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Polyfenolit ovat kaikissa kasvilajeissa ja niiden kaikissa osissa esiintyva laaja erikoistuneiden
metaboliittien ryhma yhdisteita, joita on tunnistettu tuhansia erilaisia. Viimeisen vuosikymmenen aikana
polyfenolit ovat olleet tutkimuksen mielenkiinnon kohteena, silld niilld on paljon terveyttd edistavia
ominaisuuksia. Polyfenoleilla on havaittu esimerkiksi syopad, Alzheimeria ja diabetesta ehkaisevia seka
hoitavia vaikutuksia.

Polyfenolien hyotykaytolle on ilmaantunut my6s haasteita, joista suurin on niiden osittainen
epéstabiilisuus. Rakenteesta riippuen, ne voivat hapettua tai hajota altistuessaan esimerkiksi valolle,
lammolle, hapelle tai metalli-ioneille. Polyfenoleja voidaan stabiloida polymerisoimalla niita joko
itsensé tai jonkin toisen linkkeriyksikdn kanssa. Tall6in niistd voi tulla paitsi pysyvampia niin myoés
la&ketieteellisesti aktiivisempia.

Erilaisia  synteettisia ~ polyfenolien  polymerisaatiotekniikoita ~ ovat  esimerkiksi
vaiheittaiskasvupolymerisaatiot, joissa polyfenolimonomeereja Kkiinnitetddn yksitellen toisiinsa
kondensaatioreaktiolla kéyttden esimerkiksi aldehydid linkkerind ja entsyymikatalysoidut
polymerisaatiot, joissa esimerkiksi hapetus-pelkistysreaktioita katalysoiva entsyymi helpottaa
fenoksiradikaalien muodostumista, mika johtaa polyfenolien polymerisaatioon.

Polyfenoliset polymeerit ovat osoittaneet parantuneita ladketieteellisid aktiivisuuksia
monomeereihinsd verrattuna, mutta paljon tutkittavaa on vield jéljellda polyfenolien ja
polymerisaatiotekniikoiden moninaisuuden takia.

Avainsanat: erikoistuneet metaboliitit, kondensaatioreaktiot, polyfenoli, polymerisaatio, synteesi
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1 Lyhenteet

AIBN
DMF
DMSO
EDAC
EGDMA
EGCG
HA

HRP
MAA
NIPAAmM
PCL
ROS
THF

XO

Atsobisisobutyronitriili

Dimetyyliformamidi

Dimetyylisulfoksidi
1-etyyli-3-(3-dimetyyliaminopropyyli)karbodi-imidi
Etyleeni-glykoli-dimetaklyraatti
Epigallokatekiinigallaatti

Hyaluronihappo

Piparjuuren peroksidaasi (eng. horseradish peroxidase)
Metakryylihappo

Propyyliakryyliamidi

Polykaprolaktoni

Reaktiivinen happiradikaali (eng. reactive oxygen species)
Tetrahydrofuraani

Ksantiinioksidaasi



2 Johdanto

Polyfenolit ovat ryhmé orgaanisia molekyyleja, joissa esiintyy useampi kuin yksi fenolinen
ryhmé&. Ne voidaan jakaa muun muassa tanniineihin, flavonoideihin ja fenolisiin happoihin,
joista flavonoidit ovat laajin ryhmad. Y1i 8000 erilaista polyfenolista yhdistettd on tunnistettu eri
kasvilajeista [1]. Kasvit tuottavat polyfenoleja erikoistuneina (sekundaarisina) metaboliitteina
ja hyodyntavat niitd esimerkiksi suojautuakseen UV-séteilylta ja biologisilta uhilta, kuten
bakteereilta ja elaimiltad. Polyfenoleja esiintyy kaikissa kasvinosissa, kuten juurissa, rungossa
ja lehdissa [2]. Polyfenolit ovat merkittdva osa niin ihmisten kuin eldintenkin ruokavaliota [3].
Esimeriksi marjat, vihannekset, hedelmat ja teet tunnetaan hyvin polyfenolirikkaina [2].
Polyfenolit ovat olleet tutkimuksen mielenkiinnon kohteena viimeisen vuosikymmenen ajan,
silld ne ovat osoittaneet paljon terveytta edistdvia ominaisuuksia niin osana ruokavaliota kuin
laakekehityksessékin  niiden  antioksidanttisten, antibakteeriallisten ja antiviraalien
ominaisuuksien takia. Tutkimukset ovat osoittaneet, ettd kasvien polyfenoleita runsaasti
sisdltdva ruokavalio auttaa ennaltaehkéisemaan syopia seké syddmen ja hermoston toimintaan
liittyvid tauteja. Polyfenolit ovat tdmén lisaksi osoittaneet potentiaalia edelld mainittujen tautien
hoidossa ladkeaineina. Ne ovat my0ds kestavan kehityksen kannalta lupaava tutkimuskohde,
sill& ne ovat riittoisa ja nopeasti uusiutuva luonnonvara. [1]

