50000 komorek wysiano na 24-studzienkowe ptytki i traktowano odpowiednimi probkami przez 0,5 minuty.
Dla okreslenia cyklicznego AMP w supernatantach komérek, stosowaliSmy kompetycyjny zestaw paramet-
ryczny ELISA do cyklicznego AMP (R&D Systems, Minneapolis, MN) w sposéb opisany w protokole wytwor-
cy. Supernatanty oddzielano po 1 minucie inkubaciji.

[0039] Badanie transdukcji sygnatu

Detekcje stanu fosforylacji receptorowych kinaz tyrozynowych i kinaz MAPK wykrywano testami immuno-
enzymatycznymi. Biatko catkowite izolowano z komérek HGT-1 po inkubacji z testowanymi kawami przez 10
min, jak zaleca protokdt wytworcy. llosé biatka catkowitego obliczano fotometrycznie, stosujgc odczynnik
Bradforda (Bio-Rad, Monachium). Nastepnie zastosowano ELISA do okreslenia stanu fosforylacji: zestaw
EGRr-ELISA, zestaw EKR1/2 ELISA (obydwa z Calbiochem/Merck, Nottingham, UK), ELISA PathScan dla
Akt 1 i ELISA PathScan dla ATF-2 (obydwa z Cell Signaling/New England Biolabs, Frankfurt nad Menem,
Niemcy). Absorbcje odczytywano przy 450 nm na czytniku ptytek MRX (Dynex, Berlin, Niemcy) lub czytniku
ptytek Varioscan Flash (Therm Electron Cooperation, Walthman, MI) z dodatkowym odczytem przy referen-
cyjnej dtugoéci fali 620 nm, jesli tak nakazywat protokét wytwérey.

[0040] Aktywnos¢ wydzielnicza

W kazdym niezaleznym eksperymencie biologicznym stosowano zawiesing komdrek o objetosci 2 ml, odpo-
wiadajacg 2000000 komorek, i traktowano przez 10 minut 2,5 mg liofilizatu napoju kawowego (54 g / 1,1 |
goracej wody) na ml PBS, histaming (1 mmol w PBS) lub ré6znymi frakcjami rozpuszczalnymi w 37°C. Aktyw-
nos¢ wydzielniczg mierzono okreslajgc indeks protonoéw wewnatrzkomorkowych (IPX). Do pomiaru wew-
natrzkomérkowego pH stosowano barwnik fluorescencyjny Caroboxy-SNARF-AM (Invitrogen, Karlsruhe,
Niemcy). Sposob potwierdzono powszechnie znanymi metodami i stosowano histamine (1 mmol/l) jako dob-
rze znany zwiagzek referencyjny, ktory stymuluje wytwarzanie kwasu w zotadku. Pokrotce, komérki HGT-1
barwiono 3 pM barwnikiem przez 30 minut w lodzie. Wewnatrzkomérkowe pH obliczono w odniesieniu do
krzywej kalibracyjnej z komérkami HGT-1 traktowanymi 2 uM nigerycyny (PAA, Coelbe, Niemcy) w buforze
blokujacym K”, sktadajacym sie z 20 mM NaCl, 110 mM KCI, 1 mM CaCl,, 1 mM MgSO,, 18 mM D-glukozy i
20 mM HEPES, ktéry byt ustawiony na rézne punkty kalibracyjne pH (6,8 -8,2), przez miareczkowanie
NaOH. Nastepnie, obliczano indeks protonéw wewnatrzkomérkowych (IPX) jako logarytm log2 ze stosunku
stezenia wewnatrzkomorkowego wodoru w komorkach traktowanych i kontrolnych. Im wyzszy IPX, tym wie-
cej protondw pozostaje w komoérce, wskazujac na nizszg aktywnos$¢ wydzielnicza, natomiast niskie wartosci
IPX wskazujg na wieksze wydzielanie protonéw.

[0041] Analiza statystyczna

Analize statystyczng przeprowadzano za pomocg Excel 2003 lub SigmaStat (Systat Software GmbH,
Erkrath, Niemcy). Zestawy danych wytworzone przez gPCR i ELISA przeksztatcano przez konwersje logaryt-
micna, aby otrzymacé rozktad normalny i przedstawiano jako zindeksowany log2 stosunku na figurach. Poje-
dyncze porownania pomiedzy traktowanymi a kontrolnymi komoérkami byly wykonywane za pomocg dwu-
stronnego testu t-Studenta dla rownych wariancji. Dla analiz przebiegéw czasowych ekspresji genéw, wyko-
nywalismy jednoczynnikowg ANOVA z testem post-hoc Holm-Sidaka dla danych parametrycznych i testem
Kruskal-Wallisa z testem post-hoc Dunna dla nieparametrycznych zestawdéw danych. W cze$ci wynikéw
zaznaczono liczbe powtorzen kazdego eksperymentu, ale wynosita ona co najmniej n=3. Na kazdym wykre-

sie stupki btedoéw przedstawiajg btad standardowy (SE).
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[0042] Aktywnosc¢ wydzielnicza frakcji rozpuszczalnych przygotowanych ze zwyklych kaw
Zastosowano nastepujace podejscie do oceny aktywnosci wydzielniczej kwasu Zzotgdkowego napojow kawo-
wych w komérkach ludzkiego raka Zzotadka (HGT-1). Komérki traktowano liofilizowanymi napojami kawowymi
przygotowanymi z odkofeinowanej i/lub traktowanej parg kawy, wykazujacej zmniejszong aktywnosé wydziel-
niczg w porownaniu do komorek traktowanych liofilizatami przygotowanymi ze zwyktej kawy. W tym modelu,
jako wskaznik wydzielania protonéw analizowano wewnatrzkomérkowe pH za pomoca cytometrii przeptywo-
wej, stosujgc barwnik wrazliwy na pH SNARF-AM. Dane obliczono jako indeks wewnatrzkomoérkowego pH
(IPX), opierajac sie na hipotezie, ze wewnagtrzkomérkowe stezenie H+ zmniejsza sie dzieki wydzielaniu pro-
tonoéw. Im wyzszy IPX, tym wiecej protonéw pozostaje w komorce, wskazujac nizszg aktywnos¢ wydzielni-
czg, natomiast niskie wartosci IPX wskazujg na wyzsze wydzielanie protonéw. Wartosci IPX ostatecznie
przeksztatcano do postaci log2 dla stabilizacji wariancji. W pracy tu przedstawionej traktowanie komaérek
HGT-1 fizjologicznym stymulantem, histaming, prowadzito do stymulacji aktywnosci wydzielniczej, jak poka-
zano przez istotne zmniejszenie IPX (-0,41+0,04; p.0,001) w poréwnaniu do nietraktowanych komorek kon-
trolnych (Fig. 1). Komorki traktowane tymi frakcjami ekstrahowanymi z komercyjnych, zwyktych mieszanek
kawowych, octanem etylu, dichlorometanem i pentanem, reagowaty w podobny sposéb z warto$ciami IPX -
0,43+0,6, -0,20+0,03 i -0,34+0,04, odpowiednio (dwustronny test t, p.0,001 vs nietraktowane komérki
kontrolne dla kazdej frakcji, Fig. 1). W przeciwienstwie do tego, komodrki eksponowane na ekstrakt wodny
wykazywaly istotnie zmniejszong aktywnos¢ wydzielniczg w poréwnaniu do komoérek kontrolnych, jak wyka-
zano przez dodatnie wartosci IPX +0,07+0,03 (dwustronny test t, p.0,05; Fig. 1). Biorac pod uwage rozktad
ilosciowy zwigzkdéw miedzy frakcjami w rozpuszczalniku, frakcja pentanowa zawierata tylko jeden z nich:
kofeine, w ilosci okoto 1% catkowitej ilosci zawartej we wszystkich frakcjach.

[0043] Nieoczekiwanie, wiekszo$¢ oznaczonych ilosciowo zwigzkoéw byto rozproszonych we frakcji wodnej,
w octanie etylu i dichlorometanie, z katecholem i pirogalolem wyekstrahowanymi w przewazajgcej ilosci octa-
nem etylu i kofeing, gléwnie w ekstrakcie dichlorometanowym. Jednakze, ekstrakt wodny, ktéry wykazywat w
tescie funkcjonalnym aktywnos$¢ przeciwwydzielnicza, zawierat wiekszo$¢ kwasu chlorogenowego i fN-alka-
noilo-5-hydroksytryptamidu i byt jedynym ekstraktem zawierajgcym wiecej niz 99% catkowitej, wyliczonej
ilosci N-metylopirydynium (Fig. 1).

[0044] Aktywnos$¢ wydzielnicza liofilizatow zwykiych kaw po dodaniu N-metylopirydynium

Poniewaz wyniki z eksperymentéw z rozpuszczalnymi frakcjami izolowanymi z handlowych, zwyktych mie-
szanek kaw sugerowaty przeciwwydzielnicze dziatanie kawy bogatej w zwigzki rozpuszczalne w wodzie, a w
szczegolnosci, N-metylopirydynium, ktére zostato oznaczone ilosciowo wylgcznie w ekstrakcie wodnym, zba-
dano N-metylopirydynium jako pojedynczy zwigzek oraz liofilizaty przygotowane ze zwyktej kawy z dodat-
kiem N-metylopirydynium pod katem ich wptywu na aktywnos¢ wydzielniczg komérek HGT-1. Oznaczenie
ilosciowe N-metylopirydynium w kawie A wykazato stezenie 6,32 mg/l (Fig. 2). Wzbogacenie liofillizatu napo-
ju przeprowadzono przez dodanie réznych ilosci do uzyskania 2-krotnego (12,64 mg/l), 3-krotnego (18,96
mg/l), 5-krotnego (31,60 mg/l) i 10-krotnego (63,20 mg/l) wzrostu w poréwnaniu do niewzbogaconego liofili-
zatu. Jak pokazano na Fig. 2, traktowanie komérek HGT-1 niewzbogaconym liofilizatem kawy miato dziata-
nie stymulujace aktywnos$¢ wydzielnicza, z IPX -0,17+0,03 (dwustronny test t, p.0,001 vs nietraktowane ko-
morki kontrolne), natomiast w komérkach traktowanych liofilizatami zawierajagcymi dwu- i trzykrotno$é N-me-
tylopirydynium, stwierdzono mniejsza aktywno$¢ wydzielniczg (odpowiednio -0,10+0,04 i -3,46-17+0,01,

dwustronny test t, p.0,01 vs nietraktowane komorki kontrolne, w obu probkach). Liofilizat zawierajacy 3-krot-
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nie wieksze stezenia N-metylopirydynium w poréwnaniu do niewzbogaconego liofilizatu faktycznie wydawat
sie nie mie¢ zadnego wptywu, poniewaz komorki traktowane tymi probkami wykazywaty IPX taki, jak nietrak-
towane komérki kontrolne. Jednakze, wraz ze wzrostem ilosci N-metylopirydynium az 10-krotnie (63,2mg/l)
aktywnos$¢ wydzielnicza kawy A jest prawie taka sama jak zbadana dla niewzbogaconego liofilizatu (jedno-
czynnikowa ANOVA, p.0,05; Fig. 2).

[0045] Gdy komérki HGT-1 traktowano N-metylopirydynium jako jednym zwigzkiem, nie zaobserwowano
zadnego efektu zaleznego od dawki (Fig. 2). Wyniki te jasno pokazujg, ze N-metylopirydynium dziata jako
zwigzek przeciwwydzielniczy w napoju kawowym, ale nie jako pojedyncza substancja.

[0046] Aktywnos$¢ wydzielnicza liofilizatow przygotowanych ze standaryzowanych napojow kawo-
wych z r6zna zawartoscia N-metylopirydynium i ich wplyw na tworzenie cyklicznego AMP

Poniewaz eksperymenty z liofilizatami wzbogaconymi w N-metylopirydynium, przygotowanymi z kawy A su-
gerowaty dziatanie przeciwwydzielnicze napojow kawowych majgcych 3-krotnie wigksze stezenie N-mety-
lopirydynium w poréwnaniu do niewzbogaconych liofilizatow, wytworzono trzy dodatkowe probki kawy z ok-
reslong zawartoscig N-metylopirydynium. Po pierwsze, dobrana prébka odpowiadajgca kawie A skladata sie
z tej samej kawy, ale byta fagodnie traktowana parg (kawa AT), w taki sposdb, ze nie wpltywato to na zawar-
tos¢ N-metylopirydynium (Tabela 1). Dla drugiego zestawu probek wytworzono C. robusta Vietnam (kawe R)
i C. robusta Vietnam — traktowang parg (kawe RT). Obliczenie zawartosci N-metylopirydynium w tych dwéch
prébkach wykazato stezenia ,Srednio wysokie” i ,niskie”, odpowiednio 22,4 mg/l i 5,41 mg/l, (Tabela 1).
Zatem, stezenia N-metylopirydynium w kawie R byly porownywalne do stezen w kawie A wzbogaconej do
18,96 mgl/l.

[0047] Indeksy protondw wewnagtrzkomoérkowych IPX analizowane w komérkach HGT-1 po traktowaniu
liofilizatami przygotowanymi z kawy A (-0,043+0,05). AT (-0,4910,02) i R (-0,35+£0,07) wykazywaly istotnie
mniejsza aktywnos$é wydzielniczg w poroéwnaniu do kawy RT (-0,06+0,02) (Fig. 3A). Zatem, ,wysokie” i
.Srednio wysokie” stezenia N-metylopirydynium stwierdzone odpowiednio w kawie A / AT i R, wydajg sie byé
zwigzane z nizszg zdolnoscig do pobudzania wydzielania w poréwnaniu do kawy RT o najnizszym stezeniu
N-metylopirydynium oznaczonym w tych probkach.

