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Thesis Title E f f ic a c y  o f  C a t ec h in s f r o m  G r een -T ea  E x t r a c t  in  F r ee-R a dic a l  

S c a ven g in g  a n d N o n -T r a n sf er r in -B o u n d I r o n  ( N T B I ) C h el a t io n  

in  β-T h a l a ssem ic  S er u m

A u tho r  M iss C h o n t h ida  T h ep h in l a p

D eg r ee M a st er  o f  S c ien c e ( B io c h em ist r y )

Thesis A d v iso r y  C o m m ittee: D r . S o m det  S r ic h a ir a t a n a k o o l C h a ir p er so n

D r . U do m p u n  K h a n su w a n M em b er

A B S TR A C T

S ec o n da r y  ir o n  o ver l o a d in  β-t h a l a ssem ia  p a t ien t s is c o m m o n l y  c a u sed b y  a n  in c r ea sed

ir o n  a b so r p t io n  o r  m u l t ip l e b l o o d t r a n sf u sio n s.  E x c essive ir o n  p o t en t ia l l y  c a t a l y ses f r ee r a dic a l

f o r m a t io n  l ea din g  t o  t h e da m a g e o f  im p o r t a n t  b io m o l ec u l es a n d im p a ir m en t  in  c el l u l a r  f u n c t io n

a n d in t eg r it y .  N o n -t r a n sf er r in -b o u n d ir o n  ( N T B I ) is a l l  f o r m s o f  ir o n  in  t h e p l a sm a  t h a t  a r e b o u n d

t o  l ig a n ds o t h er  t h a n  t r a n sf er r in .  I t  is a  n o n -sp ec if ic  c h el a t a b l e a n d det ec t a b l e in  p l a sm a  o f  β-
t h a l a ssem ia  p a t ien t s w h en  t h e l a r g e a m o u n t s o f  r el ea sed ir o n  ex c eed t h e t r a n sf er r in  ir o n  b in din g

c a p a c it y .  T h is h ig h l y  t o x ic ,  l a b il e ir o n  p o t en t ia l l y  c a u ses o x ida t ive da m a g e t o  c el l  m em b r a n es

a n d b io m o l ec u l es.  A t  p r esen t  def er o x a m in e ( D F O) a n d 1 , 2 -dim et h y l -3 -h y dr o x y p y r id-4 -o n e

( def er ip r o n e) a r e a va il a b l e f o r  t h e t r ea t m en t  o f  ir o n  o ver l o a d.  D F O a n d D F P  c h el a t io n  c a n  g ive

n eg a t ive ir o n  b a l a n c e a n d r edu c e o x ida t ive st r ess;  n ever t h el ess,  b o t h  o f  t h em  ex er t  sever a l  side

ef f ec t s.  T ea  ( Camellia sinensis) c o n t a in s six  c a t ec h in s c o m p o u n ds in c l u din g  c a t ec h in  ( C ),

ep ic a t ec h in  ( E C ),  ep ig a l l o c a t ec h in  ( E G C ),  ep ig a l l o c a t ec h in  g a l l a t e ( E G C G ),  ep ic a t ec h in  g a l l a t e

( E C G ) a n d g a l l o c a t ec h in  g a l l a t e ( G C G ).  E G C G  a n d E C G  a r e t h e m a j o r  a c t ive c o m p o n en t s a n d

k n o w n  t o  sh o w  st r o n g  a n t io x ida n t  a n d ir o n  b in din g  a c t ivit y .

T h e p r o p o se o f  t h is st u dy  w a s p u r p o sed t o  c o m p a r e t h e ef f ic ien c y  b et w een  c o m m er c ia l

a n d m ic r o w a ve p r o c ess t o  p r o du c e t h e g r een  t ea  ( G T ) w it h  h ig h  c a t ec h in  c o n t en t ,  a n t io x ida t ive
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a n d ir o n  b in din g  p r o p er t ies.  C r u de ex t r a c t  a n d c a t ec h in  f r a c t io n s o f  G T  w er e in vest ig a t ed,  in

v it r o ,  f o r  t h e c h el a t io n  o f  N T B I  in  t h a l a ssem ic  ser u m  ( T S ).  F r esh  t ea  sh o o t s w er e p r o c essed w it h

c o m m er c ia l  a n d m ic r o w a ve m et h o ds.  G T  c r u de ex t r a c t  w a s p r ep a r ed in  h o t  w a t er  a t  8 0
o