On myos todettu, ettd polyfenolit inhiboivat ksantiinioksidaasia (XO) ja muita
entsyymejd, jotka muodostavat reaktiivisia happiradikaaleja (ROS). ROS:t ovat tarkeita useissa
biologisissa ja biokemiallisissa prosesseissa, mutta niiden liikatuotanto ruumissa voi johtaa
hapettumisstressiin, joka puolestaan voi vahingoittaa lipideja, proteiineja ja DNA:ta [4]. Tama
vahinko aiheuttaa muun muassa sydan- ja verisuonitauteja, syOpéa, diabetesta ja reumaa.
Erityisesti aivot ovat hyvin herkat hapettumisstressille, joka johtaa hermostollisiin sairauksiin,
kuten Alzheimeriin, Parkinsoniin ja kognitiivisiin oireisiin iakkailla ihmisill& [5].

Polyfenolien sovellutuksessa on kuitenkin haasteensa, silla ne ovat hyvin epastabiileja
yhdisteitd. Ne ovat erittdin herkkid reagoimaan altistuessaan muun muassa valolle, lammodlle,
emaksisyydelle, hapelle tai metalli-ioneille, mik& johtaa niiden pilaantumiseen [2]. Erilaisia
menetelmid on kuitenkin kehitetty stabiloimaan ja parantamaan polyfenolien ladketieteellisia
ominaisuuksia. Tassa tutkielmassa esitellaan erilaisia polyfenolien synteettisid polymerisaatio-
ja stabilointimenetelmid niiden ominaisuuksien parantamiseksi sekd pohditaan ndiden

menetelmien mahdollisuuksia ja haasteita niiden sovellutuksessa.



3 Polyfenolien kemiaa

Polyfenolit ovat kemiallisesti laaja ja monipuolinen ryhma molekyylejd, jotka koostuvat
kahdesta tai useammasta bentseenirenkaasta, jossa on kiinni véhintaan yksi hydroksyyliryhma.
Néissd fenolisissa ryhmissé on yleensa kiinnittyneend orgaanisia happoja ja sokereita, jotka
voivat olla konjugoituneita [2]. Luonnossa esiintyvat fenoliset yhdisteet vaihtelevat
yksinkertaisista, yksirenkaisista fenolisista hapoista erittdin polymerisoituneisiin yhdisteisiin,
kuten tanniineihin [3]. Kuvassa 1 on esitetty kversetiini ja kahvihappo esimerkkeind
yksinkertaisten fenolisten yhdisteiden rakenteista. Kversetiini kuuluu flavonoidien laajaan

ryhmaén ja kahvihappo on fenolinen happo.
OH
HO 0 O OH
O OH
OH O8N OH

OH O OH

kversetiini kahvihappo

Kuva 1. Kversetiini ja kahvihappo esimerkkeina fenolisten yhdisteiden rakenteista.

Polyfenolien rakenne vaikuttaa niiden stabiilisuuteen ja aktiivisuuteen. Merkittavin tekija
niiden reaktiivisuudessa on hydroksyyliryhmat. Mitd enemman ja lahempand toisiaan
hydroksyyliryhmat ovat bentseenirenkaassa, sita reaktiivisempi ja epéstabiilimpi polyfenoli on.
Polyfenolit voivat hapettua spontaanisti happirikkaissa olosuhteissa, jolloin muodostuu
peroksideja ja vetyperoksideja. Hydroksyyliryhmien maard vaikuttaa myos tdhén. Spontaani
hapettuminen vahentdd polyfenolien pitoisuutta ja bioaktiivista hyotysuhdetta sekd johtaa
niiden rakenteen pilaantumiseen. [6]

Parantaakseen polyfenolien la&ketieteellisia ominaisuuksia, polyfenoleja voidaan
polymerisoida ja stabiloida useita erilaisia reaktiota hyodyntéen [2]. Yksi ajankohtainen, laaja
ja kiinnostava menetelmd on polyfenolien polymerisaatio erilaisia synteeseja hyddyntéen.
Seuraavaksi tassé tutkielmassa esitellddn erilaisia polyfenolien polymerisaatiosynteeseja ja

arvioidaan niiden hyo6tyja ja haittoja niiden sovellutuksessa.