[0048] Stymulacja wydzielania kwasu zotadkowego jest zwigzana z podwyzszonymi poziomami cyklicznego
AMP w komdrkach oktadzinowych, poniewaz pobudzenie receptora gastryny i histaminy zwieksza synteze
cyklicznego AMP przez cyklaze adenylanowg dzieki aktywacji biatka G. W tym badaniu, komérki HGT-1
traktowane histaming znacznie pobudzaty aktywnos¢ wydzielniczg do IPX -0,97+0,02 w poréwnaniu do nie-
traktowanych komérek kontrolnych. Zgodnie z tymi wynikami, zwiekszato sie réwniez stezenie cyklicznego
AMP z poziomu podstawowego 6,02+0,36 pmo/ml do 7,76+ pmol/ml w nietraktowanych komdrkach kontrol-
nych (dwustronny test t, p<0,05; Fig. 3A i B). Zgodnie z wynikami z testéw aktywnos$ci wydzielniczej, steze-
nie cyklicznego AMP po traktowaniu komérek HGT-1 kawg RT (19,69+0,41 pmol/l) byto znaczgco wyzsze
(dwustronny test t, p<0,05) w poréwnaniu do komérek kontrolnych i stezenia cyklicznego AMP po traktowa-
niu kawg A (8,83+0,69 pmo/l), kawg AT (10,761£0,38 pmol/ml) lub kawg R (14,981£0,89 pmol/ml) (Fig. 3B).
Ogodlnie, kawa RT stymulowata wydzielanie protonéw w poréwnaniu do komdrek kontrolnych bardziej niz
jakikolwiek inny, sposrod testowanych, liofilizat kawy, podczas gdy uzyskano najwyzsze poziomy wewnatrz-
komérkowego cyklicznego AMP. Kawa R, przeciwnie, wykazywata najstabsze dziatanie stymulujace czyn-

no$¢ wydzielniczg protondw, ale powodowata drugie co do wielkosci poziomy cyklicznego AMP w komor-
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kach HGT-1. Wyniki te sugeruja, Zze testowane liofilizaty kawy aktywujg wydzielanie zotadkowe dodatkowymi
drogami oprdcz sygnatu cyklicznego AMP.

[0049] Wplyw liofilizatow kawy na szlaki transdukcji sygnatu i na ekspresje genéw
Transdukcja sygnatu faczy aktywacje receptora i regulacje transkrypcji genu biatek czynnosciowych np.

H+,K+-ATPazy. Jak do tej pory, wykazano, ze sygnaty EGRr, EKR1/2 i Akt1 sg zaangazowane w wydziela-
nie kwasu zotadkowego. Regulacja transkrypcji genéw zalezy od czynnikdw transkrypcji. Poniewaz H+,K+-
ATPaza i receptor somatostatyny zawierajg motywy wigzace dla czynnikow transkrypcji zaleznych od cyk-
licznego AMP, badaliSmy réwniez role ATF-2 w procesie regulacji genéw i aktywnosci wydzielniczej. W re-
zultacie, ekspozycja komoérek HGT-1 na histamine skutkowata aktywacjg ATF-2 (indeks aktywacji szlaku
1,171£0,25 vs 0 dla nietraktowanych komaérek kontrolnych; p<0,001, Fig. 4). Dla wszystkich testowanych
liofilizatow kawy wykazano dziatanie indukujace aktywnosé ATF-2, ktore byto najnizsze dla kawy R (kawa R:
0,33+0,14; kawa RT: 0,84+0,39; kawa A: 0,97+0,15; kawa AT: 0,8510,20; wszystkie p-0,05 vs nietraktowane
komorki kontrolne; Fig. 4). Jednakze, kawa RT nie wplywata na ekspresje zwigzanego ze szlakiem genu
podjednostki alfa H+ K+-ATPazy (ATP4A); podczas gdy komérki traktowane kawg R wykazaly zwiekszong
ekspresje genu przeciwwydzielniczego receptora somatostatyny (0,74+0,19; jednoczynnikowa ANOVA
p<0,01 vs nietraktowane komorki kontrolne (=0), Fig 5A i B). Podczas badan nad kawg R traktowang parg
(kawa RT), nie wykazano zadnego wptywu na receptor somatostatyny, ale wykazano rowniez wzrost eks-
presji genu dla ATP4A (0,5510,04, jednoczynnikowa ANOVA p<0,05 vs nietraktowane komorki kontrolne
(=0), Fig. 5A i B). Komorki HGT-1 traktowane kawa A wykazaty wzrost ekspresji genu ATP4A (0,4710,09;
p<0,05 vs nietraktowane komérki kontrolne (=0)), podczas gdy ekspresja genu dla przeciwwydzielniczego re-
ceptora somatostatyny zmniejszyta sie (-0,59+0,17, jednoczynnikowa ANOVA p<0,01 vs nietraktowane ko-
mérki kontrolne (=0), Fig. 6A i B).

[0050] Kolejnym czynnikiem transkrypcyjnym, ktory, jak donoszono, zwieksza wydzielanie kwasu zotadko-
wego i ekspresje genu dla H+,K+-ATPazy, jest Akt1. W tym badaniu, sygnat Akt1 byt znaczaco aktywowany
w komérkach HGT-1 eksponowanych na kawe AT, R lub RT z maksymalnym indeksem aktywac;ji szlaku, od-
powiednio 1,75+0,35, 0,60+0,22 i 0,751+0,30 (dwustronny test t, p<0,05-0,01 vs nietraktowane komorki
kontrolnych; Fig. 4). Jednakze, ani kawa AT ani kawa R nie wptywaty na ekspresje genu ATP4. W przeci-
wiehstwie do tego, traktowanie komérek HGT-1 kawg A, powodowato maty, ale istotny spadek aktywacji
Akt1 w poréwnaniu do nietraktowanych komarek kontrolnych (-0,22+0,05, dwustronny test t p<0,05, Fig. 6).
Poniewaz kawa A zwiekszata ekspresje ATP4A, sygnat Akt1 wydawat sie nie by¢ czynnikiem wyzwalajacym
ekspresje ATP4A po ekspozycji na kawe. Niemniej jednak, gdy komérki HGT-1 eksponowano na kawe A,
aktywowany byt ERK1/2 (1,30+0,58, dwustronny test t vs nietraktowane komarki kontrolne p<0,05, Fig 4). W
przeciwienstwie do tego, po traktowaniu kawg RT sygnat ERK1/2 byt zmniejszony (-0,57+0,49, dwustronny
test t, Fig. 4).

[0051] Aktywacja receptora EGFr byta znaczaca wytacznie po ekspozycji komoérek HGT-1 na histamine
(1,3210,42) i kawe RT (0,58+0,23), (dwustronny test t, p<0,05-0,001, Fig. 4). Wykazano tu ponownie wyzszg
aktywnos$¢ wydzielnicza kawy RT. Rozpatrujac ekspresje receptoréw prowydzielniczych, inkubacja komaorek
HGT-1 z kawa A lub kawg AT nie wplywata niekorzystnie na receptor H2. W przeciwienistwie do tego, kawa
RT znaczaco zwigkszata jego ekspresje (0,41+0,10, jednoczynnikowa ANOVA p<0,01 vs nietraktowane ko-
mérki kontrolne, Fig. 5C). Ekspresja prowydzielniczego receptora acetylocholiny M3 ulegata zmniejszeniu po
traktowaniu komoérek HGT-1 kawg A (-0,56+0,09, jednoczynnikowa ANOVA, p=<0,001, Fig. 6B). W
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przeciwienstwie do tego, kawy R i RT, wykazywaly dziatanie zwiekszajace ekspresje genu receptora
acetylocholiny M3 (odpowiednio 0,43+0,12 i 0,71£0,23, jednoczynnikowa ANOVA, p<0,01 vs nietraktowane
komérki kontrolne, Fig. 6B). Podsumowujac, traktowanie komérek oktadzinowych kawg RT powodowato
wyzszg aktywnosé wydzielnicza, najogodiniej regulacje w gore prowydzielniczych gendw i aktywacje szlakow
powigzanych z wydzielaniem kwasu zotadkowego. Komdrki HGT-1 eksponowane na kawe AT nie wykazy-
waly zadnego wzrostu ekspresji gendéw prowydzielniczych ani nie zaobserwowano zmniejszenia ekspresji
gendw przeciwwydzielniczych. W konsekwencji, aktywnos¢ wydzielnicza komoérek oktadzinowych po ekspo-
zycji na kawe AT byta nizsza niz po ekspozycji na kawe RT (Fig. 3).

[0052] Najmniej wyrazny wptyw na aktywno$¢ wydzielniczg wykazano dla kawy R (Fig. 3), ktéra wykazywata
narastajacy wplyw na ekspresje genu dla prowydzielniczego receptora acetylocholiny M3, ale wykazywata
rowniez najsilniejszy sposréd testowanych kaw, wptyw stymulujacy na ekspresje genu przeciwwydzielnicze-

go receptora somatostatyny (Fig. 5B).

Tabela 1
Stezenia gtéwnych domniemanych zwigzkow bioaktywnych w napojach kawowych (mg/l) i liofilizatach (mg/l)
przygotowanych z c. Arabica Brazil (Kawa A), traktowanej parg c. Arabica Brazil (Kawa AT), c. Robusta
Vietham (kawa R) lub traktowanej parg c. Robusta Vietham (kawa RT). Ponadto, podano stosunki poje-
dynczych zwigzkow pomiedzy liofilizatami kawy, gdzie kawa z najnizszym steZzeniem danego zwigzku byta

przyjmowana za 100%.

Napoje kawowe

[mg/l] Kawa A Kawa AT Kawa R Kawa RT
Wydajnos¢ ekstrakcji® 12740 12580 15800 16750
Kwas chlorogenowy” 1038 1083 975 1464
Kofeina” 618 594 1389 1326
N-metylopirydyniumb 32,21 34,70 22,40 5,41
Pirogalol® 4,05 3,99 5,63 4,79
Katechol® 5,73 5,29 9,26 4,43
C5HT® 0,21 0,21 0,12 0,08
Skuteczna dawka w liofiliacie

[mg/l]

Kwas chlorogenowy® 203,66 215,22 154,27 218,51
Kofeina 121,27 118,04 219,78 197,91
N-metylopirydynium® 6,32 6,90 3,54 0,81
Pirogalol® 0,79 0,79 0,89 0,71
Katechol® 1,12 1,05 1,47 0,66
C5HT® 0,04 0,04 0,02 0,01

14



EP 2 442 667 B1

(kontynuacja)

Stosunki

Kwas chlorogenowy 132% 140% 100% 142%
Kofeina 103% 100% 186% 167%
N-metylopirydynium 780% 851% 437% 100%
Pirogalol 111% 111% 125% 100%
Katechol 170% 159% 221% 100%
C5HT 400% 400% 200% 100%

a b

wydajnos¢ ekstrakcji okreslona jako masa po liofilizacji = stezenie okreslone technikami HPLC-
DAD/HPLC-MS/MS w $wiezo sporzadzonych napojach © stezenia wyliczone ze stezen w napojach i
wydajnosci ekstrakcji

Kawa A: nietraktowana Arabica Brazil; Kawa AT: traktowana parg Arabica Brazil; Kawa R: nietraktowana

Vietham Robusta; Kawa RT: traktowana parg Vietnam Robusta.

