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W oparciu o prosty model doswiadczalny in vitro badano wplyw roznych dawek
genisteiny na dialize azotanow (II1) i (V) w warunkach enzymatycznego trawienia
biatka. Porownujqc wyniki uzyskane w uktadach kontrolnych i badanych, zawiera-
Jjacych rézne dawki genisteiny od 0,3 do 4,8 mg/uktad - mozna stwierdzié, iz w obec-
nosci polifenolu dializa ksenobiotykéw maleje wraz ze zwigckszaniem sie stezenia,
po czym przy dawce granicznej nastgpuje wzrost.
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WSTEP

W obecnych czasach coraz wigcej uwagi poswigca si¢ zagadnieniom ekologii, zdrowego
trybu zycia, prawidtowego odzywiania sig.

Cho¢ $wiadomo$¢ zagrozen toksykologicznych jest coraz szersza, nie mozliwe jest cat-
kowite wyeliminowanie wszystkich ksenobiotykdw, ktore roznymi drogami moga trafia¢ do
naszego organizmu. Zdecydowanym postepem jest szereg norm i ograniczen prawnie usank-
cjonowanych, dotyczacych maksymalnych dawek substancji obcych wystepujacych w zyw-
nosci.

Natomiast przyroda dysponuje ogromna pula wlasnych mechanizméw obronnych jako
wynik jej procesow adaptacyjnych i ewolucyjnych.

Zachowanie rownowagi pomig¢dzy ksenobiotykami, do ktérych naleza migdzy innymi azo-
tany o udokumentowanym, niekorzystnym dziataniu na nasze zdrowie [14,15,16], a zwiazka-
mi o dziataniu ochronnym jest bardzo istotne. Dlatego tak wazne jest prowadzenie badan nad
wlasciwosciami zwiazkéw pochodzenia roslinnego, nalezacych do grupy tzw. naturalnych
substancji nicodzywczych [5] oraz ich interakcjami z substancjami szkodliwymi. Do tej gru-
py zaliczane sa miedzy innymi polifenole bedace wtornymi metabolitami roslinnymi. Jest to
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bogata grupa zwiazkoéw chemicznych bardzo zréznicowana pod wzgledem struktury, masy
czasteczkowej, wlasciwosci fizycznych, biologicznych i chemicznych, szeroko wystgpujaca
w $wiecie ro$lin [5, 6, 14]. Zwiazki polifenolowe sa szeroko rozpowszechnione w naszej
codziennej diecie. Glownie spozywamy je razem z owocami, warzywami i napojami. Srednio
nasz organizm przyjmuje dziennie koto 1-2 g mieszaniny roznych flawonoidéw [1].

Odkad powiazano ze soba liczne badania epidemiologiczne dotyczace zachorowalno$ci
ludzi na poszczegdlne jednostki chorobowe ze sposobem odzywiania sig, genisteina stala
si¢ obiecktem zainteresowania naukowcow. Jej wyjatkowe wilasciwosci mozemy przypisac
gldwnie charakterystycznej budowie szkieletu weglowego. Poniewaz jest on zblizony swoja
struktura do czasteczki ludzkiego estrogenu, genisteina jest zaliczana do grupy fitohormo-
now (fitoestrogenow). Nalezy jednak podkresli¢, ze mechanizm dziatania licznych zwiazkow
ros$linnych zawartych w preparatach soi, w tym genisteiny, jest bardzo skomplikowany i nie
w petni wyjasniony [13]. W wielu osrodkach na calym $wiecie prowadzonych jest obecnie
szereg badan majacych na celu poznanie mechanizméw wielokierunkowego dziatania geni-
steiny, do ktorego m.in. naleza: hamowanie rozwoju 1 prewencja raka sutka i prostaty, tago-
dzenie objawow menopauzy, tagodzenie objawoéw zespotu napigcia przedmiesiaczkowego,
hamowanie aktywnosci kinaz tyrozynowych, leczenie mukopolisacharydozy typu III, inicja-
cja apoptozy, hamowanie angiogenezy, ochrona przed wolnymi rodnikami poprzez wplyw
na bton¢ komdrkowa i poprawg jej stabilnosci oraz zmniejszenie ptynnosci, co stanowi prze-
strzenna przeszkodg przed ich wnikaniem, a takze zwigkszenie aktywno$ci dysmutazy po-
nadtlenkowej, dziatanie przeciwbakteryjne i przeciwgrzybiczne, czy tagodzenie osteoporozy
[3,4,8,9,17].