4 Polyfenolien polymerisaatio

4.1 Step-growth-polymerisaatio

Step-growth-polymerisaatiolla tarkoitetaan synteesimenetelmad, jossa polyfenolimonomeereja
linkitetd&n yhteen yksi kerrallaan. Seuraavaksi tutkielmassa esittelldadn kaksi erilaista step-
growth-polymerisaatiomenetelmaa: aldehydikondensaatiot ja glyseroli-
diglysidyylieetterikondensaatiot, joita pidetdén merkittdvimpina step-growth-

polymerisaatiotekniikoina polyfenoleille [7].

4.1.1 Aldehydikondensaatio

Alkuperaiset tutkimukset polyfenolien polymerisaatiosta aldehydikondensaatiolla suoritettiin,
kun yritettiin tutkia oligomeerien ja polymeerien muodostumista viinissa. Fulcrand et al.
kayttivat nestekromatografiaa ja massaspektrometria havainnollistamaan polyfenolien ja
asetaldehydin vélistd reaktiota etikkahappoliuoksessa [8]. Reaktiomekanismi on esitetty
kaaviossa 1. Ensimmainen askel on asetaldehydin protonaatio, joka muodostaa karbokationin,
johon flavanoli hyokkaa nukleofiilisesti. Vesimolekyyli katoaa muodostuneesta
etanoliadduktista luodakseen uuden karbokationin. Seuraavaksi toinen flavanoli hyokkaa tahan
karbokationiin, jolloin muodostuu dimeeri. Polymerisaatio jatkuu pidemmalle samankaltaisesti.
Tama reaktiomekanismi on hyvin samankaltainen jo hyvin tunnettuun happokatalysoituun
reaktioon formaldehydin ja fenolisten yhdisteiden valilla, jolloin muodostuu novolak hartseja,
jotka ovat myd6s fenolisia polymeerejd. Reaktioiden valinen ero on se, ettd novolak hartsien
reaktiossa fenolisia yhdisteitd on ylimaara formaldehydiin verrattuna, kun taas esitetyssa
flavanolien polymerisaatioreaktiossa asetaldehydia on ylimaara (50 : 1). Uskotaan, etta

aldehydin ylijadma suosii kondensaatioreaktiota, jolloin onnistutaan valttymadn sivureaktioilta.

[7]



Kaavio 1. Flavanolin polymerisaatioreaktion mekanismi, jaljitelty lahteesta [8].

Synteesi on toistettu kayttdaméalld wuseita eri aldehydeja syntetisoimaan erilaisia
katekiinipolymeereja Kim et al. toimesta [9]. Muun muassa asetaldehydia, glyoksyylihappoa,
puryvaattialdehydié ja orto- seka parahydroksybentsaldehydia kutakin kokeiltiin polymeerien
muodostamiseksi etikkahappoa tai suolahappoa katalyyttina kayttden. Kaikkia polymeereja
syntetisoitiin onnistuneesti korkeilla 71-94 % saantoprosenteilla (korkein saanto katekiinin ja
asetaldehydin kanssa). Saavutetut molekyylipainot vaihtelivat 1700-3700 Da valilla.
Polymeerit liukenivat hyvin asetoniin, metanoliin, DMF:4&n, DMSO:hon, THF:&&n ja
NaOH:iin, mutta ei veteen. Kaikkien tat4 mekanismia hyddyntéen valmistettujen polymeerien
hapetusaktiivisuus oli merkittdvasti parempi katekiiniin verrattuna. Polymeerit osoittivat

potentiaalia Alzheimerin, sy6van ja skleroderman hoitamisessa. [10]

4.1.2 Glyseroli-diglysidyylieetterikondensaatio



Toinen onnistunut menetelmd  step-growth-polymerisaatiossa on glyseroli-
diglysidyylieetterikondensaatio.  Sahiner polymerisoi  kversetiiniad kayttden glyseroli-
diglysidyylieetteria komonomeerind. Synteesi suoritettiin mikroemulsiossa, jossa kaytettiin
lesitiinid tensidind ja sykloheksaania orgaanisena faasina. Tassd reaktiossa glyseroli-
diglysidieetterin epoksiryhmét reagoivat kversetiinin fenolistetn ryhmien kanssa linkittden
monomeerit toisiinsa. Reaktio on esitetty kaaviossa 2. [11]

Kaavio 2. kversetiinipolymeerin reaktioyhtald, jaljitelty lahteesta [11].