[0053] Powyzszy przyktad miat na celu scharakteryzowanie sktadu napoju kawowego, ktory skutecznie
reguluje w dét wybrane mechanizmy wydzielania zotgdkowego. Po pierwsze, zwykty napdj kawowy, ani nie
traktowany parg ani nie odkofeinowany, poddawano frakcjonowaniu rozpuszczalnikami w celu identyfikacji
polarnosci zwigzkow, ktore wplywajg na aktywno$¢ wydzielania protonéw w komérkach HGT-1. Ponadto,
kazdg z tych rozpuszczalnych frakcji uzyskang z ekstrakcji napoju kawowego woda, octanem etylu, dichloro-
metanem lub pentanem analizowano na zawarto$¢ w nich domniemanych zwigzkéw draznigcych Zotadek,
mianowicie kofeiny, kwasu chlorogenowego, BN-alkanoilo-5-hydroksytryptamidéw, pirogalolu, katecholu jak
tez N-metylopirydynium jako kolejnego, ostatnio zidentyfikowanego aktywnego biologicznie zwigzku w napo-
jach kawowych. Testy funkcjonalne wykazaty wptyw pobudzajacy na aktywnos$¢ wydzielania protonéw dla
ekstraktu w octanie etylu, dichlorometanie i pentanie, natomiast nie wykazano Zadnego wptywu na wydziela-
nie protonéw dla ekstraktu wodnego. Wynik ten byt w pewnym stopniu nieoczekiwany, poniewaz ekstrakt
wodny zawierat wiekszo$¢ kwasu chlorogenowego (95%) i BN-alkanoilo-5-hydroksytryptamidéw (55%)
obecnych w catym napoju kawowym. Istnieje hipoteza, Ze oba zwiazki wzmagajg wydzielanie kwasu zotad-
kowego. Jednakze, brak dziatania stymulujgcego wydzielanie protonéw w komoérkach HGT-1 przypisaliSmy
zawartosci N-metylopirydynium we frakcji wodnej, ktéra jako jedyna zawierata ten zwigzek. Chociaz nie
byliSmy w stanie potwierdzi¢ tego wptywu w doswiadczeniach, w ktérych komorki HGT-1 byly traktowane
N-metylopirydynium, jako jedynym zwigzkiem, dodatek N-metylopirydynium do liofilizatu przygotowanego ze
zwyktego napoju kawowego (nietraktowanego parg i nieodkofeinowanego) jasno pokazat przeciwwydzielni-
cze dziatanie tego zwigzku w stezeniu okoto 18 mg/l napoju. Te réznice pomiedzy pojedynczym zwigzkiem a
ztozonym napojem wydajg sie uzasadnione, poniewaz napdj kawowy zawiera wiele réznych skfadnikéw,
ktére moga dziata¢ jak konkurencyjne do wigzania z receptorem, jako inhibitory lub wzmacniacze biatek
funkcjonalnych, jak tez jako regulatory gendw i ostatecznie mogg wykazywac dziatanie synergistyczne lub

anty-synergistyczne.
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[0054] W celu dalszej oceny wplywu napojéw o réznych stezeniach N-metylopirydynium na komérkowe me-
chanizmy wydzielania kwasu zotagdkowego, od lokalnych wytwoércéw kawy uzyskano liofilizaty przygotowane
z napojéw kawowych o wysokich (C. Arabica 32 mg/l i srednio traktowana parg C. Arabica Brazil 34 mg/l),
srednich (C. Robusta Vietham 22 mg/l) i niskich (traktowana parg C. Robusta Vietnam 5 mg/l) stezeniach.
Traktowanie parg zastosowano zgodnie z procedurg stosowang do produkcji dostepnych w handlu kaw,
oznaczonych jako ,przyjazne dla zotgdka”. Wyniki z doswiadczen funkcjonalnych, badajacych wptyw liofilizo-
wanego napoju kawowego na aktywnos¢ wydzielania protondw, wykazaty istotnie nizszg aktywnos$¢ wydziel-
niczg tych napojéw kawowych o srednim i wysokim stezeniu N-metylopirydynium w poréwnaniu do napoju o
najnizszym stezeniu. Jednakze, najnizszg aktywno$¢ wydzielnicza wykazano dla C. Robusta Vietnam, o
stezeniu N-metylopirydynium 22 mg/l napoju. Wynik ten jest zgodny z rezultatami uzyskanymi w dos$wiad-
czeniach, w ktérych liofilizaty przygotowywano z handlowej zwyktej kawy, wzbogaconej w N-metylopirydy-
nium do koncowego stezenia 18 mg/l napoju. Réwniez, wyniki badania molekularnych mechanizméw wy-
dzielania kwasu zotgdkowego, takich jak regulacja gendéw, szlaki transdukcji sygnatu i odpowiadajgce im
czynniki transkrypcyjne wykazaty najnizszg aktywnos¢ prowydzielniczg wérdd badanych napojéw kawowych
dla C. Robusta Vietnam. W szczegdlnosci, wptyw indukujacy wykazano dla ekspresji genu przeciwwydzielni-
czego receptora dla somatostatyny (SSTR2), natomiast nie zaobserwowano wptywu na ekspresje genéw dla
H+,K+-ATPazy.

[0055] Nieoczekiwanie, najnizsza aktywnos¢ wydzielnicza wsrdd testowanych prébek kawy korelowata ze
zwiekszong ekspresjg gendw dla receptora acetylocholiny (CHRM3). Wynik ten wskazuje, ze szlaki reguluja-
ce wydzielanie kwasu zotgdkowego roznig sie skutecznoscig. Regulacja w gére prowydzielniczych gendw
lub biatkowych czynnikéw transkrypcyjnych niekoniecznie powoduje zwiekszone wydzielanie protonow i vice
versa. Zostato to pokazane réwniez dla innych napojéw kawowych przebadanych w tej pracy. Na przyktad,
traktowana parg C. Robusta Vietnam, wykazata najsilniejszy wptyw stymulujacy na aktywno$¢ wydzielania
protondw, regulacje w gore ekspresji genéw dla H+,K+-ATPazy, gtéwnego aktywatora wydzielania kwasu
zotgdkowego, jak rowniez na ekspresje gendw dla prowydzielniczego receptora histaminy (HRH2) i recepto-
ra acetylocholiny (CHRM3). Przeciwnie do tych prowydzielniczych dziatan, komorki HGT-1 traktowane C.
Robusta Vietham wykazywaty rowniez obnizone stezenia cyklicznego AMP i zmniejszong aktywacje ERK1/2,
obydwu zaangazowanych w szlaki prowydzielnicze.

[0056] Konkludujac, pokazaliSmy po raz pierwszy, ze regulacja i czynnos¢ wydzielania protonéw przez ko-
mérki ludzkiego zotadka, indukowana przez napoje kawowe, zalezy od zawartosci w nich N-metylopirydy-
nium. Wptyw innych sktadnikéw, takich jak kofeina, kwas chlorogenowy lub BN-alkanoilo-5-hydroksytrypta-

midy zbadano w nastepujgcych wieloparametrowych badaniach.

Przyktad 2: Wieloparametrowe podejscie w celu identyfikacji sktadnikow kawy, ktére regulujg mechanizmy

wydzielania kwasu zotadkowego

[0057] W tym badaniu, ocenionych byto szesS¢ roznych zwigzkéw, kwas chlorogenowy (CA), kofeina (CAFF),
pirogalol (PYR), katechol (CAT), N-alkanoilo-hydroksytryptamidy (CSHT) i N-metylopirydynium pod katem ich
wptywu na aktywnos$é wydzielniczg, transdukcje sygnatu i ekspresje gendw zwigzanych z wydzielaniem
kwasu zotagdkowego, jak réwniez na aktywacje czynnika transkrypcyjnego ATF-2, jak tez stezenie cykliczne-

go AMP. Wyjasnilismy, ktore zwigzki w napojach kawowych mogq dziata¢ jako zwigzek ochronny dla Zzotgd-
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ka. Ponadto, opracowali§my model statystyczny do przewidywania dziatania synergistycznego i anty-syner-
gistycznego roztworéw wielu zwigzkéw na wydzielanie kwasu zotgdkowego.

[0058] N-MP, CAFF, CAT, C5HT, PYR i CA stosowano w stezeniach odpowiadajacych tym w zwyktych
napojach kawowych. Do badan in vitro stosowano linie komdrkowg ludzkiego raka zotgdka HGT-1. Aktyw-
nos¢ wydzielniczg mierzono za pomoca komory Ussinga i analizy FACS. Dla wykrycia aktywacji EGFr, Akt1,
ERK1/2, ATF-1 i pozioméw cAMP przeprowadzaliSmy testy ELISA, podczas gdy zmiany w zaleznej od czasu
ekspresji gendw zwigzanych z wydzielaniem kwasu zotadkowego, jak dla receptoréw histaminy, acetylocholi-
ny i somatostatyny, jak tez H+ ,K+-ATPazy, okreslane byly za pomocg PCR w czasie rzeczywistym. Dane
doswiadczalne byly nastepnie stosowane czesciowo do modelowania statystycznego, z zastosowaniem
programu ,sieci neuronowe”.

[0059] N-MP nasilato ekspresje przeciwwydzielniczego receptora somatostatyny o 114%, natomiast C5HT
zmniejszaty jego ekspresje o0 48%. Ponadto, N-MP regulowato w dét prowydzielniczy receptor acetylocholiny
M3 (-36%) i H+,K+-ATPaze o 27%. ATPaza byta regulowana w gore 2-krotnie przez CA i CAFF. CAFF naj-
silniej stymulowata aktywnos$¢ wydzielniczg w testach czynno$ciowych. N-MP dziatato jak inhibitor aktywnos-
ci wydzielniczej indukowanej przez CAFF. Nieoczekiwanie, CA nie zwiekszat wydzielania, prowadzac raczej
do zmniejszenia wydzielania. Analiza szlakéw umozliwita rozréznienie pomiedzy CAFF, CA, CAT, C5HT,
PYR i histaming, aktywujgcymi sygnat EGFr i N-MP aktywujgcym sygnat Akt1 i ERK1/2. Podsumowujac,
wyniki te sugerujg potencjat ochronny dla Zzotgdka pirogalolu i N-metylopirydynium in vitro.

[0060] Hodowla komdérkowa

Komorki HGT-1 (Dr. C. Laboisse, Nantes,Francja) hodowano w 37°C i 5% CO; na podiozu Eagle w modyfi-
kacji Dulbecco z dodatkiem 20% surowicy ptodowej cielecej, 5% glutaminy i 5% penicyliny/streptomycyny.
Komarki synchronizowano przez 24 godziny przed do$wiadczeniami podtozem Eagle w modyfikacji Dulbec-
co w sposéb opisany powyzej, ale bez dodatku surowicy ptodowej cielece;.

[0061] Doswiadczenia z pojedynczym zwigzkiem. Komorki eksponowano na kofeine (3 mM), kwas
chlorogenowy (3 mM), katechol (52 uM), pirogalol (32 pM) (wszystkie z Sigma-Aldrich, Monachium, Niemcy)
BN-alkanoilo-5-hydroksytryptamidy (1 uM) i N-metylopirydynium (0,34 uM), w steZzeniach odpowiadajacych
ich zawartosci w zwyktych napojach kawowych. W innych stezeniach byty omeprazol (1 mM), somatostatyna
(0,5 mM), histamina (1 mM), acetylocholina (1 mM) (wszystkie z Sigma-Aldrich, Monachium, Niemcy).
Wszystkie zwigzki albo rozpuszczano bezposrednio w soli fizjologicznej buforowanej fosforanem (PBS) albo
w roztworze Ringera, z wyjatkiem N-alkanoilo-5-hydroksytryptamidéw, ktére rozpuszczano w tetrahydrofura-
nie (1 mg/ml THF) i dodawano w objetosci 2 pyl do 10 ml buforu w celu uzyskania koncowego stezenia.
[0062] Testy ekspresji

Po 5, 10, 15 i 20 min ekspozycji, komérki zbierano do badan nad ekspresjg genéw. Startery dla ATP4A,
HRH2, SSTR2 | CHRM3 zaprojektowano za pomocg Beacon Designer 7.0 (PremierBiosoft, Palo Alto, CA) i
walidowano za pomocg analizy krzywej standardowej i topnienia. Prawidlowg sekwencje produktéw PCR
weryfikowano przez sekwencjonowanie (Medigenomics, Martinsried, Niemcy). PCR w czasie rzeczywistym
przeprowadzano z zastosowaniem zestawu Brilliant SYBR Green Kit (Stratagene, Amsterdam, Holandia) w
cyklerze Mx3000p (Stratagene, Amsterdam, Holandia). Warunki cykli byty nastepujace: 10:00 min/95°C
(aktywacja), 00:30 s/95°C (denaturacja), 00:30 s/60°C (aniling z pomiarem fluorescencji), 00:30 s/72°C

(elongacja).
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[0063] /loSciowe okreslenie cyklicznego AMP (cAMP)

W celu okreslenia cAMP w supernatantach komérek stosowaliSmy zestaw parametréw ELISA kompetycy;j-
nych dla cAMP (R&D Systems, Minneapolis, MN) w sposéb opisany w protokole wytworey. Supernatanty
izolowano po jednej minucie inkubacji.

[0064] Izolacja RNA i synteza cDNA

100000 komérek wysiewano na sze$ciostudzienkowe ptytki i hodowano do stadium zlewnosci. Catkowity
RNA izolowano stosujgc zestaw Rneasy Midi (Qiagen, Hilden, Niemcy). Trawienie DNazg | przeprowadzano
za pomocg zestawu RNase free DNase (Qiagen, Hilden, Niemcy) w kolumnie. Przed qPCR, catg zawartosé
RNA okredlano fotometrycznie przy 260 nm. cDNA syntetyzowano stosujgc zestaw do syntezy cDNA High
Capacity (
Applied Biosystems, Monachium, Niemcy), jak opisano w instrukcji wytwércy.

[0065] Aktywnos¢ wydzielnicza

W kazdym niezaleznym doswiadczeniu biologicznym stosowano objetos¢ dwdch ml zawiesiny komorek,
odpowiadajacg 2000000 komorek, i inkubowano przez 10 minut w 37°C z 2,5 mg liofilizatu kawy na ml PBS,
histaminy, pojedynczego zwigzku lub réznych kombinacji wszystkich zwigzkéw. Aktywnos¢ wydzielniczg
mierzono okres$lajgc indeks protonéw wewnatrzkomérkowych (IPX). Do pomiaru wewngtrzkomoérkowego pH
stosowano barwnik fluorescencyjny Carboxy-SNARF-AM (Invitrogen, Karlsruhe, Niemcy). Metode walidowa-
no. Komorki HGT-1 wybarwiono przy uzyciu 3 yM barwnika przez 30 min w lodzie. Wewnatrzkomorkowe pH
obliczono odnoszac sie do krzywej kalibracyjnej dla komérek HGT-1 traktowanych 2 uM nigerycyny (PAA,
Coelbe, Niemcy) w buforze blokujacym K, sktadajacym sie z 20 mM NaCl, 110 mM KCI, 1 mM CaCl,, 1 mM
MgSQO,, 18 mM D-glukozy i 20 mM HEPES, ustawionym na rozne punkty kalibracyjne pH (6,8-8,2) przez
miareczkowanie NaOH. Nastepnie obliczono indeks protonéw wewnatrzkomoérkowych (IPX) jako logarytm
log2 ze stosunku stezenia wewnatrzkomoérkowego protondw w komérkach traktowanych i kontrolnych.
Wyzszy IPX - wiecej protondw pozostaje w komoérce, wskazujac na nizszg aktywnosé wydzielnicza, nato-
miast niskie wartosci IPX wskazujg na wieksze wydzielanie protonéw. Bardziej ujemny IPX odpowiada odpo-
wiednio wiekszej aktywnosci wydzielniczej.