Bogata lista $wiadczaca o prozdrowotnych wiasciwosciach genisteiny, sktania do prze-
$ledzenia interakcji zachodzacych pomigdzy sktadnikami odzywczymi — biatkiem albumina
a genisteing i ksenobiotykami — azotanami podczas enzymatycznego procesu trawienia tych
sktadnikéw odzywczych.

MATERIALY I METODY

Zastosowano model in vitro pozwalajacy na przeprowadzenie enzymatycznej hydrolizy kwasno-
zasadowej albuminy w obecnosci azotanow, polifenoli i witaminy C w réznych uktadach stgzen. Jest to
uktad dwukompartmentowy pozwalajacy bada¢ proces dializy azotanow przez btong potprzepuszczalna
tomofanowa. Kompartment A-zewngtrzny zawierat bufor fosforanowy, natomiast kompartment B — we-
wngetrzny : substraty enzymatycznej hydrolizy biatka z dodatkiem azotanow (III) lub (V) oraz polifenolu
— genisteiny, z dodatkiem resweratrolu i witaminy C.

Zastosowane stgzenia: azotanow (V) -1000 mg NO,/dm’ i azotanoéw (I1I) - 12,5 mg NO,/dm’ oraz
polifenoli to $rednie wartos$ci spotykane w codziennej diecie.

Oznaczanie azotanow przeprowadzono w oparciu o spektrofotometryczna metodg z odczynnikami
Griess'a zgodnie z Polska Norma PN-92/A-75112 [12].

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Na podstawie wczesniej przeprowadzonych badan stwierdzono, ze polifenole moga ha-
mowac¢ przechodzenie azotanow do dializatu w uktadach in vitro imitujacych enzymatyczna
kwasno-zasadowa hydroliz¢ m.in. biatka - kazeiny [11].
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Celem tej pracy bylto okreslenie stopnia oddziatywania wybranego polifenolu — genisteiny
z azotanami w procesie pelnej enzymatycznej hydrolizy biatka - albuminy.

W pierwszym etapie badan przeprowadzono dializ¢ azotanow (III) i (V) w obecnosci tyl-
ko roznych dawek genisteiny oraz enzymow trawiennych celem stwierdzenia wptywu same-
go srodowiska reakcyjnego na poziom oznaczanych azotandw w dializacie, tj. w ukladach
bezbiatkowych. Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono istotny wpltyw parametréw
srodowiska reakcyjnego na proces dializy szczegolnie azotanéw (III). Potwierdzito to zna-
ne juz destrukcyjne oddziatywanie kwasnego srodowiska na jony NO, [11] wyrazajace sig
ponad 80% obnizeniem st¢zenia azotandéw (III) w dializacie w obecnoS$ci genisteiny. Takze
stopniowe zwigkszanie dawek polifenolu powodowato obnizenie stopnia przechodzenia azo-
tandéw do dializatu. Zauwazono tez, ze genisteina wykazuje znacznie silniejsze oddziatywanie
na azotany (III) niz na azotany (V). Szczeg6lnie w przypadku zastosowania NO, stwierdzono
istnienie dawki granicznej dla genisteiny na poziomie 2,4 mg/uktad, ktorej przekroczenie
powodowato cofanie jej efektu hamujacego na proces dializy azotanoéw. Zjawisko to zilustro-
wano na rycinie 1.
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Ryec. 1. Zalezno$¢ stopnia dializy azotanow od zastosowanej dawki genisteiny w uktadach bezbial-
kowych

Extent of nitrates dialysis according to genistein dose in protein-free system

W kolejnych uktadach do§wiadczalnych oprocz wymienionych substratow reakeji zasto-
sowano albuming. Analizowano wptyw roznych dawek genisteiny na dializ¢ azotanoéw (I1I)
i (V). Potwierdzony zostal hamujacy wptyw genisteiny na stopien przechodzenia azotanow
do dializatu podczas petnej kwasno-zasadowej hydrolizy enzymatycznej albuminy. Oddzia-
lywania te sq znacznie wyrazniejsze w uktadach z azotanami (III) (obnizenie stopnia dializy
do okoto 8%) niz z azotanami (V) (do okoto 90%) (rycina 2).