Syntetisoidut  kversetiinipolymeerit ~ osoittivat  antioksidanttista  aktiivisuutta  seka
antibakteriaalisia vaikutuksia yleisia bakteereja, kuten Bacillus subtilisa ja E. colia vastaan.
Sahiner kaytti samaa tekniikkaa syntetisoimaan polymeerejé rutiinista [12] ja parkkihaposta
[13]. Tuotteet osoittivat jalleen seka antioksidanttista ettd antibakteeriallista aktiivisuutta. Ne
olivat myos stabiilimpia altistuessaan korkeille lampétiloille. Esimerkiksi polykversetiini alkoi
hajota vasta 320 C:ssa vapaan kversetiinin hajotessa jo 100 ‘C:ssa. Liséksi tutkimuksessa
selvitettiin, ettd polyparkkihappo oli yhtd tehokas kuin sisplatiini tiettyja sydpéasoluja vastaan.
Molemmat tdssé tutkimuksessa valmistetut polymeerit osoittivat myos tehokasta kykya
ld&keaineiden vapauttamisessa.

Tassd tutkimuksessa valmistettu polyparkkihappo voisi tulevaisuudessa olla hyvé
vaihtoehto sisplatiinille syépahoidoissa kestavan kehityksen kannalta, silld sisplatiini siséltda
platinaa, joka on hyvin harvinainen metalli ja uusiutumaton luonnonvara, kun taas
parkkihappoa valmistetaan luonnossa uusiutuvista materiaaleista. Liséksi kaikkien
valmistettujen  polyfenolipolymeerien uskotaan olevan tulevaisuudessa mahdollisia

sovellettavia ladkeaineita ja niitd tutkitaan ja kehitetdan edelleen [11].
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4.2 Entsyymikatalysoidut polymerisaatiosynteesit

Entsyymikatalysoidut synteesit makromolekyylien muodostamiseksi ovat hyvin yleisia
luonnossa ja niihin sisaltyy muun muassa nukleiinihappojen, proteiinien ja polysakkaridien
ilmenemiseen ovat

[14].
oksidoreduktaaseja on kéaytetty valmistamaan polymeerejé eri polyfenoleista, kuten piparjuuren

synteeseja [7]. Merkittdvin entsyymiluokka ndiden synteesien

oksidoreduktaasit, jotka katalysoivat hapetus-pelkistysreaktioita Muutamia

peroksidaasia (HRP, horseradish peroxidase), soijapavun peroksidaasia, lakkaasia ja
Taulukkoon 1 on Kkerdtty entsyymikatalysoituja fenolisten yhdisteiden

[15—24].
tulevaisuudessa myrkytén vaihtoehto

tyrosinaasia.

polymerisaatiosynteesejad  ja  niiden  tuloksia Entsyymikatalysoitujen

polymerisaatioreaktioiden on oletettu olevan

polymerisoida fenolisia yhdisteita ilman formaldehydia [25].

Taulukko 1. Entsyymikatalysoidut polymerisaatiot. EGCG = epigallokatekiinigallaatti, HRP =

piparjuuren peroksidaasi, XO = ksantiinioksidaasi

Oksidoreduktaasit katalysoivat polyfenolien polymerisaatiota helpottamalla fenoksiradikaalien
muodostumista. Useimpien oksidoreduktaasien keskelld sijaitsee matalassa hapetustilassa
oleva metalli. Esimerkiksi HRP:ss& on rauta(lll)-ioni ja tyypillisessa entsyymikatalysoidussa
polymerisaatiossa vetyperoksidi hapettaa sen rauta(lV):ksi, jolloin muodostuu positiivisesti
varautunut radikaali. Tamé& radikaali puolestaan vie polyfenoliryhméltd yhden vedyn

muodostaen fenoksiradikaalin. [14]