[0066] Eksperymenty z komorami Ussinga

W celu zbadania, jak pojedyncze substancje wptywajg na transport jonéw z okolicy podstawnej do wierzchot-
kowej monowarstwy HGT-1, przeprowadzilismy doswiadczenia z komorg Ussinga. W tym celu, komérki
HGT-1 hodowano na podtozu z poliestrowej btony przepuszczalnej SNAP—well, z porami 0,4 ym (Sigma-
Aldrich, Monachium, Niemcy). Powierzchnia hodowli wynosita okoto 1,13 cm?. Komérki hodowano do sta-
dium zlewnosci, potwierdzonego badaniem mikroskopowym i pomiarami opornosci w komorze Endohma
(WPI, Berlin, Niemcy). Wkiadki z SNAP-well montowano w komorze Ussinga (Easy Mount Chambers,
Harvard Apparatus, March-Hugstetten, Niemcy) i zanurzano w roztworze Ringera (Sigma-Aldrich, Mona-
chium, Niemcy) w 37°C i delikatnie napowietrzano, z kontrolg pH. Wszystkie testowane substancje rowniez
byly rozpuszczone w roztworze Ringera. Transepitelialng réznice potencjatéw mierzono, stosujac dwie pary
elektrod Ag/AgCl, podtaczonych do miernika napiecia (KMSCI, Aachen, Niemcy). Prad i elektrody napiecio-
we byly przylozone do kazdego miejsca monowarstwy. Elektrody wktadano do kohcéwek dla elektrod i pod-
taczano do roztworu Ringera za pomocag wypetnionego 3 M KCL mostka agarowego. Wydzielanie mierzono

jako prad w obwodzie zwarcia i wyswietlano jako uA/cm2 (czas trwania impulsu, 0,2 s; czestotliwosé impulsu,
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1 Hz; amplituda impulsu 25 ms). Zwigzki podawano do przestrzeni szczytowej odpowiadajacej swiattu Zzotgd-
ka.

[0067] Badania transdukcji

Stan fosforylacji receptorowych kinaz tyrozynowych i kinaz MAPK wykrywano testami immunoenzymatycz-
nymi (ELISA). Biatko catkowite izolowano z komérek HGT-1 po inkubacji z testowanymi substancjami przez
10 minut zgodnie z protokotem wytworcy i dodawano bufor do lizy. Catkowitg zawarto$¢ biatka mierzono
fotometrycznie przy 595 nm, stosujac odczynnik Bradforda (Bio-Rad, Monachium). Do okreslenia stanu fos-
forylacji stosowano nastepujace zestawy ELISA: zestaw EGRr-ELISA, zestaw EKK1/2 ELISA (obydwa z
Calbiochem/Merck, Nottingham, UK), Akt1 pathscan ELISA i ATF-2 pathscan ELISA (obydwa z Cell Sig-
naling/New England Biolabs, Frankfurt nad Menem, Niemcy). Absorbcje odczytywano na czytniku ptytek
MRX (Dynex, Berlin, Niemcy) przy 450 nm.

[0068] Analizy danych na sieci neuronowej

Sieci neuronowe dla trzech receptorow HRH2, CHRM3 i SSTR2, trenowano indywidualnie na zestawach da-
nych z rekombinacji kawy. Stosowano oprogramowanie sieci neuronowych, NeuralWorks Predict (Neural-
Ware, Pittsburg, PA) z ustawieniami domys$inymi, z wyjgtkiem zastosowania kaskadowego wyboru zmien-
nych, i obowigzujacego traktowania danych wejsciowych jako zmiennych danych liczbowych, ciggtych. Zwig-
zek pojedynczego sktadnika kawy z ekspresjg gendw w sieciach neuronowych charakteryzuje sie czes-
totliwoscia, z jaka ten konkretny sktadnik pojawia sie w ostatecznej populacji algorytmu genetycznego, ktory
wybiera zmienne sieci. Maksymalna czestotliwos¢ 1,00 dla zmiennej wejsciowej (sktadnik kawy) wskazuje,
ze jest ona bardzo wazna dla sieci neuronowej i jest zawsze wybierana.

[0069] Analiza statystyczna

Analize statystyczng przeprowadzano za pomocg Excel 2003 lub SigmaStat (Systat Software GmbH,
Erkrath, Niemcy). Zestawy danych wytworzone przez gPCR i ELISA przeksztatcano przez konwersje logaryt-
miczna, aby otrzymac rozktad normalny i przedstawiono je na figurach jako log2 wspétczynnika. Pojedyncze
poréwnania pomiedzy traktowanymi i kontrolnymi komdrkami byty wykonywane za pomocg dwustronnego
testu t-Studenta dla réwnych wariancji, o ile nie wskazano inaczej. Dla analiz przebiegu czasowego ekspresji
gendéw, wykonywaliSmy jednoczynnikowg ANOVA z testem post-hoc Holm-Sidaka dla zestawu danych
parametrycznych i testem Kuskal-Wallisa z testem post-hoc Dunna dla zestawu danych nieparametrycznych.
W czesci wynikéw i na figurach zaznaczono ilos¢ powtdrzeh kazdego eksperymentu. Na kazdym wykresie
pokazano srednig z niezaleznych eksperymentow + btad standardowy (SE). Doswiadczenia z komorg Ussin-
ga przeprowadzano jako pojedyncze eksperymenty i oryginalnie zarejestrowane wartosci przedstawione sg
na odpowiadajacych im wykresach.

[0070] Regulacja genéw zwiazanych w wydzielaniem kwasu zotadkowego

Regulacja genéw zwigzanych z wydzielaniem kwasu zotgdkowego jest waznym Srodkiem okreslania podat-
nosci komérek oktadzinowych na wydzielanie hormonéw parakrynnych i endokrynnych. Ponadto, indukowa-
na synteza biatek czynnosciowych moze ostabia¢ aktywnos¢ wydzielniczg komorek oktadzinowych. W tym
badaniu okreslaliSmy zalezny od czasu wptyw szesciu réznych zwigzkéw pochodzacych z napojow kawo-
wych na ekspresje H+,K+-ATPazy (ATP4A), receptora histaminy H2 (HRTH2), receptora acetylocholiny M3
(CHRMB3) i receptora somatostatyny 2 (SSTR2). Zalezng od czasu ekspresje mierzono dopoki nie powrécita
ona do wartosci kontrolnych. Jedna kontrregulacja po uprzedniej regulacji w dot lub w goére byta rozpatrywa-

na jako regulacja fizjologiczna.
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[0071] H+,K+-ATPaza

Ekspresja H+,K+-ATPazy byta gldwnie i istotnie ostabiona przez kwas chlorogenowy, kofeine, pirogalol i N-
metylopirydynium (jednoczynnikowa ANOVA, p<0,01-0,001; n=5-6, Fig. 7A), podczas gdy katechol i CS5HT
nie zmienialy znaczaco ekspresji przez caty czas testu (wykres nie pokazany). Kwas chlorogenowy i kofeina
po 20 minutach zwiekszaty ekspresje H+,K+-ATPazy prawie dwukrotnie (CA: 0,91+0,17, CAFF. 0,94+0,24,
test post-hoc, p<0,05, Fig 7A). W catym przebiegu 30 minut zmiana ekspresji byta ciggle znaczaca. W
przeciwienstwie do tego, N-metylopirydynium i pirogalol prowadzity do istotnego zmniejszenia ekspresji po
20 minutach (N-MP: -0,64+0,11, PYR: -0,46+0,07, test post-hoc, p<0,05, Fig. 7A). w celu wykazania syner-
gistycznego lub anty-synergistycznego dziatania tych zwigzkéw przy piku ekspresji maksimum/minimum,
przetestowano rézne ich kombinacje po katem wptywu na ekspresje gendw. Zaréwno pirogalol jak i N-mety-
lopirydynium byty zdolne do istotnego skompensowania wptywu regulacji w gére po kwasie chlorogenowym i
kofeinie (dwustronny test t, p<0,01-0,001, n=4-6, Fig. 7B) do N-MP/CA: -0,76+0,24, N-MP/CAFF: -0,46+0,05,
N-MP/CA/CAFF: -0,21+0,22 i PYR/CA: -0,36+0,19, PYR/CAFF: -0,10+0,13, PYR/CA/CAFF:-0,2710,15.
Wykazano tu, ze N-metylopirydynium i pirogalol dominujg nad dziataniem kwasu chlorogenowego i kofeiny w
bardziej ztozonych roztworach. Traktowanie komérek HGT-1 fizjologicznymi aktywatorami wydzielania kwa-
su zotgdkowego, takimi jak histamina (0,74+0,16, test post-hoc, p<0,05, wykres nie przedstawiony) i acetylo-
cholina (0,62+0,19; test post-hoc, n=6, p<0,05, wykres nie przedstawiony), powodowato istotny wzrost
ekspresji odpowiednio po 20 i 15 minutach. Interesujgce jest, Zze traktowanie somatostatyng réwniez istotnie
regulowato w goére H+ K+-ATPaze po 20 minutach, 0,83+0,20 (test post-hoc, n=6, p<0,05, wykres nie przed-
stawiony). Rozpatrujac te wzorce regulacji, spowodowane fizjologicznymi zwigzkami, wydaje sie praw-
dopodobne, Ze regulacja w gére H+,K+-ATPazy pojawia sie jako pierwsza odpowiedZ na traktowanie komé-
rek HGT-1. Zatem, nastepcza kontrregulacja, jak pokazano dla pirogalolu i N-metylopirydynium, jest prawdo-
podobnie bardziej istotna dla regulacji wydzielania kwasu Zzotgdkowego.

[0072] Receptory histaminy H2

Prowydzielnicze receptory sg zaangazowane w aktywacje komdrek oktadzinowych dzieki wigzaniu hormo-
néw i transmiterow. Zbadano prowydzielniczy receptor histaminy H2 i receptor acetylocholiny M3 w kierunku
ich zaleznejg od czasu ekspresji w komorkach HGT-1. Receptor H2 byt znaczgco regulowany przez caty
czas eksperymentu przez kwas chlorogenowy, katechol i C5HT (jednoczynnikowa ANOVA, p<0,01-0,05,
n=5-6, Fig. 7C), natomiast kofeina i N-metylopirydynium nie ostabiaty ekspresji tego receptora. Katechol
(-0,54+0,24, test post-hoc; p<0,05) i C5HT (-1,35+0,21, test post-hoc, p<0,05 znaczaco regulowaty w dét
ekspresje. Kwas chlorogenowy znaczaco regulowat w gére ekspresje receptora H2 (0,55+0,21, test post-
hoc, p<0,05) po 20 minutach. Kombinacja kwasu chlorogenowego i C5HT powodowata znaczacg regulacje
w gore receptora H2 po pieciu minutach (0,46+0,04, dwustronny test t, p<0,001, n=4-6, Fig. 7D) w porow-
naniu do komérek kontrolnych i samego C5HT. Poniewaz regulacja w dét receptora H2 nie zwiekszataby
wrazliwosci komérek oktadzinowych na histamine, kwas C5HT mégtby wspiera¢ ten efekt w ztozonym roz-
tworze. Jednakze, w kombinacji z kwasem chlorogenowym mogtoby to by¢ zniesione. Kombinacja katecholu
i kwasu chlorogenowego nie zmieniata poziomu ekspresji w sposob znaczacy w poréwnaniu do samego
katecholu (Fig. 7D). Histamina jako ligand fizjologiczny nie regulowata w sposoéb istotny receptora H2 (dane

nie przedstawione).
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[0073] Receptor acetylocholiny M3

Wykazano jedynie zwiekszong regulacje receptora cholinergicznego M3 przez kofeine, pirogalol i N-mety-
lopirydynium (jednoczynnikowa ANOVA, p<0,01-0,001, n=4-9, Fig. 8A). Kwas chlorogenowy, C5HT i kate-
chol nie wptywaty istotnie na ekspresje receptora M3 (wykres nieprzedstawiony). Kofeina, pirogalol i N-mety-
lopirydynium najpierw prowadzity do regulacji w gore receptora M3 po 5 minutach, CAFF: 0,55+0,08, N-MP:
0,53+0,25, PYR: 1,1410,14 (test post-hoc, p<0,05, Fig 8A), podczas gdy pirogalol wykazywat najwyraz-
niejsza regulacje w goére tego receptora. Jednakze, nastepcza kontrregulacja byta znaczaca dla N-metylo-
pirydynium (-0,76+0,26, test post-hoc, p<0,05, Fig. 8B) po 20 minutach i dla pirogalolu (-0,70+0,21, test post-
hoc, p.0,05, Fig. 8B) po 15 minutach. PoniewaZz nie zmierzyliSmy Zzadnej przeciwnej regulacji w gére lub w
dot przez niektore zwigzki, nie badaliSmy dalej wpltywu zwigzkéw w kombinacjach na ten receptor. Ekspresja
receptora M3 nie podlegata istotnej regulacji przez traktowanie acetylocholing (danie nieprzedstawione).
[0074] Receptor somatostatyny 2

Przeciwwydzielniczy receptor somatostatyny 2 byt znaczaco regulowany przez N-metylopirydynium, C5HT i
katechol (jednoczynnikowa ANOVA, p<0,01-0,001, n=4-9, Fig. 8B). Katechol zmniejszat ekspresje receptora
somatostatyny do -0,56+0,28 po 15 minutach (test post-hoc, p<0,05, Fig 8B). Ponadto, C5HT powodowat
ogromny spadek ekspresji receptora do -2,12+0,25 po pieciu minutach (test post-hoc, p<0,05, Fig. 8B). W
przeciwienstwie do tego, N-metylopirydynium nasilato ekspresje przeciwwydzielniczego receptora somatos-
tatyny wiecej niz dwukrotnie do 1,14+0,15 po pieciu minutach (test post-hoc, p<0,05, Fig 8B). Traktowanie
somatostatyng regulowato ten receptor w takim samym zakresie jak N-metylopirydynium, ale z maksimum
wystepujacym po 20 minutach (1,14+0,31, test post-hoc, p<0,05, wykres nieprzedstawiony). Zatem, pota-
czylismy C5HT i N-metylopirydynium, co spowodowato ekspresje receptora somatostatyny na poziomie kon-
trolnym (1,14+0,31, Fig. 8D). Poziom ekspresji w poréwnaniu do traktowania samymi N-metylopirydynium
lub C5HT, ulegt zatem znacznej zmianie (dwustronny test t, p<0,05-0,001, n=4-6, Fig. 8D).

