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Ochronny wptyw kwasu fitynowego na
peroksydacje kwasu linolowego
w warunkach in vitro

Protective effect of phytic acid on linoleic
acid peroxidation in vitro

Alicja Zajdel', Beata Parfiniewicz?, Adam Wilczok', Ludmita Weglarz?,
Zofia Dzierzewicz'

STRESZCZENIE

WSTEP

Procesy wolnorodnikowe, prowadzgce do oksydacyjnych uszkodzen bio-
molekut, pelnig wazng role w etiologii licznych schorzen, wiaczajac cho-
roby nowotworowe. Kwas fitynowy (szeSciofosforan mio-inozytolu, IP6)
jest naturalnie rozpowszechnionym weglowodanem wystepujacym obficie
w diecie o duzej zawartosci widkna pokarmowego, jak roéwniez obecnym
w prawie wszystkich komorkach ssakow. Zwigzek ten wykazuje szerokie
spektrum dziatania biologicznego. Celem pracy byto zbadanie, czy kwas
fitynowy posiada zdolno$¢ do hamowania autooksydacji i peroksydacji
kwasu linolowego indukowanej jonami Fe(II) w obecnosci kwasu askor-
binowego oraz czy jest zdolny do unieszkodliwiania nadtlenku wodoru
i chelatowania jonow Fe(II).

MATERIAL | METODY

Do zbadania antyoksydacyjnych wtasciwosci IP6 w wybranych stezeniach
(1-500 pM) zastosowano metody pozwalajace oceni¢ stopien zmiatania
nadtlenku wodoru oraz aktywnos¢ chelatujaca jony Fe(Il). Wplyw IP6
(1-500 pM) na autooksydacje oraz indukowang jonami Fe(II) w obecnosci
kwasu askorbinowego peroksydacje w micelach kwasu linolowego po 24
godzinach inkubacji okreslano stosujagc wysokosprawna chromatografie
cieczowa w odwroconym uktadzie faz (RP-HPLC) i detekcje UV.

WYNIKI
IP6 w sposob zalezny od stezenia chelatowat jony Fe(Il). Procent schelato-
wanych jonéw Fe(Il) wynosit 11,9%, 58,6%, 69,3%, 87,1% odpowiednio
dla stezen IP6 10 pM, 50 pM, 100 pM, 500 uM. IP6 w stezeniach 100 uM
i 500 pM znaczgco hamowat zanik kwasu linolowego zarbwno w nie-
obecnosci i obecnosci uktadu redoks Fe(Il)/kwas askorbinowy. Hamujacy
wplyw IP6 na indukowang przez Fe(Il)/kwas askorbinowy peroksydacje
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byt mniejszy, ze wzgledu na bezposSrednia interakcje IP6 z Fe(II). W nieobecnosci uktadu redoks
Fe(II)/kwas askorbinowy, IP6 w stezeniach 100 pM i 500 pM, znacznie hamowat rozpad wodo-
ronadtlenk6éw kwasu linolowego. IP6 nie byt zdolny do zmiatania nadtlenku wodoru.

Whioski: IP6 moze dziata¢ jako naturalny antyoksydant w warunkach in vitro. Wyniki badan su-
geruja, ze moze on petnic istotna role w modulowaniu poziomu wodoronadtlenkéw lipidowych
w uktadach biologicznych.

SEOWA KLUCZOWE
kwas fitynowy, peroksydacja lipidéw, wodoronadtlenki kwasu linolowego

ABSTRACT

BACKGROUND
Free radical processes are known to induce oxidative damage in biomolecules and thus, play an
important role in the etiology of a number of diseases including cancer. Phytic acid (myo-inositol
hexaphosphate, IP6) is a naturally occurring carbohydrate widely found in fiber-rich foods and
also contained in almost all mammalian cells. This compound demonstrates various biological
activities. The aim of this study was to clarify whether phytic acid possesses the ability to inhibit
autooxidation and Fe(Il)/ascorbate-induced peroxidation of linoleic acid, to scavenge of hydro-
gen peroxide, and chelate ferrous ions.

MATERIAL AND METHODS
The antioxidant properties of the IP6 at various concentrations (1-500 pM) have been evaluated
by using the assays based on hydrogen peroxide scavenging and ferrous metal ions chelating
activity determination. The effect of IP6 (1-500 uM) on autooxidation and Fe(Il)/ascorbate-in-
duced lipid peroxidation in micelles of linoleic acid after 24 h incubation was investigated using
a reverse-phase high-performance liquid chromatography (RP-HPLC) with UV detection.