Obecnos¢ biatka okazata si¢ by¢ nieobojetna dla procesu dializy. W przypadku uktadow
z azotanami (III), wprowadzenie biatka spowodowato istotne zmniejszenie (z 20% do 8%)
przechodzenia NO," do dializatu. Mozna przypuszczaé, iz w trakcie hydrolizy w kompart-
mencie wewngtrznym azotany (II1) zwiazaly si¢ w kompleks z biatkiem i dlatego ich trans-
port przez btong potprzepuszczalng zostat utrudniony, co obnizyto stopien dializy(rycina 3).
Dla uktadéw zawierajacych azotany (V) biatko nie wplywa tak istotnie na proces ich dializy
(okoto 90%).



322 A. Tokarz, G. Pokorska-Lis, E. Popiel Nr 3

S
3
2
8
o
& O Azotany (Il)
8 B Azotany (V)
g
0 03 06 24 48
Dawka genisteiny [mg/ukfad]
Ryec. 2. Poréwnanie stopnia dializy azotanow (I1I) i azotanéw (V) przy zastosowaniu réznych da-

wek genisteiny podczas pelnej enzymatycznej hydrolizy albuminy
Comparison of nitrates (III) and nitrates (V) dialysis according to different genistein doses
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Ryc. 3. Poréwnanie stopnia dializy azotanow (III) w uktadach bezbialkowych i z biatkiem przy

zastosowaniu roznych dawek genisteiny

Comparison of nitrates (IIT) dialysis extents in protein-free and protein containing systems
according to different genistein doses

Rowniez w przypadku badan w warunkach bezbiatkowych, mozna byto stwierdzi¢ istnie-
nie pewnej granicznej dawki genisteiny, ktorej przekroczenie wiazato si¢ z ograniczeniem jej
korzystnego dziatania. Dla uktadéw z azotanami (V) dawka ta wynosita 2,4-4,8 mg, a z azo-
tanami (I1I) 1,2-2,4 mg genisteiny/uktad. Waznym zatem wydaje si¢ fakt, ze spozywanie soi
jako zrodta genisteiny moze wykazywac korzystny wptyw na zdrowie organizmu, o ile nie
nastapi nadmierna jej konsumpcja, nie tylko nie zwigkszajaca tego dziatania ale wrgcz je
ograniczajaca. Przeprowadzone liczne badania dotyczace problematyki polifenoli wykazaty,
ze przy zastosowaniu duzych dawek tych zwiazkow przekraczajacych znacznie dzienne prze-
cigtne ich spozycie, flawonoidy wykazywaty wlasciwosci prooksydacyjne. Problem dotyczy
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glownie albo suplementacji preparatami zawierajacymi duze stgzenia flawonoidéw docho-
dzace do 10- lub 20- krotnego ich zwigkszenia, badz tez monotonicznej np. diety ludnosci
glodujace;j strefy tropikalnej zywiacej si¢ produktami na bazie prosa [10].

Polifenole sa zwiazkami wystepujacymi bardzo licznie w produktach pochodzenia roslin-
nego. Spozywajac warzywa i owoce przyjmowanych jest razem z dieta nie jeden ale wiele
zwiazkow z tej grupy. Dlatego tez w celu lepszego odzwierciedlenia rzeczywistych warun-
kow, w jakich zachodza interakcje migdzy azotanami a kilkoma polifenolami, do uktadow
dodano jednoczesnie z genisteing zwiazek z grupy stilbenow — resweratrol. Wyniki badan
dos$¢ jednoznacznie wskazuja na wystgpowanie synergizmu migdzy polifenolami w kierunku
ograniczenia stopnia dializy azotanow (tabela I).

Tabelal.  Dializa azotanéw (V) i (III) w procesie enzymatycznej hydrolizy albuminy w obecno$ci
genisteiny i resweratrolu
Nitrates (V) and nitrates (I1I) dialysis during enzymatic albumine hydrolysis in presence of
genistein and resveratrol.