[0075] Petna rekombinacja zwiazkéw

Po scharakteryzowaniu dziatania kazdego pojedynczego zwigzku i ich kombinacji dla najbardziej widocznych
punktéw czasowych, przetestowaliSmy petng rekombinacje wszystkich szeSciu zwigzkéw razem. Nasze
stwierdzenia dla H+,K+-ATPazy zostaty potwierdzone faktem, ze ekspresja pompy protonowej nie byta ani
zwiekszona ani zmniejszona po 20 minutach. Caly przebieg w czasie byt nadal istotny dla regulacji (jedno-
czynnikowa ANOVA, p<0,05, n=5-6, Fig. 9A), ale potwierdzony zostat kompensacyjny wplyw N-
metylopirydynium i pirogalolu po 20 min. Wykazano regulacje w dét prowydzielniczego receptora M3 po 20
min przez N-metylopirydynium. Rekombinacja wszystkich szesciu zwigzkéw réwniez istotnie regulowata w
dot ekspresje tego receptora po 20 min do -1,43+0,31 (jednoczynnikowa ANOVA, p<0,001, n=6, Fig. 9A; test
post-hoc, p.0,05), ktéra byta znacznie silniejsza niz dziatanie samego N-metylopirydynium. Zatem, sugeruje
sie skojarzone dziatanie N-metylopirydynium i pirogalolu. Ponadto, przy traktowaniu petng rekombinacja, nie
wykazano regulacji w gore receptora M3 po pieciu minutach, sugerujac hamujgce, antysynergistyczne
dziatanie wszystkich zwigzkéw fgcznie. Wykazano regulacje w gore przeciwwydzielniczego receptora
somatostatyny przez N-metylopirydynium i ze jego przeciwstawng regulacje przez C5HT. Petna rekombina-
cja potwierdzita nasze stwierdzenia co do przeciwstawnego wobec siebie dziatania C5HT/N-metylopirydy-
nium, po 5 minutach. Poziom ekspresji byt nieco, ale nieznaczaco, podniesiony ponad poziomy kontrolne. W

przeciwienstwie do tego, po 20 min ciggle miata miejsce nastepcza regulacja w dét receptora somatostatyny,
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jak wykazano réwniez dla samego N-metylopirydynium (jednoczynnikowa ANOVA, p<0,001, n=6, Fig. 9A;
test post-hoc, p<0,05).

[0076] Receptor histaminy H2 kresli zupetnie odmienny obraz, niz ten pokazany dla pojedynczych zwigzkdéw.
Silne dziatanie regulujgce w dot przez C5HT byto prawdopodobnie skompensowane przez kwas chlorogeno-
wy, jak pokazano uprzednio (Fig. 7C i D). Jednakze, po 10 minutach ekspresja receptora H2 byta ogromnie
zwiekszona do 1,36+0,37 (jednoczynnikowa ANOVA, p<0,001, n=6, Fig 9A; test post-hoc, p<0,05). Ponie-
waz nasze eksperymenty z pojedynczymi zwigzkami nie ttumaczyly tego efektu, opracowali$my do znale-
Zienia zalezno$ci pomiedzy pojedynczymi zwigzkami lub ich kombinacjami i ekspresjg receptora H2, jak tez
transdukcjg sygnatu i aspektami czynnosciowymi, za pomocg modelowania statystycznego, ktére zostanie
wprowadzone w nastepnym akapicie.

[0077] Identyfikacja dzialar skojarzonych na ekspresje genu receptora za pomoca analizy obliczenio-
wej

Zastosowano rozne kombinacje badanych zwigzkéw do oceny dziatan kombinacji pojedynczych zwigzkow
za pomocg obliczen sieci neuronowej (Tabela 2). Jako najbardziej dominujace w roztworze wielu zwigzkéw
zidentyfikowano N-metylopirydynium, kofeine i kwas chlorogenowy. N-metylopirydynium byto rozwazane
jako najistotniejszy czynnik w 94% wszystkich wyliczonych scenariuszy dla ekspresji receptora histaminy H2.
Najwyzszg relewancje 100% wykazano dla kofeiny; pirogalol i kwas chlorogenowy wykazywaty relewancje
71% i 79%, podczas gdy N-alkanoilo-5-hydroksytryptamidy i katechol miaty najnizszg relewancje 50% i 29%.
Ogdlnie, wyliczone scenariusze korelowaly z wynikami doswiadczen dla ekspresji receptora H2 z R=94%.
Wyniki eksperymentalne dla ekspresji receptora acetylocholiny M3 wykazywaty réwniez 94% korelacje z
wyliczonym modelem. Kwas chlorogenowy wykazywat tu najwyzszg relewancje wynoszgcg 100%. N-metylo-
pirydynium byto stosowane w 91% wszystkich wyliczonych scenariuszy, jako wazny czynnik w kombinacji z
innymi sktadnikami, kofeina wykazywata relewancje 82%. Katechol (59%), N-alkanoilo-5-hydroksytryptamidy
(68%) i pirogalol (23%) miaty mniejsze znaczenie. Obliczenia sieci neuronowej, dla przeciwwydzielniczego
receptora dla somatostatyny, ciagle korelowaty z wynikami eksperymentu, przy dopuszczalnej warto$ci R
wynoszacej 80%. Z wyjatkiem N-alkanoilo-5-hydroksytryptamidéw (25%), wszystkie zwigzki wykazywaty re-
lewancje powyzej 83% (pirogalol). Najwiekszg wage wyliczono dla kwasu chlorogenowego i kofeiny 100%.
N-metylopirydynium wykazato relewancje 96%, takg sama jak katechol.

[0078] Stezenie cyklicznego AMP w lizatach komdrek

Sygnat receptora histaminy H2 jest silnie zwigzany z podwyzszonymi poziomami cAMP z powodu aktywaciji
cyklazy adenylanowej. Traktowanie histaming znaczaco zwigekszato stezenie cAMP w komédrkach HGT-1 do
7117 fmol/l (dwustronny test t, p<0,05; n=4, Fig. 10A). Podobnie do histaminy, rowniez kofeina (56+15
fmol/ml), pirogalol(56+23 fmol/ml), katechol (7427 fmol/l), CSHT (40£1,0 fmol/ml) i N-metylopirydynium
zwiekszaty znaczaco stezenia cyklicznego AMP w komoérkach HGT-1 (dwustronny test t; p<0,05-0,01; n=4;
Fig 10 A). W przeciwienstwie do tego, kwas chlorogenowy (12+1,9 fmol/ml) prowadzit do istotnego zmniej-
szenia stezenh cyklicznego AMP w poréwnaniu do komérek kontrolnych (dwustronny test t, p<0,05; n=4, Fig.
10A). Petna rekombinacja wszystkich pojedynczych zwigzkéw réwniez znaczgco zwiekszata stezenia cyk-
licznego AMP do 46+£7,1 fmol/ml w poréwnaniu do kontroli (23+3,4 fmol/ml) (dwustronny test t, p<0,05; n=7,
Fig. 9, C).
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[0079] Transdukcja sygnatu

Wzbudzenie wydzielania kwasu Zotgdkowego jest wieloparametrowe. Zmiany na poziomie regulacji i czyn-
nosci zachodza za posrednictwem sygnatéw wewnagtrzkomérkowych kinaz. Z tego powodu, badaliémy czy
trzy r6zne kinazy sg aktywowane przez fosforylacje, po traktowaniu sktadnikami palonej kawy lub histamina.
Po pierwsze, fosforylacja receptorowej kinazy tyrozynowej EGRr byta istotnie zwiekszona po dodaniu hista-
miny (1,32+0,42), kwasu chlorogenowego (2,22+0,3), kofeiny (1,78+0,64) lub C5HT (1,19+0,21) (p<0.001-
0.05; n=3-7; Fig. 10, B) , podczas gdy N-metylopirydynium nie zmieniato aktywacji w poréwnaniu do komé-
rek kontrolnych. Poniewaz sygnat EGFr i biatka G w konsekwencji moze aktywowac kinaze Akt1, ten szlak
rowniez testowano pod katem stanu jego fosforylacji. Nieoczekiwanie, Akt1 byfa tylko tagodnie aktywowana
przez kofeine (0,48 +0,30), pirogalol (0,66 +0,38), katechol (0,66 £0,13) i C5HT (0,53 £0,32) (dwustronny
test t, p<0,01; n=7; Fig. 10, B), ale bardziej przez N-metylopirydynium (1,39+0,25) (dwustronny test t, p<0,01;
n=7; Fig. 10, B). Wydzielanie zotagdkowe wywotane histaming zachodzi gtéwnie przez sygnat cyklicznego
AMP. Jednak, kwas chlorogenowy ani nie zwieksza poziomdéw cyklicznego AMP, ani nie aktywuje Akt1, su-
gerujgc niski potencjat wydzielniczy. Zachodzgaca w tym samym czasie aktywacja Akt1 przez N-metylo-
pirydynium musi by¢ spowodowana przez indukcje innego receptora niz EGRr. Ponadto zbadalismy, czy re-
gulowane pozakomorkowo kinazy 1/2 (ERK1/2) wykazujg inne poziomy fosforylacji po traktowaniu histaming
lub skfadnikami palonej kawy. Samo N-metylopirydynium (0,52+0,14) prowadzito do znaczacej aktywac;ji
ERK1/2 (dwustronny test t, p<0,01; n=3; Fig. 10, B). W przeciwienstwie do tego, traktowanie histaming
(-0,37+0,09), kwasem chlorogenowym (-1,09+0,38), C5HT (-0,81+0,22) i kofeing (-0,30+0,13) skutkowato
nawet istotnym zmniejszeniem aktywacji ERK1/2 w poréwnaniu do komdérek kontrolnych (dwustronny test t,
p<0,01-0,05; n=7; Fig. 10 B). Jednakze, pelna rekombinacja wszystkich zwigzkéw aktywowata EGRr
(2,19+0,59) i Akt1 (0,88+0,28), ale nie ERK1/2 (-0,33+0,14). Wynik ten wskazuje przewazajgcy wpltyw innych
zwigzkéw niz N-metylopirydynium w sygnale ERK1/2, ktory, jak poprzednio stwierdzono, odgrywa role w
ostrym hamowaniu wydzielania kwasu zotadkowego.