RESULTS
The Fe(Il) chelating effects of IP6 were concentration-dependent. IP6 exhibited 11,9%, 58,6%,
69,3%, 87,1% of ferrous ions chelation at 10 pM, 50 uM, 100 pM, 500 pM , respectively. IP6 at
100 pM and 500 pM effectively inhibited the disappearance of linoleic acid, both in the absence
and the presence of Fe(Il)/ascorbate. The inhibitory effect of IP6 on Fe(Il)/ascorbate-induced
lipid peroxidation was lower due to its direct interaction with Fe(Il) ions. In the absence of
Fe(IT)/ascorbate, IP6 at 100 pM and 500 pM significantly suppressed decomposition of linoleic
acid hydroperoxides. It was incapable of scavenging of hydrogen peroxide.

Conclusions: IP6 can act as a natural antioxidant in vitro. The obtained results suggest that it can
play an important role in modulating lipid hydroperoxide level in biological systems.

KEY WORDS
phytic acid, lipid peroxidation, linoleic acid hydroperoxides

rzyszy wiele czynnosciowych, morfologicz-
nych oraz genetycznych modyfikacji struktur
komoérkowych prowadzacych do rozwoju
chor6b przewlektych, np. miazdzycy, cukrzy-
cy, czy choréb nowotworowych. W uktadach
biologicznych catkowitej, czteroelektronowej
redukcji (z udzialem oksydazy cytochromo-

WSTEP

Dtugotrwatemu oddzialywaniu na organizm
stresu oksydacyjnego wywotanego nadmier-
na produkcja reaktywnych form tlenu oraz
nieskuteczng obrona antyoksydacyjna, towa-
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wej) czasteczki tlenu do czasteczki wody to-
warzyszy wytworzenie niezbednej do Zzycia
energii. Natomiast wskutek niepetnej redukc;ji
tlenu podczas przemian metabolicznych po-
wstaja nietrwate, bardzo reaktywne produkty
posiadajace niesparowany elektron, zwane
reaktywnymi formami tlenu (RFT). Nalezg do
nich tlen singletowy, ozon, rodnik wodoro-
nadtlenkowy, anionorodnik ponadtlenkowy,
nadtlenek wodoru, nadtlenki organiczne oraz
wykazujacy najwiekszg reaktywnos$¢ chemicz-
na rodnik wodorotlenowy (‘OH), ktéry po-
wstaje w organizmie w reakcjach Fentona lub
Habera-Weissa zachodzacych z udziatem me-
tali grup przejsciowych. Pojawienie sie jednej
z RFT wywotuje powstanie nastepnych, przy
czym kolejne reakcje z ich udziatem nie za-
wsze przebiegaja w miejscu ich powstawania.
W celu uzyskania bardziej stabilnej struktury,
RFT reaguja z r6znymi sktadnikami komorek,
oddziatujg z biatkami i lipidami, modyfikujq
aktywno$¢ enzymoéw, utleniaja nienasycone
kwasy ttuszczowe w btonach komoérkowych
oraz uszkadzaja strukture DNA [1, 2]. Jednym
ze skutkéw dziatania RFT na btony biologicz-
ne jest peroksydacja lipidow. W wyniku tego
procesu powstaja aktywne biologicznie pier-
wotne oraz wtérne produkty peroksydacji lipi-
dow. Pierwotnymi nierodnikowymi produkta-
mi peroksydacji lipidow sa wzglednie stabilne
cykliczne endonadtlenki i wodoronadtlenki
nienasyconych kwaséw ttuszczowych, z kto-
rych w wyniku dalszych przemian powstajg
bardzo aktywne biologicznie koncowe pro-
dukty peroksydacji lipidéw, np. aldehydy
i hydroksyaldehydy. Wtorne produkty perok-
sydacji lipidow charakteryzujg sie r6zng dtu-
goscig tancucha weglowodorowego, r6znym
stopniem nienasycenia, mogg takze zawierac
r6zng ilos¢ grup hydroksylowych [3, 4]. Zwigz-
ki te, w zaleznoSci od swej struktury, wykazujq
bardzo szeroki i zr6znicowany zakres dziata-
nia na procesy zachodzace w organizmach zy-
wych zaréwno na poziomie genetycznym jak
i biochemicznym [4]. Petnig funkcje patofizjo-
logicznych modulatoréw proceséw transdukeji
sygnatow zewnatrz- i wewngtrzkomorkowych
i moga by¢ czynnikiem przyczynowym wielu
chorob [5].