Fenolinen yhdiste Entsyymi Molekyylipaino (Da) |Laaketieteellinen soveltuvuus |Viite
Katekiini HRP 14 000JAntioksidantti, XO-inhibiittori 15
Taksifoliini Bilirubiinin oksidaasi 2 800JAntioksidantti 16
Kversetiini, kemferoli Lakkaasi, tyrosinaasi -|Antioksidantti 17
Rutiini Lakkaasi 10 000JAntioksidantti 18
Kversetiini HRP 14 000)LDL-oksidaatio, XO-inhibiittori 19
Katekiini Lakkaasi 3 000} Antioksidantti, XO-inhibiittori 20
Kversetiini, rutiini,

daidzeiini, Piparjuuren tai soija-

5,6,4-trihydroksyisoflavonipavun peroksidaasi 4000 - 12 000|LDL-oksidaatio inhibiittori 21
EGCG Lakkaasi 4 200]Antioksidantti, XO-inhibiittori 22
Katekiini, vihrea tee -uute JHRP -|Antimikrobinen 23
Kversetiini, parkkinappo* [JLakkaasi -|Antioksidantti 24
*Ei tuottanut polymeereja
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Muutamia polyfenoleja polymerisoitiin talla menetelmalld kdyttden HRP:t& ja lakkaasia
katalyytteind. Polymerisoidut polyfenolit olivat katekiini [20], rutiini [18] ja EGCG [22].
Polykatekiini oli niukkaliukoinen veteen, mutta hyvin liukeneva DMF:dan, DMSO:hon,
pyridiiniin ja NaOH:iin. Muiden polymeerien liukenemista ei tutkittu. Kaikki polymeerit
osoittivat kuitenkin hyvéd XO-inhibitioaktiivisuutta monomeereihinsa verrattuna. Taman
lisdksi lakkaasilla katalysoidut polykatekiini ja polyrutiini osoittivat inhiboivia vaikutuksia
low-density lipoproteiinien hapetuksessa.

My6s  parempia  antioksidanttisia  aktiivisuuksia  havaittiin  useista  eri
entsyymikatalysoiduista polyfenolisista polymeereistda kuten kversetiinin, taksifoliinin ja
kemferolin polymeereistd niitd verrattaessa vastaaviin monomeereihin. Lisaksi HRP-
katalysoitu polykatekiini demonstroi antimikrobisia ominaisuuksia. Myds tanniinihappoa
yritettiin polymerisoida kayttéen lakkaasia katalyyttind mutta tanniinihappopolymeerien sijaan
tanniinihappo  depolymerisoitui, muodostaen  gallushappoa,  gallushappodimeereja,
gallushappoesterdityé glukoosia ja glukoosia. [24]

Entsyymikatalysoidut polymerisaatiot ovat siis monipuolisia ja myrkyttdmia synteeseja,
joissa myods tuotteen molekyylipainoa on suhteellisen helppo séadelld lisadmalla
reaktioseoksiin haluttu mé&aré polymerisoitavaa polyfenolia [25]. Liséksi polymeerit jalleen
osoittivat potentiaalia ladketieteellisissé sovelluksissa.

4.3 Polyfenolien konjugointi amidaatiolla ja esterdinnilla

4.3.1 Polyfenolien konjugointi kitosaaniin

Karbodi-imideja (RN=C=NR’) on pitk&&n kéytetty kaynnistdimain karboksyylihappojen
esterdinti- ja amidaatioreaktioita [26, 27]. Useat tutkimusryhmét ovat kayttadneet karbodi-
imideja konjugoimaan fenolisia happoja niiden karboksyyliryhmistd parantaen niiden
antioksidanttisia ominaisuuksia. Esteri- ja amidikonjugoinnissa polyfenolipolymeereja ei
muodosteta liittdmélla polyfenoleja toisiinsa niin kuin aiemmin esitetyissa menetelmissd, vaan
polyfenolimonomeerit liitetddn polymeeriketjuun, esimerkiksi kitosaaniin [28]. Kaaviossa 3 on
esitetty tyypillinen karbodi-imidiavustettu fenolisen hapon (kahvihappo) konjugaatio
kitosaaniin ensin kiinnittamalla 1-etyyli-3-(3-dimetyyliaminopropyyli)karbodi-imidi (EDAC)
kahvihappoon esterginnilla ja sen jélkeen konjugoimalla kahvihappo kitosaaniin amidaatiolla.
Aytekin et al. [28] syntetisoivat alla esitetyn kitosaani-kahvihappopolymeerin télla

menetelmalld parantaakseen kahvihapon antioksidanttiaktiivisuutta.
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Kaavio 3. kitosaani-kahvihapon esterdidyn polymeerin reaktio EDACin avulla.[28] EDAC = 1-etyyli-3-
(3-dimetyyliaminopropyyli)karbodi-imidi.