[0080] Aktywacja czynnikow transkrypcyjnych

Czynniki transkrypcyjne odgrywaja kluczowg role w transkrypcji genéw. Poniewaz geny dla podjednostki alfa
H* K*-ATPazy (ATP4A) i dla receptora somatostatyny (SSTR2) wykazujg elementy odpowiedzi na cAMP,
badaliSmy role czynnika transkrypcyjnego ATF-2 w stymulacji wydzielania kwasu Zzotgdkowego dzieki hista-
minie, pojedynczym zwigzkom i petnej ich rekombinaciji. Jedynie histamina (1,17£0,25), katechol (1,22+0,08)
i N-metylopirydynium (0,8410,23) istotnie aktywowaty ATF-2. Sama kofeina powodowata defosforylacje,
ktéra byta znaczaco ponizej komérek kontrolnych (0,64+0,06) (dwustronny test t, p<0,05-0,001; n=7; Fig. 10,
C). Petna rekombinacja wszystkich zwigzkéw prowadzita do znaczaco zwigkszonej aktywacji ATF-2, w po-
réwnaniu do kontroli (dwustronny test t, p<0,01; n=4; Fig. 9, B). W odniesieniu do pomiaréw stezen cyklicz-
nego AMP w komérkach HGT-1, aktywacja histaming komdrek okfadzinowych wykazywata silny zwigzek z
aktywacjg ATF-2, podobnie jak aktywacja katecholem i N-metylopirydynium. Ponadto, defosforylacja ATF-2
przez kwas chlorogenowy jest zgodna ze spadkiem pozioméw cyklicznego AMP w komdrkach HGT-1. Jest
prawdopodobne, ze transkrypcja gendw zwigzanych z wydzielaniem kwasu Zzotadkowego jest aktywowana
rowniez szlakami i czynnikami transkrypcji innymi niz sygnat cyklicznego AMP, poniewaz kofeina i kwas
chlorogenowy powodujg silny wzrost ekspresji H+,K+-ATPazy. Jednakze, indukowana N-metylopirydynium
ekspresja receptora somatostatyny moze by¢é wspierana zaréwno przez cykliczny AMP jak i aktywacje
ATF-2.
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[0081] Potencjat wydzielniczy

Najpierw zmierzono indeks protonéw wewnagtrzkomaorkowych (IPX), aby ocenié potencjat stymulacyjny poje-
dynczych zwigzkow, petnej rekombinacji i roznych rekombinacji, w ktérych brakowato jednego z sze$ciu
zwigzkéw. IPX dostarcza informacji o wewnatrzkomérkowym stezeniu protondéw w poréwnaniu do nietrak-
towanych komoérek. Im bardziej ujemny IPX, tym bardziej komérki kontrolne wykazujg wyzszg aktywnosé wy-
dzielnicza, zaktadajac, ze wewnagtrzkomérkowe pH wzrasta chwilowo wskutek wydzielania protonéw. Jed-
nakze, pH zmienia sie w zakresie fizjologicznym, ale mierzalnym. Histamina powoduje silng stymulacje wy-
dzielania, odpowiadajacg IPX -1,15+0,04 (dwustronny test t, p<0,01; n=4; Fig. 11 A). Ta obserwacja jest po-
parta pomiarami w komorze Ussinga, gdzie histamina nasilata wydzielanie do 39 pA/cm2 (Fig. 11 B), hamo-
wane pozniej przez omeprazol, swoisty inhibitor H+,K+-ATPazy, ktére nastepnie wracato do wartosci kontrol-
nych (77 pAlcm? Fig. 11 B). Dziatanie kwasu chlorogenowego bylo silnie przeciwwydzielnicze. Obydwa
pomiary, silnie dodatni IPX (0,17+0,02; dwustronny test t, p<0,001; n=7; Fig. 11 A) oraz spadek pradu w ko-
morze Ussinga (-76 yA/cM2 , Fig. 11 C) sugerujg dziatanie hamujace kwasu chlorogenowego na poziomie
czynnosciowym in vitro. Rekombinacja wszystkich zwigzkéw, bez kwasu chlorogenowego, rowniez wskazy-
wafa na anty-synergistyczne dziatanie kwasu chlorogenowego w petnej rekombinacji, poniewaz IPX
(0,02+0,01) byt istotnie obnizony (dwustronny test t, p<0,001; n=7; Fig. 11, A). W przeciwienstwie do tego,
kofeina stymulowata wydzielanie z IPX -0,09+0,04 (dwustronny test t, p<0,01; n=7; Fig. 11, A). Aktywnos¢é
wydzielnicza byta potwierdzona przez wzrost pradu do 16 pA/cm2 (Fig. 11 C). Samo N-metylopirydynium w
ogole nie wptywato na IPX (Fig. 11 A) ani na prad (wykres nieprzedstawiony). Zatem, jesli dodawano je do
komory Ussinga do przedziatu podstawnego po podaniu kofeiny do przedziatu wierzchotkowego, prowadzito
do obnizenia pradu z 16 pA/cm2 do -5 uA/cm2 (Fig. 11 C). Kombinacja kofeiny i N-metylopirydynium powodo-
wata obnizenie IPX do 0,03+0,06, ktére nie byto juz istotne w odniesieniu do kontroli, ale réwniez nie byto w
odniesieniu do dziatania samej kofeiny (wyniki nieprzedstawione). Najsilniejszy efekt rekombinacji wykazano
dla katecholu. IPX dla samego katecholu wskazywat na dziatanie stymulujgce komorki HGT-1 (-0,04+0,02;
dwustronny test t, p.0,05; n=7; Fig. 11, A). Rekombinacja wszystkich zwigzkéw niezawierajaca katecholu,
okazata sie by¢ silng zmiang dodatnig IPX do 0,12+0,02 (dwustronny test t, p<50.001; n=7; Fig. 11, A). Jak
wykazano przez IPX dla katecholu, ciggle istotnego, ale nie tak silnego jak dla histaminy czy kofeiny, prad
wywotany szczytowym traktowaniem komérek HGT-1 katecholem byt stosunkowo tagodny w poréwnaniu do
stymulacji kofeing lub histaming (Fig. 11 A, C, D). Zatem, wptyw katecholu wydaje sie bardziej synergistycz-
ny niz wptyw pojedynczego zwiazku. Nie badano, czy CSHT zmieniat IPX istotnie w poréwnaniu do komdrek
kontrolnych, jednakze, sam C5HT wykazywat tendencje do istotnosci z warto$cig p 0,07. Zostato to poparte
pomiarami pragdu po wierzchotkowym podaniu C5HT komérkom HGT-1, co powodowato wzrost pradu po
podaniu do 70 pA/cm2 (Fig. 11E). W koncu zbadano, czy pirogalol wykazuje zdolnos¢ przeciwwydzielnicza,
uzyskujgc istotnie dodatni IPX 0,05+0,02 w poréwnaniu do komoérek kontrolnych (dwustronny test t, p<0,05;
n=7; Fig. 11, A). Pomiar prgdu wykazywat spadek do -24 pA/cm2 po traktowaniu szczytowym komorek HGT-
1. Jednakze, petna rekombinacja nie wykazywata istotnej zmiany IPX w poréwnaniu do komaérek kontrol-
nych, wspierajgc hipoteze o synergistycznym i anty-synergistycznym dziataniu wielosktadnikowych roztwo-

row.
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Tabela 2

Zmienne wejsciowe i wyjsciowe dla obliczen sieci neuronowej dla ekspresji receptoréw

POJEDYNCZY ZWIAZEK RECEPTORY

N-MP[ CA [ CAFF|CAT|C5HT [ PYR| HRHZ | CHRM3 |SSTR2 N
PR 0| _©o] 0] 0] o] 0] 100%| 100%] 00%| £
N-MP 100] 0O o o of ©of 137% 138%]  129%] I
CA 0] 100 o] © 0] 0] 103% 156% 96%]| m
CAFF 0 0] 100 0 0 ol 138% 190% 103%| &
CAT of © 0] 100 o] o 118% 139%] 120% g
C5HT of o of of 100l o 117% 119% 98%)|
PYR of o of o o] 100 107% 151% 90%
Al 100] 100 100] 100] 100] 100] 263% 99%|  111%
N-MP/CA 100] 100 of © of o 107% 129%]  113%
N-MPI/CAFF 100 of 100] O o] o] 186% 223%) 134%
N-MP/CAT 100] © 0| 100 of o] 181% 235%| 134%
N-MP/C5HT 100f 0 of of 100 of 135% 142% 93%
N-MP/PYR 100 O of o o 100] 165% 155%i 80%
N-MP/CAICAFF 100] 100[ 100] © o o] 107% 148%] 115%
N-MP/CAT/CA 100 100] 0] 100 of o] 147% 241%| _164%|
N-MP/C5SHT/CA ' 100] 100 o] o] 100] o] 154% 175% 97%)| m
N-MP/PYR/CA 100) 100] O] 0] O] 100] 157%|  148%|  92%)| =
N-MP/CA/CAFFICAT 100] 100/ 100] 100 o] o] 101% 156%] __125%) =
N-MP/C5HT/CA/CAFF 100 100{ 100] of 100 o 137% 166% 84%| =
N-MP/PYR/CA/CAFF 100 100] 100 © ol 100 142% 149%| 105%| ©
N-MP/CA/CAFF/CAT/C5HT 100] 100] 100] 100] 100] 0] 90%| *133%| 121%)| 2
N-MP/PYRI/CAICAFF/CAT 100] 100]  100] 100 o] 100] 179% 162% 89%| ™
CAJCAFF o] 100] 100] " © of o 62%| - 69% 36%
CA/CAT o] 100 o] 100 o] o 72% 79% 35%
CAJCSHT o[ 100 of of 100 o 54% 59% 29%
CA/PYR o] 100 of 0 ol 100] 66% 78% 31%
CAICAFFICAT o] 100[ 100] 100 of ol 74% 90% 59%
CAJCAFFICSHT o] 100] 100 of 100 of 91% 90% 51%
CAICAFFIPYR 0] 100 100] 0 o[ 100]  57% 73%| 111%
CAICAFFICAT/C5HT o] 100] 100 100] 100] of 79% 84%|  223%
CA/CAFF/CAT/PYR o] 100] 100] 100 ofl ol 8% 106%] 266%
CA/CAFFICAT/PYRIC5HT of 100] 100 100] 100 of  86% 101%] 193%

[0082] Analiza sieci neuronowych ekspresji genoéw dla receptoréw HRH2, CHRM3 i SSTR2 wykazata, ze
zwigzkami o0 najnizszej swoistosci receptorowej byly odpowiednio, katechol, pirogalol i CSHT (Tabela 3).
Jednakze, dane wskazujg na zalezng od specyficznego zwigzku regulacje poszczegdlnych receptorow,
poniewaz dla ekspresji genu dla HRH2 najbardziej znaczaca byta kofeina, podczas gdy ekspresja genu dla
CHRM3 zalezata najbardziej od kwasu chlorogenowego. Dla receptora SSTR2, kwas chlorogenowy i kofeina

byly tak samo istotne i osiggaty rowniez najwyzszg czestotliwosc.
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Tabela 3
Relewancja poszczegdlnych skladnikow kawy w sieci neuronowej dla ekspresji genoéw receptorow HRH2,
CHRM3 i SST2. R oznacza korelacje liniowg pomiedzy wartosciami zmierzonymi a przewidywaniami sieci

neuronowej

HRH2 CHRM3 SSTR2
NMP 0,94 0,91 0,96
CS 0,79 1,00 1,00
COFF 1,00 0,82 1,00
CAT 0,29 0,59 0,96
S5HT 0,50 0,68 0,25
PYR 0,71 0,23 0,83

R =0,94 R =0,94 R =0,80

[0083] Wszystkie zwigzki stosowano w stezeniach, w jakich zwykle wystepujg w zwyktych napojach kawo-
wych. W naszym podej$ciu wieloparametrycznym badaliSmy wptyw tych zwigzkéw na znane do tej pory
geny, przekazniki sygnatu i aspekty funkcjonalne wydzielania kwasu zotadkowego. Dodatkowo, zastosowa-
lismy model sieci neuronalnej do identyfikacji zwigzkéw o najwiekszym znaczeniu dla ekspresji genéw recep-
toréw pro- i przeciwwydzielniczych. Jednakze, nasze stwierdzenia dla pojedynczych zwigzkéw na poziomie
regulacji genow byly zgodne z oczekiwaniami, z jednym wyjatkiem, wynikow pomiaréw dla petnej rekombina-
cji. Wykazano po raz pierwszy, ze N-metylopirydynium i pirogalol regulujg w dét H+,K+-ATPaze, odgrywajac
gtébwng role w wydzielaniu kwasu zotagdkowego, i konkurujg z kofeing oraz kwasem chlorogenowym, ktére
regulujg prawie dwukrotnie w goére ten gen. W eksperymentach z rekombinacjg, zaréwno N-metylopirydy-
nium jak i pirogalol kompensowaty wptyw regulacji w gore przez kofeine i kwas chlorogenowy, co powodowa-
ta réwniez petna rekombinacja wszystkich zwigzkéw. Prowydzielniczy receptor acetylocholiny M3 byt regulo-
wany w gore przez pirogalol, kwas chlorogenowy i N-metylopirydynium. Pdzniej, po 20 minutach, N-metylo-
pirydynium regulowato w dét ten receptor, w taki sam sposob, jak petna rekombinacja wszystkich zwigzkéw
wplywata na ekspresje tego receptora. Dodatkowo, pirogalol takze regulowat w dot ten receptor po 15 minu-
tach, po silnej jego regulacji w gore w piatej minucie. Dlatego prawdopodobne jest taczne dziatanie po 20
minutach. Dodatkowo, przeciwwydzielniczy receptor somatostatyny 2 byt silnie regulowany w dét przez
C5HT, co moze skutkowac¢ zmniejszong podatno$cig komorek oktadzinowych na sygnat przeciwwydzielniczy
in vivo. W przeciwienstwie do tego, N-metylopirydynium zwiekszato ekspresje tego receptora wiecej niz dwu-
krotnie. Kombinacja tych dwoch zwigzkéw skutkowata poziomami ekspresji nieistotnymi wobec kontroli. W
taki sam sposdb, petna rekombinacja wszystkich zwigzkéw regulowata przeciwwydzielniczy receptor soma-
tostatyny.