Powszechnie znany jest poglad, iz dieta boga-
ta w sktadniki o wysokiej zawartosci wtokna
pokarmowego, takie jak petne ziarna zboz,
otreby, nasiona roslin strgczkowych i oleistych
wykazuje dziatanie korzystne na organizm,
zapobiegajace rozwojowi wielu chor6b. Obser-

wowane efekty ochronne przypisywane sa wy-
sokiej zawartosci btonnika i obecnosci kwasu
fitynowego (szeSciofosforanu mio-inozytolu,
IP6). IP6 jest naturalnie rozpowszechnionym
weglowodanem wystepujacym obficie w die-
cie o duzej zawartosci wtdkna pokarmowego,
jak rowniez obecnym w prawie wszystkich ko-
morkach ssakow [6]. Stwierdzono, iz zwigzek
ten wykazuje szereg roznorodnych funkgcji bio-
logicznych, m. in. posiada wtasciwosci zapo-
biegajace rozwojowi nowotworéw oraz kon-
trolujagce wzrost, progresje i przerzutowanie
eksperymentalnie indukowanych nowotwo-
réow. Jedna z hipotez przeciwnowotworowej
aktywnosci IP6 nawigzuje do jego wtasciwosci
antyoksydacyjnych zwigzanych z silnymi zdol-
nosciami do chelatowania jonéw metali (ze-
laza, miedzi) katalizujacych synteze rodnikow
hydroksylowych w reakcjach Fentona i Habe-
ra-Weissa, a takze zwigzanych z hamowaniem
powstawania RFT w reakcjach katalizowanych
przez oksydaze ksantynowa [7-9].
Niejednoznaczne wyniki badan eksperymen-
talnych dotyczace wptywu IP6 na procesy
wolnorodnikowe, w tym peroksydacje lipidow
staty sie dla nas inspiracja do podjecia badan,
ktoérych celem byto okreslenie wptywu IP6 na
autooksydacje i indukowang jonami zelaza (II)
w obecnosci kwasu askorbinowego peroksyda-
cje kwasu linolowego oraz zbadanie oddziaty-
wania IP6 z jonami Zelaza i nadtlenkiem wo-
doru. W celu okreslenia poziomu peroksydacji
oznaczano wodoronadtlenki kwasu linolowe-
go jako pierwotne produkty peroksydacji oraz
pozostaty kwas linolowy. Jako metode anali-
tyczng wykorzystano technike wysokospraw-
nej chromatografii cieczowej (HPLC), ktéra
umozliwita bezposrednie oznaczanie kwasu li-
nolowego i jego wodoronadtlenkéw (HPODE)
w mieszaninach inkubacyjnych.

MATERIAE T METODY

Zdolnos¢ 1P6 do chelatowania jonow zelaza
Imn

Zdolnos¢ IP6 do chelatowania jonow zelaza
(II) badano stosujac metode spektrofotome-
tryczna bazujaca na barwnej reakcji ferrozyny
z wolng frakcjg jonow Fe (1I) w roztworze [10].
Do 0,4 ml roztworéow IP6 dodawano 0,05 ml
2 mM roztworu FeCl,, po wymieszaniu doda-
wano 0,2 ml 5 mM roztworu ferrozyny, uzupet-
niano etanolem do objetosci 4 ml i ponownie
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intensywnie mieszano. Stezenia IP6 wynosity
1 pM, 10 pM, 50 pM, 100 pM, 500 pM, a jo-
néw Fe(Il) 25 pM. Proby kontrolne zawieraly
terrozyne i FeCl, bez IP6. Po 10 min. inkubacji
w temperaturze pokojowej dokonywano po-
miaréw absorbancji przy dtugosci fali 562 nm.
Procent hamowania przez IP6 powstawania
barwnego kompleksu ferrozyna-Fe(II) oblicza-
no korzystajac ze wzoru:

% schelatowanych jonéw zelaza (II) = [(A
-A)/A)]x100%

gdzie A to absorbancja prob kontrolnych (nie-
zawierajacych 1P6), a A, absorbancja roztwo-
réow zawierajacych IP6 w r6znych stezeniach.