4.3.2 Resveratrolin konjugaatio polykaprolaktoniin

Li et al. [29] kiinnittivat kaasufaasireaktion avulla kovalenttisesti akryylihappoketjuja
huokoiseen polykaprolaktoniketjuun (PCL). Té&maén jalkeen EDACIn avulla aktivoitiin
resveratrolin ~ fenoliryhmén  pariutuminen akryylihapon  karboksyyliryhman  kanssa
esterditymalld. Alifaattinen esterilinkitys mahdollisti resveratroliosan vapautumisen in vivo
sovelluksissa, kuljettaen runsaasti polyfenoleja kohdekudokseen.

Reservatroli-PCL-ketjua testattiin kymmenessé urosrotassa. Rotat olivat 12-viikkoisia,
painoivat noin 500 g ja olivat numeroitu satunnaisesti 1-10. Rotat puudutettiin ja niiden
kalloluihin tehtiin kaksi halkaisijoiltaan 5 mm:n murtumaa. Rottien 1-5 vasemmat murtumat
taytettiin huokoisella PCL:11& ilman resveratrolia ja oikeat resveratroli-PCL:Il4. Rotille 6-10
tehtiin sama, mutta toisin péain. PCL:aa ilman resveratrolia vasempaan ja resveratroli-PCL.:4a
oikeaan murtumaan. Kaikki rotat tapettiin kahdeksan viikon kuluttua ja niiden kalloluut

kerattiin. Kaikki kokeessa ké&ytetyt rotat pysyivat hyvéassa kunnossa, eivétkd karsineet
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leikkauksen jalkeisista haavoista. Kaikki murtumat, joihin oli laitettu resveratroli-PCL-
implantti, demonstroivat huomattavasti korkeampia rontgensateilytiheyksid, osoittaen
parempaa hoitoa murtumille. Reservatroli-PCL-ketjun synteesi on myds esitetty kaaviossa 4.
[29]

OH
Kaavio 4. resveratroli-PCL-polymeeri [29]. EDAC = 1-etyyli-3-(3-dimetyyliaminopropyyli)karbodi-imidi,
PCL = polykaprolaktoni.

Reaktiotuote B on epdtodenndkdisempi  bentseenirenkaassa  sijaitsevan  toisen
hydroksyyliryhmé&n muodostaman steerisen esteen takia.

Polyfenolien konjugaatio orgaanisiin polymeereihin on my6s lupaava ja monipuolinen
tekniikka  tehostaa  polyfenolien  ladketieteellistd  potentiaalia.  Polymeeri-  ja
polyfenolivaihtoehtoja on useita muodostaen useita erilaisia mahdollisuuksia erilaisille
polymeereille. Lis&dksi ndmakin tuotteet ovat osoittaneet parempaa stabiilisuutta vapaisiin

monomeereihinsa verrattuna.
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4.3.3 HA-EGCG-hydrogeelin valmistus amidaatiolla ja HRP-entsyymikatalyysilla

Lee et al. [30] valmistivat etyyliamiinilinkitetyn EGCG-dimeerin ja konjugoivat sen
hyaluronihappoon (HA) amidaatiolla kayttéen EDACIia ja N-hydroksisukkinimidia
kondensoivina aineina. Tdman HA-EGCG-konjugaatin huomattiin auto-oksidoituvan, jolloin
muodostuu vetyperoksidia, joka katalysoi HRP:n entsyymireaktiota. Talloin reaktioon ei
tarvinnut lisata vetyperoksidia, silla auto-oksidaatiossa muodostunut vetyperoksidi riitti hyvin

HRP:n reaktion katalysoimiseen, jolloin muodostui hydrogeeli. Tuote on esitetty kuvassa 3.

Hyaluronihappo

[ oH OH | o:<

O\\ O/\/\ ‘ \\l//\\/\O\/O
OH OH r
) ()
HO/QT/\OH Ho/\f7\OH
OH OH
EGCG EGCG

Kuva 3. HA-EGCG-konjugaatti (hyaluronihappo-epigallokatekiinigallaatti-konjugaatti), jaljitelty
l&hteesta [30]. EGCG = epigallokatekiinigallaatti, HA = hyalyronihappo.