[0084] Podsumowujgc te wyniki, wydaje sie, ze N-metylopirydynium wptywa na wszystkie wazne geny, z wy-
jatkiem receptora histaminy, w sposéb przeciwwydzielniczy. Pirogalol ma takie samo dziatanie na H+-K+-

ATPaze i prawdopodobne wystepuje wspodtdziatanie z N-metylopirydynium na receptor acetylocholiny M-3.
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Poniewaz C5HT silnie reguluje w doét przeciwwydzielniczy receptor somatostatyny i kompensuje dziatanie
metylopirydynium regulujace w gére N-, C5HT moze wspiera¢ nasilone wydzielanie kwasu zotadkowego po
konsumpciji kofeiny in vivo. W przeciwienstwie do tego, C5HT znacznie reguluje w dot ekspresije receptora
histaminy H2 po pieciu minutach, podczas gdy kwas chlorogenowy prowadzi do jego regulacji w gére po 15
minutach. Jednakze, petna rekombinacja wszystkich zwigzkéw prowadzi do normalnych pozioméw ekspres;ji
po pieciu minutach, ale zwieksza ekspresje wiecej niz dwukrotnie po 10 minutach. Pozostaje niejasnym,
dlaczego taczne dziatanie powoduje regulacje w gore ekspresji receptora histaminy H2. Sie¢ neuronowa
przewidziata najwiekszg relewancje ekspresji receptora histaminy H2 dla kofeiny, kwasu chlorogenowego i
N-metylopirydynium. Inne kombinacje pojedynczych zwigzkéw wykazaly, ze rosngca zlozonos¢ roztworéw
prowadzi do réznych wartosci relewancji niz mogtyby wskazywac to pojedyncze zwigzki. Poniewaz wptyw
C5HT obnizajacy ekspresje receptora acetylocholiny M3 byt nawet zwiekszony przez ko-inkubacje z kwasem
chlorogenowym. Pojedyncze dziatanie kwasu chlorogenowego nie bylo wystarczajgco silne, by wskazaé
wplyw dominujgcy nad CSHT. Niemniej jednak, sieC neuronowa zidentyfikowata kwas chlorogenowy, jako
majacy najwyzsza relewancje 100% dla zmiany w ekspresji receptora acetylocholiny M3 spowodowanej
roztworami wielozwigzkowymi. Jako zwigzek z drugg najwyzszg relewancjg 91%, zidentyfikowano N-metylo-
pirydynium Jednakze, N-metylopirydynium, jako pojedynczy zwigzek, wykazato dziatanie regulujgce w dét
ekspresje receptora acetylocholiny M3. Wyniki te korespondujg z wysokimi wartosciami R dla korelacji obli-
czonych scenariuszy i danych doswiadczalnych. Poniewaz Zaden pojedynczy zwigzek ani petna rekombi-
nacja wszystkich testowanych zwigzkéw nie wykazaty silnego wptywu na ekspresje receptora histaminy H2
lub na receptor acetylocholiny M3 po 10 min, sie¢ neuronowa stuzy jako skuteczne narzedzie do identyfikaciji
dziatah synergistycznych i anty-synergistycznych.

[0085] Odnosnie do transdukcji sygnatu, aktywacja EGRr, Akt1 i EKR1/2 przedstawiaty ré6zny obraz. EGRr
uwazano do tej pory za nasilajacy wydzielanie kwasu zotgdkowego i czesciowo aktywowany przez histami-
ne. Nasze stwierdzenia potwierdzajg te hipoteze. W ten sam sposdb dziata kofeina, kwas chlorogenowy i
C5HT, jak tez petna rekombinacja. Co ciekawe, w poprzednim badaniu, napéj kawowy o duzej zawartosci
kwasu chlorogenowego i kofeiny, ale niskiej N-metylopirydynium, réwniez aktywowat EGFr, ale napoje o wy-
sokim stezeniu N-metylopirydynium nie aktywujg tego receptora. Nastepczy sygnat EGFr obejmuje sygnat
Akt1 i ERK1/2. Uwaza sie, ze Akt1 zwieksza ekspresje H+,K+-ATPazy i zwieksza aktywnos¢ wydzielnicza.
Wszystkie zwigzki, z wyjatkiem histaminy i kwasu chlorogenowego, aktywowaty sygnat Akt1. To samo dzia-
tanie powoduje petna rekombinacja wszystkich zwigzkéw. W przeciwienstwie do tego, ERK1/2, ktéry uwaza
sie za ostro hamujacy wydzielanie zotadkowe, byt aktywowany tylko przez N-metylopirydynium. Dodatkowo,
petna rekombinacja redukowata sygnat ERK1/2 ponizej poziomu kontrolnego. Wykazano, ze cykliczny AMP i
zwigzany z nim czynnik transkrypcyjny, ATF2, nie sg swoiscie zaburzane przez ktorykolwiek z badanych
zwigzkoéw, aczkolwiek histamina zwiekszata wewnatrzkomérkowe stezenia cyklicznego AMP i aktywacje
ATF2. W ten sam sposob dziatato N-metylopirydynium. Poniewaz dziatanie N-metylopirydynium byto racze;j
przeciwwydzielnicze, zwiekszenie pozioméw cAMP i aktywacja ATF-2 mogq by¢ zwigzane ze wzrostem
ekspresji przeciwwydzielniczego receptora somatostatyny. Dodatkowo, kwas chlorogenowy obnizat poziomy
cyklicznego AMP i nie aktywowat ATF-2 i byt ponadto zwigzany ze zmniejszong aktywnos$cig wydzielniczg
komérek HGT-1. Aktywnosé wydzielniczg charakteryzowano przez pomiary wewnagtrzkomérkowego pH i
dosdwiadczenia z komorg Ussinga. Kofeina, katechol i CSHT okazaty sie stymulujgcymi wydzielanie, podczas

gdy kwas chlorogenowy i pirogalol prowadzity do zmniejszania wydzielania. N-metylopirydynium nie wplywa-
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to w ogdle na wewnatrzkomérkowe pH lub na wydzielanie w eksperymentach w komorze Ussinga. Z tego
powodu, wykazato przeciwstawne dziatanie regulacyjne na indukowane kofeing wydzielanie.

[0086] Podsumowujgc nasze stwierdzenia, dziatanie biologiczne pojedynczego zwigzku zawsze moze by¢
inne niz dziatanie tego samego zwigzku w ztozonym roztworze. Nasze badania potwierdzajg hipoteze o sy-

nergistycznych i anty-synergistycznych interakcjach réznych zwigzkow.

Przykitad 3: Analiza iloSciowa NMP i C5HT w prébkach kawy

[0087] Analizowano ilos¢ N-alkanoilo-5-hydroksytryptamidow (C5HT) i N-metylopirydynium (NMP) w szeregu
kaw, majgacych rézny stopien upalenia i r6zng obrobke wstepng. Odnotowano, ze stezenie NMP w napojach
kawowych ro$nie razem ze stopniem upalenia. Stezenie C5HT maleje w napojach kawowych wraz ze stop-
niem upalenia. Kawy odkofeinowane i odwoskowane wykazujg znaczaco nizszg zawartos¢ CS5HT w porow-
naniu do nietraktowanych.

[0088] Analiza ilosciowa

N-alkanoilo-5-hydroksytryptamid (C5HT) i N-metylopirydynium (NMP) oznaczano ilosciowo w probkach ka-
wy. Kody prébek zastgpiono tatwo dostepnymi skrétami dla poprawy przyporzadkowania (Tabela 4).

Tabela 4
Informacje o oznaczeniach analizowanych kaw

Oznaczenie kawy surowej Stopien palenia Skrét
nietraktowana Columbia 50006 50, 80, 110 Skt "nietraktowana Col 5"

Columbia 26902A 50, 80, 110 Skt "nietraktowana Col 2"
odkofeinowana 26902 A+26831 A 50, 80, 110 Skt "odkofeinowana 2+2"
odwoskowana Columbia 50006 50, 80, 110 Skt "odwoskowana Col 5"

Columbia 26902 A 50, 80 Skt "odwoskowana Col 2"

[0089] Do analizy ilosciowej N-alkanoilo-5-hydroksytryptamidéw (C5HT) prébki swiezo przygotowanego
napoju kawowego zmieszano ze znakowanymi deuterem wzorcami wewnetrznymi i rozcienczono metano-
lem po zréwnowazeniu. Ozigbienie i wirowanie dato precypitat brgzowej barwy i zéttawy supernatant, ktéry
wstrzyknieto do uktadu HPLC-MS/MS bez dalszej obrobki. Fig. 16 przedstawia reprezentatywng analize.
Termin ,Skt” i ,stopnie skali, stosuje sie tu jako rownoznaczne.

[0090] Podczas gdy analizowane napoje kawowe wykazywaly zasadniczo te same tendencje w odniesieniu
do stezenia NMP i C5HT w zalezno$ci od stopnia upalenia (w stopniach skali), w napoju odwoskowanym
Columbia 2 (oznaczonym na Fig. 15) przy srednim stopniu upalenia, stwierdzono znacznie zwiekszong
zawartos¢ (+60%) NMP w poréwnaniu do innych prébek. Ta kawa (odwoskowana Col 2, 80 Skt) i jej nietrak-
towany odpowiednik zastosowana byta w eksperymentach z wysyceniem NMP.

[0091] Z danych ilosciowych dla kazdej probki kawy wyliczono bezwymiarowy wspétczynnik, bedacy ilora-

zem stezenia NMP (mg/l) i C5HT (ug/l) x 100. Ten zaproponowany wspotczynnik ma na celu zilustrowanie
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zaleznosci pomiedzy C5HT a NMP w skrécie. Oprocz niniejszych probek, dane dla dostepnych w handlu
kaw, uzyskane w poprzednich badaniach, przedstawiono na Fig. 16 dla celéw poréwnawczych.

[0092] Na podstawie zaproponowanego czynnika mozna zauwazy¢, ze odwoskowana Columbia 2, upalana
w 80 stopniach skali, odstaje od poréwnywanych prébek w szczegdlny sposob. Osiggnieto tu nietypowg
zalezno$¢ pomiedzy stezeniami NMP i C5HT, bez potrzeby nadawania bardzo ciemnego koloru palenia.
[0093] Domieszkowanie N-metylopirydynium do napoju kawowego

Standaryzowane napoje kawowe przygotowano z prébki ,nietraktowanej Columbia 2, 80 Skt” i ,odwoskowa-
nej Columbia 2, 80 Skt”. Roztwér wzorcowy jodku N-metylopirydynium domieszkowano do napoju przygoto-
wanego z odwoskowanej palonej kawy, uzyskujac zawartos¢ NMP +100%, +200% i +300% w odniesieniu do

wyjéciowej zawartosci NMP w mieszaninie. Po liofilizacji probki poddano dalszej obrébce.

Tabela 5

Przeglad stezen NMP w domieszkowanych napojach kawowych

Prébka Dodatek NMP* (mg/l) Koncowe stezenie NMP* (mg/l)
nietraktowana Columbia 2 - 15,4
odwoskowana Columbia 2 - 27,5

29,5 (+100%) 57,0

59,8 (+200%) 87,3

89,3 (+300%) 116,8

Przykitad 4: Wydzielanie protonéw w komérkach zotadka w odpowiedzi na NMP i trygoneline

[0094] Do dwodch wybranych kaw dodano ponizej okreslone rézne ilosci N-metylopirydynium. Ponadto,
scharakteryzowano trygoneling, jako substancje prekursorowg dla N-metylopirydynium, jako jedng substan-
cje, w odniesieniu do jej wptywu na wydzielanie protonéw w ludzkich komérkach Zotadka in vitro.

[0095] Hodowla komdrek

Do doswiadczenh in vitro stosowano linie komérek nowotworowych HGT-1 (linia ludzkich komérek nowotworu
zotadka). Komorki izolowano z pierwotnego guza zoftadka 60-letniego mezczyzny. Linia komorek HGT-1
zostata wyprowadzona przez Dr. Loboisse (Laboratory of Pathological Anatomy, Nantes, Francja) w 1982.
Linia komérkowa rosnie przylegajac i mikroskopowo wykazuje morfologie rombu, charakterystyczng dla
komérek nabtonkowych.

[0096] Linie komdérkowg hodowano w inkubatorze w 37°C i 5% CO,. Wolne od glutaminy podfoze Eagle w

modyfikacji Dulbecco stosowano, jako podtoze hodowli, z dodatkiem:

20% surowicy ptodowej bydlecej
2% penicyliny/streptomycyny
2% glutaminy.
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[0097] Dla zminimalizowania wptywu fizjologicznie aktywnych sktadnikéw surowicy ptodowej bydlecej stosuje
sie rownowazne podtoza do hodowli 24 h przed przeprowadzeniem eksperymentu, ale bez dodatku suro-
wicy. Hodowanie komérek HGT-1 prowadzi sie w butelkach do hodowli komérkowej (75 sz) lub ptytkach do
hodowli komodrkowej (6-studzienkowych, 24-studzienkowych, 6-SNAP-studzienkowych) Liczba komérek
stosowanych do pojedynczego eksperymentu, jak réwniez dalsze szczegdty dotyczace przeprowadzenia
poszczegodlnych eksperymentdw przedstawiono szczegdtowo w odpowiednich czesciach.