0

Zdolnos¢ IP6 do zmiatania nadtlenku wodoru
Zdolnos¢ IP6 do zmiatania nadtlenku wo-
doru badano stosujac metode opisana przez
Gulcin [10]. Do roztworéw o objetosci 3,4 ml
zawierajacych rozne ilosci [IP6 w buforze fosfo-
ranowym dodawano 0,6 ml 40 mM roztworu
nadtlenku wodoru w buforze fosforanowym.
Stezenia IP6 wynosity 1 uM, 10 pM, 50 uM,
100 pM, 500 pM. Préby kontrolne zawieraty
bufor fosforanowy bez nadtlenku wodoru. Ab-
sorbancje roztworéw mierzono przy diugosci
fali 230 nm bezposrednio po zmieszaniu, a
nastepnie w odstepach 5 minutowych przez 30
minut. Procent roztozonego nadtlenku wodo-
ru przez IP6 obliczano korzystajac ze wzoru:
% roztozonego nadtlenku wodoru = [(A, - A))
/ Al x 100%

gdzie A to absorbancja prob kontrolnych (nie-
zawierajacych 1P6), a A, absorbancja roztwo-
réow zawierajacych IP6 w r6znych stezeniach.

Autooksydacja i indukowana jonami zelaza
(II) w obecnosci kwasu askorbinowego perok-

sydacja kwasu linolowego
Autooksydacje oraz indukowang jonami zela-

za (II) w obecnosci kwasu askorbinowego pe-
roksydacje kwasu linolowego prowadzono w
mieszaninach o objetosci 1 ml zawierajacych
roztwor kwasu linolowego o stezeniu 1 mM
w 50 mM buforze HEPES o pH 7,4 oraz IP6
w stezeniach 1 uM, 10 uM, 50 pM, 100 pM,
500 pM. Proby z indukowang peroksydacja
dodatkowo zawieraty FeCl, w stezeniu 20 pM
oraz kwas askorbinowy w stezeniu 100 uM.
Mieszaniny reakcyjne inkubowano bez do-
stepu Swiatta przez 24 h w 37°C intensywnie
mieszajac przez wytrzasanie.

Analizy HPLC kwasu linolowego i jego wodo-
ronadtlenkéw

Przed wykonaniem analiz chromatograficz-
nych do préobek zawierajacych produkty pe-
roksydacji kwasu linolowego dodawano po
1 ml metanolu, mieszano przez wytrzgsanie,
nastepnie filtrowano przez saczki Millex GV13
o Srednicy poréw 0,22 pm (Millipore). Do roz-
dziatéw chromatograficznych stosowano chro-
matograf cieczcowy Hewlett Packard typ 1050
z detektorem diodowym typ 1100 i oprogra-
mowaniem HPLC ChemStation A.06.03. Ana-
lize produktow peroksydaciji kwasu linolowego
prowadzono na kolumnie Eurospher 100 C18
(Saulentechnik Knauer; 250 x 4 mm), w tem-
peraturze 35°C. Produkty peroksydacji kwa-
su linolowego oraz kwas linolowy eluowano
mieszaning 0,1 % roztworu kwasu fosforo-
wego w acetonitrylu i 0,1 % roztworu kwasu
fosforowego w wodzie v/v 80 : 20 przy szyb-
kosci przeptywu fazy ruchomej 1 ml/min. Na
kolumne chromatograficzng nanoszono 40 pl
proby. Detekcje spektrofotometryczng prowa-
dzono w zakresie UV. Do monitorowania za-
wartosci wodoronadtlenkéw kwasu linolowe-
go wykorzystywano dtugos¢ fali A = 234 nm.
Zanik kwasu linolowego monitorowano przy
206 nm. Stezenia kwasu linolowego i jego
wodoronadtlenkéw po 24 h autooksydacji i
peroksydacji indukowanej jonami Fe(II)/kwas
askorbinowy w nieobecnosci i obecnosci IP6
w roznych stezeniach (1-500 pM) obliczano
na podstawie wczesniej sporzadzonych krzy-
wych wzorcowych.

Analiza statystyczna
Wryniki badan otrzymane z 3-5 niezaleznych

serii eksperymentow poddano weryfikacji sta-
tystycznej stosujgc Srednig arytmetyczng, od-
chylenie standardowe (SD) oraz jednoczynni-
kowgq analize wariancji ANOVA i test Tukey’a.
Za znamienne statystycznie przyjeto zmiany
przy poziomie istotnosci p<0,05.