C  f o r  1 5

m in u t es a n d q u a n t if ied f o r  c a t ec h in s u sin g  t h e a n a l y t ic a l  H P L C .  C a t ec h in  der iva t ives w er e

sep a r a t ed f r o m  G T  ex t r a c t  w it h  t h e sem i-p r ep a r a t ive H P L C .  I r o n  b in din g  a c t ivit y  o f  c r u de ex t r a c t

a n d c a t ec h in  f r a c t io n s w a s ex a m in ed b y  sp ec t r o p h o t o m et r ic  m et h o d.  N T B I  c h el a t io n  w a s

in vest ig a t ed u sin g  t h e H P L C .  A n t io x ida t ive p r o p er t y  o f  c a t ec h in  w a s a ssa y ed in  f er r o u s-E D T A ,

f er r ic -n it r il o t r ia c et a t e ( F e-N T A ) a n d t h a l a ssem ic  ser u m  t r ea t ed n o r m a l  h u m a n  er y t h r o c y t es in  t h e

p r esen c e o f  3 %  H
2
O

2
 u sin g  f l o w  c y t o m et r y .

M ic r o w a ve-p r o c essed G T  h a d h ig h er  c a t ec h in  c o n t en t  a n d ir o n -b in din g  c a p a c it y  t h a n

c o m m er c ia l  G T .  B o t h  G T  p r ep a r a t io n s h a d h ig h er  b in din g  a f f in it y  f o r  f er r ic  io n  t h a n  f er r o u s io n

t o  f o r m  ir o n -c a t ec h in  c o m p l ex ( s) ex h ib it in g  dist in c t  a b so r p t io n  a t  5 6 0  a n d 4 5 0  n m .  B in din g

a c t ivit y  o f  G T  ex t r a c t  w it h  ir o n  w a s do se- a n d t im e-dep en den t ,  w it h  t h e o r der  o f  f er r ic -n it r a t e>

f er r ic -n it r il o t r ia c et a t e> f er r ic  c it r a t e.  N T B I  c h el a t io n  b y  c r u de ex t r a c t ,  E G C G  a n d E C G  f r a c t io n s

w a s do se- a n d b ip h a sic  t im e-dep en den t .  E G C G  h a d t h e h ig h est  N T B I -c h el a t in g  a c t ivit y  a n d E C G

w a s t h e sec o n d h ig h est ,  p r o b a b l y  du e t o  g a l l o y l  g r o u p  in  t h e m o l ec u l e.  Ox ida t ive st r ess in  ir o n -

t r ea t ed er y t h r o c y t es w a s r edu c ed b y  c r u de ex t r a c t ,  E G C G  a n d E C G  du e t o  t h e l im it a t io n  o f  ir o n  in

t h e F en t o n  r ea c t io n .

I n  c o n c l u sio n ,  m ic r o w a ve m et h o d c o u l d b e ef f ic ien t  f o r  t h e p r ep a r a t io n  o f  g r een  t ea  w it h

h ig h  c a t ec h in  c o n t en t ,  ir o n -c h el a t in g  a n d a n t io x ida n t  a c t ivit ies.  R em o va l  o f  N T B I  r em o va l  b y

g r een  t ea  c r u de ex t r a c t ,  E G C G  a n d E C G  w a s do se- a n d t im e-dep en den t .  A m o n g  f r a c t io n a t ed

c a t ec h in s,  E G C G  h a d t h e h ig h est  ir o n -c h el a t in g  c a p a c it y  a n d E C G  is t h e sec o n d h ig h est .  G r een

t ea  c r u de ex t r a c t ,  E G C G  a n d E C G  c o u l d ef f ec t ivel y  r edu c e er y t h r o c y t e o x ida t ive st r ess.  C l in ic a l

t r ia l s o f  su c h  c r u de ex t r a c t ,  E G C G  a n d E C G  n eed f u r t h er  in vest ig a t io n  t o  eva l u a t e h o w  ef f ec t ive

t h ey  a r e in v iv o .
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