[0098] Pomiar wydzielania wewnatrzkomoérkowego pH

Pomiar wewnatrzkomoérkowego pH prowadzi sie za pomocg cytometrii przeptywowej. Wewnatrzkomorkowe
pH poddaje sie Scistej regulacji do zakresu pH 6,8 - 7,4. Wieksze wahania sg kompensowane przez
wewnatrzkomérkowy bufor biatczanowy. Wewnatrzkomérkowe pH mozna stosowacé jako wskaznik transportu
jonéw H* przez btone komérkowa. Transport jonéw H* netto z wnetrza na zewnatrz komorki skutkuje odpo-
wiednio krétkotrwatym wzrostem wewnatrzkomérkowego pH i spadkiem wewnagtrzkomérkowego stezenia
jonéw H'.

[0099] Eksperymenty przeprowadza sie nastepujgco. Komérki HGT-1 sg ptukane ogrzanym wczeéniej PBS i
nastepnie zeskrobane do 5 ml PBS i ponownie zawieszone. Zawiesina jest wzbogacana do 1x10° zywych
komérek na ml i 2 ml kazdej zawiesiny komoérek wprowadza sie do probowek FACS. Teraz komorki wiruje
sie przy 1000 obr./min przez 5 min, supernatant odrzuca sie, osad zawiesza sie ponownie w 2 ml kazdego
ogrzanego uprzednio do 37°C roztworu i inkubuje w 37°C przez 10 min. Po ponownym wirowaniu, probke
roztworu pobiera sie, komérki zawiesza sie ponownie w 2 ml przygotowanego uprzednio 3 uM roztworu
SNARF-AM i wkfada do lodu na 30 min. Roztwér barwigcy usuwa sie przez nowe wirowanie i osad komérek
zawiesza sie ponownie w 1 ml zimnego PBS. Podczas pomiaru FACS probki utrzymuje sie w lodzie. W celu
ustalenia krzywej kalibracyjnej do kazdej probéwki FACS wprowadza sie 500 pl roztworu buforu kalibracyj-
nego (20 mmol/l NaCl, 110 mmol/l KCI, 1 mmol/l CaCl,, 1 mmol/l MgSO,4, 18 mmol/l D-glukoza i 20 mmol/l
HEPES) razem z 1 pl nigerycyny. Dla krzywej kalibracyjnej, dodatkowe trzy probowki wypetnia sie wzbo-
gacong zawiesing komorek i inkubuje z PBS. Po barwieniu SNARF-AM komérki zawiesza sie ponownie w
20 pl zimnego PBS i 5 pl z kazdej z nich wprowadza sie do przygotowanych probdwek kalibracyjnych.
Pomiary przeprowadza sie analogicznie jak dla prébek.

[0100] Wyniki pomiaréw przedstawia sie jako iloraz proporcjonalny (ang. ratiometric quotient) mediany
zliczen dwoch maksymalnych emisji barwnika 580 nm i 640 nm i przelicza sie na wewnatrzkomdrkowe pH,
stosujac krzywg kalibracyjna. Dla przedstawienia wynikow wprowadzono indeks protonéw wewnagtrzkomor-
kowych. Oblicza sie go jako log, ze wzglednego stosunku wewnatrzkomorkowego stezenia jonéw H*
traktowanej prébki do nietraktowanej kontroli. Im nizszy jest ten indeks, tym wiecej protondéw ulegto prze-

mieszczeniu.

[0101] Pomiar wydzielania pradem przeznabfonkowym

Do pomiaru pradu jonowego w pojedynczej warstwie komoérek HGT-1, zastosowano komore Ussinga z firmy
Harvard-Apparatus. Do zapisu pradu i napiecia, stosowano interfejs firmy KMSI. Zasadniczo skfada sie ona z
dwdch przedziatéw, komory wierzchotkowej i podstawnej. Pomiedzy obiema komorami mozna zamocowac
probke tkankowg lub komérki hodowane na specjalnej btonie. Podczas eksperymentéw, w komorze utrzy-
muje sie temperature 37°C dzieki termostatowi. W zestawie eksperymentalnym komorki HGT-1 hoduje sie

na wkitadkach btonowych ze studzienkami SNAP. W przygotowaniu eksperymentu umieszcza 100 000 ko-
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mérek na studzienke. Integralnos¢ pojedynczej warstwy komérek zapewnia sie przez opor przeznabtonkowy,
stosujac komore ENDOHM i kontrole mikroskopowg. Wktadka ze studzienkami SNAP jest umieszczana
miedzy obiema komorami na specjalnej ramce. Podczas pomiaréw, mozliwe jest stosowanie pewnych pra-
déw lub napie¢ za pomocq interfejsu przez dwie elektrody napieciowe i dwie elektrody pradowe (elektrody
AgCl), ktére umieszcza sie po obu stronach wktadki ze studzienkami SNAP. Do pomiaru prgdéw jonowych
wybiera sie ustawienie wartosci modalnej pradu zwarcia (lsc). W tym celu napiecie ustala sie na 0 woltow.
Poniewaz przez aktywny i zalezny od dyfuzji transport fadunku ponad monowarstwg komérek gromadzi sie
potencjat elektryczny, przyktada sie przez elektrody Scisle okreslong ilos¢ pradu, aby uzyskaé potencjat
0 mV. Czestotliwos¢é stosowanego pradu wybiera sie tak, ze gromadzenie potencjatu moze nastgpi¢ w
krétkim czasie. Zatem, zmierzony prad reprezentuje pomiar majacych miejsce zdarzen transportowych. W
celu okre$lenia swoistosci zdarzeh transportowych, stosuje sie pewne inhibitory, dla ktérych znany jest
transporter lub blokowany kanat. W ten sposéb mogg zostaé okreslone transportery lub kanaty jonowe odpo-
wiedzialne za zmiany krzywej pradu po zastosowaniu substanciji, ktorej dziatanie ma by¢ zbadane.

Dla ustawienia eksperymentu w niniejszym badaniu przedmiotem zainteresowania byta aktywno$¢ H+,K+-
ATPazy. Histamina jest fizjologicznym stymulatorem tego wymiennika H+/K+. Farmakologicznym inhibitorem
wigzacym sie selektywnie z czynnosciowg podjednostka tej pompy protonowej jest omeprazol.

[0102] Przygotowanie probki

Dla ustawienia eksperymentu, wybrano Arabica Columbia 2, nietraktowana, 80 stopni skali (Col2) i Arabica
Columbia s2**, odwoskowana, 80 stopni skali (Col2**). Kawy zaparzono standardowymi sposobami. Nastep-
nie Arabica Columbia** zostata wzbogacona 2,95 mg/100 ml, 5,8 ml/100 ml lub 8,93 mg/100 ml N-metylopi-
rydynium. Napoje kawowe liofilizowano do eksperymentéw z hodowlami komérkowymi. Do doswiadczen sto-
sowano kawy w stezeniu 2,5 mg/ml buforu fosforanowego.

[0103] Dla charakteryzowania trygoneliny, zastosowano stezenie zgodne z "Lehrbuch der Lebensmittel-
chemie" (497 yM). Histamine we wszystkich eksperymentach stosowano w stezeniu 1 mM.

[0104] Wszystkie substancje i liofilizaty kawy przygotowywano w buforze fosforanowym (PBS).

[0105] Wplyw wzbogaconych kaw na wydzielanie

Komaérki HGT-1 mozna byto istotnie stymulowa¢ histaming w poréwnaniu do kontroli (-0,38+0,06; p<0,001).
Testowane kawy wykazywaty catkowicie ostabiony potencjat wydzielniczy w poréwnaniu do komérek stymu-
lowanych histaming. Col2 (-0,21+0,02) stymulowata aktywnos$¢ wydzielniczg znaczaco silniej w poréwnaniu
do Col2** (0,09+0,03) (p<0,05). Kawy Col2**, wzbogacone w N-metylopirydynium, wykazywaty stabsze
dziatanie niz Col2. 3-krotne wzbogacenie w N-metylopirydynium (+8,93 mg/100 ml) Col2** powodowato istot-
nie (p<0,001) stabszg aktywnos$¢ wydzielniczg (0,19+0,03) w poréwnaniu do Col2**. Jednakze, wzbogacenie
Col2** 5,98/100 ml w N-metylopirydynium powodowato juz istotnie nizsze wydzielanie (0,03+0,01) w
poréwnaniu do Col** (p<0,05) (Fig. 17).

[0106] Doswiadczenie z hodowlami komdrkowymi i kawami, wzbogaconymi w N-metylopirydynium moga
potwierdzi¢ hamujacy wptyw N-metylopirydynium na potencjat wydzielniczy napojow kawowych. Dodatkowo,
mozna wykazac, ze traktowanie Col2 powodowato stabszy potencjat wydzielniczy powstatego produktu

Col2** w poréwnaniu do produktu wyjsciowego.
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[0107] Wplyw trygoneliny na wydzielanie

N-metylopirydynium jest wytwarzane przez pirolityczng dekarboksylacje trygoneliny. W konsekwenciji,
przedstawiono dziatanie pojedynczej substancji trygoneliny na aktywnos¢ wydzielnicza komorek HGT-1.
Histamina stymulowata wydzielanie istotnie (-0,67+0,06; p<0,001). Inkubacja z trygoneling powodowata
istotnie zmniejszong aktywnos¢ wydzielniczg w poréwnaniu do kontroli (0,46+0,04; p<0,001) (cf. Fig. 18).
[0108] Doswiadczenie dotyczace zaleznego od stezenia dziatania trygoneliny wykazato istotny zwigzek.
Stopniowy spadek dziatania hamujgcego trygoneliny mozna wykazaé dla zakresu stezen od 4970, 497, 49,7,
4,97 uM. IPX zmniejszat sie od 0,7 po traktowaniu komoérek najwyzszym stezeniem 4870 yM do -0,4 po
traktowaniu stezeniem 4,97 yM (Fig. 19).

[0109] Hamujacy wplyw trygoneliny na wydzielanie w poréwnaniu do kontroli mozna réwniez potwierdzi¢ w
dos$wiadczeniu w komorze dyfuzujnej. Po zastosowaniu 497 uM roztworu trygoneliny, prad zwarcia zmniej-
szyt sie z +2 pA/cm2 do -25 pA/cmZ. W przeciwienstwie do tego, N-metylopirydynium, jako pojedyncza sub-

stan cja, nie miato wykrywalnego dziatania na prad zwarcia (Fig. 20).

Zastrzezenia patentowe

1. Sposdb wytwarzania ekstraktu wzbogaconego w N-metylopirydynium (NMP) z materiatu organicznego

zawierajgcego trygoneline, przy czym sposoéb ten obejmuje nastepujace etapy:

(a) odwoskowanie materiatu organicznego zawierajgcego trygoneline;

(b) palenie materiatu organicznego zawierajgcego trygoneling;

(c) traktowanie palonego materiatu organicznego zawierajacego trygoneling gorgcg wodg w celu
uzyskania wodnego ekstraktu; i

(d) dodanie NMP do wodnego ekstraktu.

2. Sposéb wedtug zastrzezenia 1, w ktéorym stopien upalenia materiatu organicznego zawierajgcego

trygoneline po paleniu w etapie (b) wynosi co najmniej 50 stopni skali.

3. Sposéb wedtug zastrzezenia 1 lub 2, w ktérym do ekstraktu wodnego w etapie (d) dodaje sie co najmniej
2,95 mg/100 mi NMP.

4. Sposob wedtug dowolnego z zastrzezen 1 do 3, w ktérym koncowy ekstrakt wzbogacony w NMP zawiera

co najmniej 23 mg/l NMP.

5. Sposdb weditug dowolnego zastrzezen 1 do 4, w ktorym stosunek NMP/N-alkanoilo-5-hydroksytryptamid

(C5HT) x 100 w koncowym ekstrakcie wzbogaconym w NMP wynosi co najmniej 100.

6. Sposéb wedtug dowolnego z zastrzezen 1 do 5, w ktérym materiat organiczny zawierajacy trygoneling jest

wybrany z grupy obejmujacej kawe, w szczegdlnosci Coffea arabica, Coffea canephora, Coffea spp., i

32



EP 2 442 667 B1

Psilanthus spp., cztonkéw Fabaceae, w szczegodlnosci Pisum sativum, Glycine max, Phaseolus vulgaris,
Lens culinaris, Cicer arietinum i Trigonella foenum-graecum, cztonkéw Chenopodiaceae, w szczegdlnosci

Chenopodium quinoa, i cztonkéw Poaceae, w szczegdlnosci Avena sativa.

7. Sposéb wedtug dowolnego z zastrzezen 1 do 6, w ktérym materialem organicznym zawierajgcym

trygoneline jest Coffea arabica, provenience Columbia lub Coffea arabica, provenience Brazil.
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ODNOSNIKI CYTOWANE W OPISIE

Liste cytowanych przez zgtaszajgcego odnosnikdw zamieszczono jedynie dla wygody czytajgcego. Lista ta
nie stanowi cze$ci dokumentu patentu europejskiego. Mimo ze dotozono najwiekszej starannosci przy jej
zestawieniu, nie mozna wykluczy¢ btedéw lub przeoczen i EPO nie ponosi zadnej odpowiedzialno$ci w tym
wzgledzie.

Literatura niepatentowa cytowana w opisie

* EHRLICH A ; BASSE H ; HENKEL-ERNST J ; HEY
B : MENTHE J ; LUCKER PW. Effect of differently
processed coffee on the gastric activity difference
and intragastric pH in healthy voluntesrs. Methods
Find Exp Clin Pharmacol, 2008, vol, 20, 155-161
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54



	Dane Bibliograficzne

	Opis

	Zastrzeżenia

	Rysunki

	Cytowania