WYNIKI

Zdolnos¢ 1P6 do chelatowania jonéw zelaza
In

Wyniki badan chelatujacej aktywnosci IP6
z zastosowaniem metody spektrofotometrycz-
nej bazujacej na barwnej reakcji ferrozyny
z wolng frakcja jonéw Fe(ll) w roztworze
wykazaly, ze IP6 w badanym zakresie stezen
(1 - 500 uM) jest zdolny do kompleksowania
tych jonow. Procent schelatowanych jonow ze-
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laza zalezat od stezenia IP6 (Ryc. 1). IP6 w naj-
nizszym stezeniu 1 uM skompleksowat 3,44 +
2,91 % jonow Fe(Il), analiza statystyczna nie
wykazata znamiennych r6znic w poréwna-

Zdolnoé¢ IP6 do zmiatania nadtlenku wodoru

Nie zaobserwowano zadnych zmian wartoSci
absorbancji w probach zawierajacych rézne
stezenia IP6 (1-500 uM) w stosunku do kon-
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Rycina 1. Procent schelatowanych jonéw Fe(ll) przez IP6 (0-500 puM). Wyniki stanowig srednia + SD z 3 eksperymentow.

Figure 1. Ferrous ions chelating effect of IP6 at various concentrations (0-500 uM). Results are the mean = SD of 3 experiments.

niu do kontroli. Réznice statystycznie istotne
obserwowano w probach zawierajacych IP6
w stezeniu rownym lub wigkszym od 10 pM,
przy czym 20-krotny nadmiar IP6 (500 uM)
w stosunku do jonow zelaza (25 pyM) spowo-
dowat zwigzanie 87% tych jonow.

troli, co swiadczy o braku jego zdolnosci do
rozktadu nadtlenku wodoru.

Autooksydacja i indukowana jonami zelaza

(II) w obecnosci kwasu askorbinowego perok-
sydacja kwasu linolowego
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Rycina 2. Wptyw IP6 (0-500 uM) na ilos¢ kwasu linolowego (wyrazong jako % kontroli) po 24 godzinach autooksydacji oraz indukowanej
jonami Fe(I1) w obecnosci kwasu askorbinowego peroksydacji. Wyniki stanowig srednig = SD z 5 eksperymentow.

Figure 2. Effect of IP6 (0-500 uM) on the amount of linoleic acid (expressed as percent of the control) after 24 h autooxidation and Fe(ll)/
ascorbate - induced peroxidation. Results are the mean + SD of 5 experiments.
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W celu uzyskania informacji o wptywie IP6 na
autooksydacje i indukowang jonami zelaza (II)
w obecnosci kwasu askorbinowego peroksyda-
cje kwasu linolowego wykonywano rozdziaty
chromatograficzne po 24 godzinach inkuba-
cji kwasu linolowego (1 mM) w nieobecnosci
i obecnosci IP6 (1-500 pM). Analizowano za-
nik kwasu linolowego, pik charakteryzujacy
si¢ czasem retencji 8,13 min. oraz powstaja-
ce izomery wodoronadtlenkéw tego kwasu
(HPODE) o czasie retencji 3,62 min.

IP6 w sposéb zalezny od stezenia hamowat
autooksydacje i indukowana jonami Fe(Il)/
kwas askorbinowy peroksydacje kwasu
linolowego (Ryc. 2). IP6 w stezeniu 1 pM nie
wplywat na zanik kwasu linolowego spowo-
dowany autooksydacja (p>0,05). IP6 w steze-
niu réwnym 10 pM lub wiekszym w sposoéb
znamienny statystycznie hamowat utlenianie
kwasu linolowego w odniesieniu do kontro-
li. Jednak, nie zaobserwowano statystycz-
nie istotnych réznic w ilosciach utlenionego
kwasu linolowego w préobach inkubowanych
w obecnosci IP6 w stezeniach 10 pM i 50 uM
oraz w probach zawierajacych IP6 w steze-
niach 100 pM i 500 pM. W prébach z indu-
kowana peroksydacja IP6 w stezeniach 1 uM,
10 upM i 50 pM nie wptywat na zanik kwasu
linolowego, natomiast w stezeniach 100 pM

i 500 uM znamiennie statystycznie zmniejszat
ilos¢ utlenionego kwasu linolowego, jednak
nie wykazano istotnych r6znic pomiedzy tymi
probami. Jak wida¢ na rycinie 2, IP6 jest zdol-
ny do silniejszego hamowania autooksydacji
niz indukowanej jonami zelaza (II) w obecno-
$ci kwasu askorbinowego peroksydacji kwasu
linolowego.