Sktad uktadow Dializa Sktad uktadow Dializa
reakcyjnych [%] reakcyjnych [%]
Albumina o Albumina N
Azotany(V) 1000 mg dm? 100% Azotany(IIT) 12,5 mg dm’ 100%
Albumina Albumina
Azotany(V) 1000 mg dm? 95,64 % Azotany(1II) 12,5 mg dm? 7,27 %*
y g
Genisteina 2,4 mg/uktad Genisteina 2,4 mg/uktad
g
Albumina Albumina
Azotany(V) 1000 mg dm? o) 5% Azotany(IIT) 12,5 mg dm? o) %
Genisteina 2,4 mg/uktad 7999 % Genisteina 2,4 mg/uktad 2,57%
Resweratrol 2,4 mg/uktad Resweratrol 2,4 mg/uktad

Potwierdza to stuszno$¢ stwierdzenia, ze stosowanie urozmaiconej diety bogatej w liczne
zwiazki polifenolowe jest znacznie korzystniejsze dla zdrowia niz sztuczna suplementacja,
ograniczajaca si¢ do pojedynczych substancji czynnych.

Witamina C jest substancja bardzo szeroko wystgpujaca w codziennej diecie, stosowana
w duzych ilo$ciach w lecznictwie oraz jako suplement diety. Kwas askorbowy ma silne wias-
ciwosci antyoksydacyjne podobnie jak polifenole. Prace Malinskiej i Czeczot [2, 7] potwier-
dzaja ochronny wptyw polifenoli na witaming C. Ich wlasciwosci przeciwutleniajace zapobie-
gaja neutralizacji kwasu askorbowego. Najprawdopodobniej witamina C dziata analogicznie
wobec polifenoli. W celu potwierdzenia ew. interakcji migdzy genisteina a witamina C, ktore
wptywatyby na proces dializy azotandw podczas enzymatycznej hydrolizy albuminy, wpro-
wadzono do uktadow obydwa antyoksydanty. Polifenol zastosowano w dawce granicznej, tj.
1,2 mg/uktad. Genisteina okazata si¢ silniej hamowa¢ dializ¢ azotanow niz kwas askorbowy
(z azotanami (V) 83,74% oraz 89,48% a z azotanami (III) 6,72% oraz 74,69%) przy nie-
wielkiej dawce witaminy C (2 mg/uktad) (efekty jej dziatania nie byly zauwazalne). Jednak
przy dawce zwigkszonej (6 mg/uktad) w uktadach z azotanami (I11) wykazano synergistyczne
dziatanie polifenolu z kwasem askorbowym, w wyniku ktorego niemal catkowicie zahamo-
wana zostala dializa azotanow(I1I) do kompartmentu zewngtrznego — tabela II.
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Tabela II.  Dializa azotanoéw (III) i (V) w procesie enzymatycznej hydrolizy albuminy w obecno$ci
genisteiny i witaminy C
Nitrates (III) and nitrates (V) dialysis during enzymatic albumine hydrolysis in presence of
genistein and vitamin C.

Sktad roztworéw reakcyjnych DEzl/lol]m Sktad roztworéw reakcyjnych DF;/LI]Z a
Albumina 100 % Albumina
Azotany (IT1) 12,5 mg/dm? Azotany (V) 1000 mg/dm? 100 %
Albumina Albumina
Azotany (ITI) 12,5 mg/dm’ 6,72 %* Azotany (V) 1000 mg/dm? 83,74 %
Genisteina 1,2 mg/uktad Genisteina 1,2 mg/uktad
Albumina Albumina
Azotany (I1) 12,5 mg/dm? Azotany (V) 1000 mg/dm?
Witamina C 2 mg/uktad 74,65 % Witamina C 2 mg/uktad 89,48 %
Witamina C 6 mg/uktad 23,46 %* | Witamina C 6 mg/uktad 89,44 %
Albumina Albumina
Azotany (IIT) 12,5 mg/dm? Azotany (V) 1000 mg/dm?
Genisteina 1,2 mg/uktad Genisteina 1,2 mg/uktad
Witamina C 2 mg/uktad 7,72 % Witamina C 2 mg/uktad 85,49 %
Witamina C 6 mg/uktad 0,00 %* Witamina C 6 mg/uktad 74,08 %*

* rdznica istotna statystycznie

Przeprowadzone badania wskazuja na korzystne dziatanie genisteiny wynikajace z jej ha-
mujacego wplywu na dializg azotanéw, odpowiadajaca procesowi ich wchtaniania z przewo-
du pokarmowego. Nicobojetna okazata si¢ dawka stosowanego flawonoidu. Z badan wynika,
ze zbyt duza ilo$¢ dodanej genisteiny nie tylko nie wywoluje wzmocnienia pozadanego efek-
tu, ale wrecz powoduje jego cofnigceie.