Taman HRP-katalysoidun HA-EGCG-hydrogeelin  stabiilisuutta testattiin  in  vivo
tutkimuksessa. Perati 42 paivan jalkeen tuotteen injektiosta kohdesoluun, se oli séilyttanyt l&hes
100 % massastaan, kun taas aiemmin tutkittu HA-EGCG-hydrogeeli ilman HRP-katalyysié oli
menettédnyt massastaan 72 % tassé ajassa. [30]

Taméa tutkimus osoittaa jéalleen polyfenolien stabiilisuuden parantumisen niita

polymerisoidessa ja sen, ettd mahdollisia tekniikoita valmistaa erilaisia polymeereja on erittain
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monia. Lisaksi tassé tutkimuksessa yhdistettiin kaksi tassé tutkielmassa esittdmaani tekniikkaa,

amidaatio ja entsyymikatalyysi.

4.4 Vapaaradikaalipolymerisaatio

Kahta perinteistd polymerisaation k&aynnistajad, atsobisisobutyronitriilia (AIBN) ja
askorbiinihapon sek& vetyperoksidin liuosta, on kéytetty kopolymerisoimaan polyfenoleja
muiden monomeerien kanssa [7]. Kopolymeerilla tarkoitetaan sellaista polymeerid, jossa kahta
tai useampaa erilaista monomeerid on kiinnittynyt toisiinsa ketjuksi. Téssa tapauksessa
valmistetaan siis polyfenolisia polymeerejé yhdistaméall& niita monomeereihin, jotka eivat ole
polyfenoleja. Esimerkiksi metakryylihappoa (MAA) kaytetddn usein yhtend komonomeerina
muiden komonomeerien, kuten etyleeni-glykoli-dimetakrylaatin (EGDMA) ja N-iso-
propyyliakryyliamidin (NIPAAmM) kanssa [31]. Nama komonomeerit lisadvét ristisitoutumista.

Taulukossa 2 on listattu polymeerejd, joita on syntetisoitu vapaalla radikaalipolymerisaatiolla.

Taulukko 2. Vapaalla radikaalipolymerisaatiolla syntetisoidut kopolymeerit [31-35]. AIBN =
atsobisisobutyronitriili, EGDMA = etyleeni-glykoli-dimetaklyraatti, MAA = metakryylihappo, NIPAAmM =
propyyliakryyliamidi.

Polyfenoli Komonomeeri Kaynnistaja Molekyylipaino (Da) |Ladketieteellinen sovellus Viite

Kversetiini MAA AIBN 71000 Syopaa ehkaiseva 35
Ferulahappo MAA/EGDMA AIBN - Antioksidantti 34
Katekiini, kversetiini |MAA/NIPAAM/EGDMA  |AIBN - Antioksidantti, hydrogeeli 31
Ferulahappo MAA Askorbiinihappo/H,0, |- Antioksidantti, antimykoottinen 32
Kversetiini MAA Askorbiinihappo/H,0, |- Syopaa ehkaiseva 33

Ensimmaisid polyfenolien polymerisaatioita vapaalla radikaalipolymerisaatiolla suoritettiin
ferulahapolla, jolla on polymerisoitava styreeninen sidos (esimerkki kuvassa 3) [32].
Myodhemmin kuitenkin on alettu hyddyntdmaan polyfenoleita, joilla ei ole kaksoissidoksia,
erityisesti flavonoideja, katekiinida ja kversetiinid. Uskotaan, ettd flavonoidit kiinnitetadn

kasvaviin polymeeriketjuihin flavonoidien A-renkaan asemiin 6 ja 8 (vertaa kuva 4) [7].

O
O X

HO
styreeni ferulahappo

Kuva 3. Styreenin ja ferulahapon rakenteet. Styreeninen sidos korostettu punaisella varilla.
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Kuva 4. Flavonoidien numerointijarjestelma.

Myo6s kolmitoiminen nanokomposiitti on valmistettu kversetiinin ja MAA:n vapaalla
radikaalipolymerisaatiolla hiilinanoputkien ymparilla [33]. Komposiitti sailytti kversetiinin
antioksidanttiset ominaisuudet. Samalla se myds osoitti parempia syOpdd ehkaisevia
ominaisuuksia kversetiinimonomeeriin ja oli myrkyton terveille soluille.