Na rycinie 3 przedstawiono ilo$¢ wytworzo-
nych HPODE w prébach poddanych autooksy-
dacji oraz indukowanej peroksydacji w obecno-
Sci r6znych stezen IP6 (0-500 pM). W prébach
poddanych autooksydacji w obecnosci IP6
w stezeniach 1 pM i 10 pM analiza statystycz-
na Srednich arytmetycznych stezen HPODE
wskazata na brak istotnych r6znic w poziomie
HPODE. Natomiast w probach zawierajacych
IP6 w stezeniach 50 pM, 100 uM i 500 uM,
ilos¢ HPODE znaczaco zwigkszyta sie
W obecnosci IP6 w stezeniach 50 uM, 100 uM
i 500 pM wspétczynnik konwersji kwasu li-
nolowego do jego wodoronadtlenkéw wyno-
sit odpowiednio 4,84%, 10,56% i 12,98%.
W prébach z indukowang peroksydacjg jona-
mi Fe(Il)/kwas askorbinowy zawierajacych IP6
w stezeniach 0-100 pM nie zaobserwowano
znamiennych statystycznie réznic w iloSciach
wytworzonych HPODE. W obecnosci IP6
w stezeniu 500 pM, tylko 3,1% kwasu lino-
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Rycina 3. Wptyw IP6 (0-500 puM) na stezenie wodoronadtlenkéw kwasu linolowego (UM) po 24 godzinach autooksydacji oraz indukowanej
jonami Fe(I1) w obecnosci kwasu askorbinowego peroksydacji kwasu linolowego. Wyniki stanowig $rednig + SD z 5 eksperymentow.

Figure 3. Effect of IP6 (0-500 uM) on hydroperoxides of linoleic acid (HPODE) concentration (uM) after 24 h autooxidation and Fe(ll) /ascor-
bate induced linoleic acid peroxidation. Results are the mean + SD of 5 experiments.
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lowego, ktory ulegt utlenieniu zostato prze-
ksztatcone w HPODE. Wspo6tczynnik konwer-
sji kwasu linolowego do jego wodoronadtlen-
koéw swiadczacy o hamowaniu rozpadu pier-
wotnych produktoéw peroksydacji lipidow, byt
wyzszy w probach, ktére poddano autooksy-
dacji, w poréwnaniu z prébami z indukowang
peroksydacja.

DYSKUSJA

Po raz pierwszy postulowano, ze IP6 moze
dziata¢ jako naturalny antyoksydant juz
w 1984 roku [11]. Zastosowanie metody
spektrofotometrycznej bazujgcej na pomia-
rze tworzonego formaldehydu w obecnosci
dimetylosulfotlenku pozwolito na wykazanie
zdolnosci IP6 do catkowitego zablokowania
wytwarzania rodnika hydroksylowego (‘OH)
w reakcji Fentona przy stosunku molowym
IP6 : zelazo wynoszacym 0.25 [12]. Badania
z wykorzystaniem techniki elektronowego
rezonansu spinowego (ESR) pozwalajacej na
bezposredni pomiar powstajgcych rodnikow
potwierdzity przeciwrodnikowe wtasciwosci
IP6, ktory wskutek chelatowania jonow zela-
za (III) uniemozliwia generowanie "‘OH w re-
akcji Fentona, jednoczesnie nie obserwowano
wptywu IP6 ani mio-inozytolu na generowanie
anionorodnika ponadtlenkowego w czesto sto-
sowanym in vitro uktadzie ksantyna/oksydaza
ksantynowa [13]. P6zniejsze badania udowod-
nilty zdolnos¢ IP6 do zmniejszenia produkcji
anionorodnika ponadtlenkowego wskutek ha-
mowania aktywnosci oksydazy ksantynowej
[8]. Dowiedziono, ze IP6 hamuje powstawanie
oksydacyjnych modyfikacji DNA, mimo Ze nie
jest zdolny do zmiatania RFT. Zjawisko to jest
ttumaczone chelatujagcymi  wtasciwoSciami
IP6. Zwiazek ten wigzac jony metali zapobiega
rozktadowi nadtlenku wodoru, ktéremu towa-
rzyszy generowanie RFT [14]. Wyniki naszych
badan pokazuja brak zdolnosci IP6 do zmiata-
nia nadtlenku wodoru.