WNIOSKI

1. Zastosowany do badan model in vitro umozliwia ustalenie w krotkim czasie oddziatywan
migdzy azotanami (III) i (V) a genisteina.

2. Stwierdzono oddziatywanie genisteiny przede wszystkim z azotanami (III) - obnizenie
dializy do ok.8%, podczas gdy z azotanami (V) jest ono do$¢ znikome (dializa do ok.
90%).

3. Stopien zahamowania dializy azotanow jest zalezny od zastosowanej dawki genisteiny
przy czym dawka graniczna jest 1,2 — 2,4 mg/uktad.

4. Wykazano wystapienie zjawiska synergizmu genisteiny i resweratrolu wobec azotanow
(IIT) w procesie enzymatycznej hydrolizy albuminy.

5. Stwierdzono wigksza aktywnos$¢ genisteiny wobec azotanow (I1I) niz kwasu askorbowe-
go oraz potwierdzono synergizm tych antyoksydantow w obecnos$ci badanych ksenobio-
tykow.
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ROLA GENISTEINY W PROCESIE ENZYMATYCZNEJ HYDROLIZY ALBUMINY
W OBECNOSCI AZOTANOW (III) I (V)

Streszczenie

Polifenole i azotany sa nicodtacznym sktadnikiem naszej diety. Szkodliwos¢ zwiazkéw azotano-
wych jest znana i badana od dawna. Korzystne wlasciwosci polifenoli sa wciaz poznawane i wzbudzaja
ogromne zainteresowanie.

Celem pracy bylo zbadanie interakcji zachodzacych pomigdzy azotanami (III) i (V) a genisteing
w uktadach odtwarzajacych proces enzymatycznego trawienia biatka (albuminy).

Zastosowano model in vitro pozwalajacy na przeprowadzenie enzymatycznej hydrolizy kwas-
no-zasadowej albuminy w obecnos$ci azotandw, polifenoli i witaminy C w réznych uktadach stezen.
W dializacie oznaczano zawarto$¢ azotandéw metoda spektrofotometryczna z odczynnikami Griess ‘a.
Stwierdzono hamujacy wptyw genisteiny na obecno$¢ NO,” w kompartmencie zewngtrznym, przy czym
kierunek oddzialywania zalezat od dawki polifenolu (dla azotandéw (I11) od 11,21% do 7,27%, dla azo-
tanow (V) od 95,64% do 79,64% dializy). Genisteina wprowadzana do uktadu badawczego w zbyt
duzych stezeniach — powyzej 2,4 mg/uktad - nie tylko nie wywotywata wzmocnienia przewidywanego
efektu, ale wrecz powodowata jego cofnigcie. Wykazano takze synergizm w oddzialywaniu genisteiny
z resweratrolem oraz witaming C.

A. Tokarz, G. Pokorska-Lis, E. Popiel

ROLE OF GENISTEIN IN ENZYMATIC ALBUMIN HYDROLYSIS IN THE PRESENCE OF
NITRATES (III) AND (V).

Summary

Polyphenols and nitrates are essential ingredients of human diet. Harm caused by nitrates is well
know and studied. Positive role of polyphenols is investigated.

The aim of the study was to analyze interactions between nitrates (III) and (V) and genistein in
systems of enzymatic protein (albumin) hydrolysis. In vitro model of enzymatic acidic-alkaline albu-
mine hydrolysis in the presence of nitrates, polyphenols and vitamin C in different concentrations was
used. Content of nitrates was measured in dialysation fluid spectrophotometrically according to Griess’
method. The study revealed inhibiting influence of genistein on nitrares(IIl) concentration in exter-
nal compartment. The influence depended on polyphenol dose (for nitrates (II1) between 11,21% and
7,27%, for nitrates (V) between 95,64% and 79,64% of dialysis). When genistein was introduced in too
high concentrations — over 2,4 mg/system — it did not improve the effect, but inhibited it. The influence
of genistein was synergic with resveratrol and vitamin C.
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