Vapaalla radikaalipolymerisaatiolla on valmistettu myds polyfenolikonjugaatteja. Myods
naissa vapaaradikaalipolymerisaatioreaktioissa useimmiten kaytetaan
askorbiinihappo/vetyperoksidia reaktion k&ynnistajana. Talla tekniikalla polyfenolien
kiinnittdminen polysakkaridiin on kaksivaiheinen prosessi [36]: aluksi polymeeriketjun
pinnalle muodostuu radikaaleja, kun vetyja irtoaa hydroksyyliryhmista. Seuraavaksi polyfenoli
reagoi radikaalin kanssa muodostaen kovalenttisen sidoksen polysakkaridin ja polyfenolin
valilla. Polyfenoleja on Kiinnitetty eri polysakkarideihin hyodyntéen
askorbiinihappo/vetyperoksidikiinnitystd. Muun muassa inuliiniin [36], alginaattiin [36],
kitosaaniin [37], dekstraaniin [38] ja tarkkelykseen [39] on konjugoitu polyfenoleja. Kaikki
konjugaatit demonstroivat antioksidanttisia vaikutuksia ja osa osoitti hoitavia vaikutuksia

diabetekseen, Alzheimeriin, syopéaan, bakteeri-infektioihin ja ihonhoitoon.
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5 Tiivistelméa ja johtopaatokset

Polyfenolit ovat erittdin laaja kaikissa kasvilajeissa esiintyvd, paljon laaketieteellista ja
terveytta edistdvad potentiaalia siséltava luokka orgaanisia molekyyleja. Polyfenolien on
tutkittu omaavan antibakteeriallista ja antiviraalia aktiivisuutta. Lisaksi niiden on osoitettu
ehkaisevan syopéaa, sydan- ja verisuonitauteja sekd hermostollisia pitk&aikaissairauksia, kuten
Alzheimeria. Bentseenirenkaissa kiinni olevien hydroksyyliryhmien takia ne ovat erittain
reaktiivisia, mik& johtaa valitettavasti my6s niiden heikkoon stabiilisuuteen. Polyfenolit
pilaantuvat herkasti altistuessaan esimerkiksi valolle, lammolle ja korkealle pH:lle.

Polyfenoleja on viimeisten vuosikymmenten aikana tutkittu paljon ja niiden
laéketieteellisid ominaisuuksia on pyritty parantamaan samalla tehden niista stabiilimpia.
Yleisimpid tekniikoita tdmén saavuttamiseen ovat kondensaatioreaktiot, yleensa aldehydia
kayttaen  linkkeringd,  polymerisaation  katalysoiminen  entsymaattisesti,  p&aosin
oksidoreduktaasilla, polyfenolien konjugointi orgaanisiin polymeereihin amidaatiolla ja
esterdinnilla seké polymerisaatio vapaalla radikalisaatiolla.

Vaihtoehtoja polyfenolisten polymeerien valmistukseen on merkittdvan paljon.
Polyfenoleja voidaan kiinnittaa toisiinsa step-growth-polymerisaatiolla tai niista voidaan tehda
kopolymeerejd jonkun toisen monomeerin kanssa. Liséksi polyfenoleja voidaan myds
konjugoida orgaanisiin polymeereihin. Polymerisaatiotekniikoita voi myds yhdistaa ja taten
tutkimusmahdollisuuksia on &irimmadisen paljon. Polyfenolimonomeerin  valinnasta
mahdolliseen komonomeeriin tai polymeeriketjuun ja siitd polymerisaatiotekniikkaan.

Tassa tutkielmassa esitettiin ndilla tekniikoilla syntesoituja polyfenolisia polymeereja
ja niiden tutkimustuloksia. Melkein jokainen polyfenolipolymeeri osoittautui tehokkaammaksi
laéketieteellisessd aktiivisuudessa verrattaessa vapaaseen monomeeriinsa. Useat polymeerit
osoittautuivat myos kestdvammiksi esimerkiksi korkeille Iampétiloille altistuessaan. Vain yksi
esitetyistd entsyymikatalysoiduista synteeseistd ei tuottanut polymeerejé.

Polyfenolien polymerisaatiota on siis kehitetty viimevuosikymmenten aikana ja tulokset
ovat osoittaneet paljon potentiaalia. Tulevaisuudessa néitd polymeereja voitaisiin soveltaa
la8ketieteessd hoitamaan ja ennaltaehkdisemddn useita sairauksia kestévésti kuluttamatta
uusiutumattomia luonnonvaroja ja siksi ndiden tekniikoiden kehittdminen tulee myds jatkossa

olemaan tutkimuksen mielenkiinnon kohteena.
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