Aktualne doniesienia literaturowe podaja, ze
IP6 wiaze jony Fe(Ill) z wysokim powinowa-
ctwem poprzez wszystkie dostepne miejsca
koordynacyjnego wigzania tych jonéw. Za
catkowite zablokowanie aktywnosci katali-
tycznej zelaza odpowiadajg grupy fosforanowe
w pozycjach 1, 2, 3 IP6, co ttumaczy zdolnos¢
mniej ufosforylowanych czasteczek mio-ino-
zytolu IP5, 1P4, IP3, ale nie IP2, do hamowa-

nia generowania ‘OH oraz hamowania indu-
kowanej jonami zelaza peroksydacji lipidow
i katalizowanego obecnoscig zelaza rozpadu
wodoronadtlenkéw lipidowych, chociaz efek-
tywnos¢ hamowania tych proceséw maleje
wraz ze stopniem ich defosforylacji [15, 16].
Indukcja peroksydacji zachodzi w warunkach,
ktoére determinowane sg takimi czynnikami
jak stezenie jonéw metali przejsciowych, che-
latoréw, kwasu askorbinowego, preznosc tle-
nu oraz wzajemnymi ich proporcjami [3]. Bu-
cher i wsp. [17] wykazali, ze do zainicjowania
procesu peroksydacji przez chelaty Fe(Il) jest
wymagana obecno$¢ Fe(Ill). Minotti i Aust
[18] dowiedli, ze najwieksza szybkos¢ proce-
su peroksydacji jest osiggana, gdy stosunek
Fe(II) : Fe(III) jest bliski jednosci. Proces perok-
sydacji lipidéw zachodzi ze znacznie wigkszg
szybkoscig i wydajnoscig, gdy do mieszanin
inkubacyjnych oprécz zelaza wprowadzi sie
kwas askorbinowy, poniewaz zapewnia on
optymalny stosunek Fe(Il) : Fe(Ill) poprzez
redukowanie pewnych ilosci Fe(Ill) do Fe(II)
[19]. Ponadto, w obecnosci jonow zelaza lub
miedzi pierwotne produkty peroksydacji, takie
jak wodoronadtlenki nienasyconych kwasow
ttuszczowych i stabilne cykliczne endonad-
tlenki moga ulega¢ rozktadowi prowadzacemu
do powstania produktéw wolnorodnikowych
zdolnych do inicjowania procesu peroksyda-
cji lipidéw. Zjawisko to jest okreslane jako
reinicjacja procesu peroksydacji lipidow [20].
W obecnosci Fe(Il) wytwarzany jest rodnik al-
koksylowy LO*®, a w obecnosci Fe(Ill) rodnik
nadtlenkowy LOO* [21]. IP6 takze moze wpty-
waé na potencjat oksydacyjno-redukcyjny jo-
néw zelaza przyspieszajac zarowno redukcje
Fe(Ill) przez kwas askorbinowy, jak i utlenie-
nie Fe(Il) przez tlen czasteczkowy [12].
Powszechnie stosowana metoda oznacza-
nia wodoronadtlenkéw lipidowych bazuje
na pomiarze spektrofotometrycznym pro-
duktéw rozpadu tych zwiazkow reagujacych
z kwasem tiobarbiturowym (TBARS). Meto-
da ta, prosta w zastosowaniu, obarczona jest
jednak duzym btedem wynikajacym z niespe-
cyficznosci stosowanego testu [22]. Zastoso-
wana w naszych badaniach metoda z wyko-
rzystaniem techniki HPLC umozliwita bezpo-
Srednie oznaczanie kwasu linolowego i jego
wodoronadtlenkéw powstajacych podczas
autooksydacji i peroksydacji indukowanej
jonami zelaza (II) w obecnosci kwasu askor-
binowego w mieszaninach bez i z dodatkiem
IP6. Rezultaty przedstawionych eksperymen-
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tow pokazuja, ze IP6 w sposéb zalezny od
stezenia hamuje zaréwno autooksydacje jak
i indukowang jonami Fe(II)/kwas askorbino-
wy peroksydacje kwasu linolowego oraz stabi-
lizuje powstajace wodoronadtlenki tego kwa-
su i zapobiega dalszym ich przeksztatceniom
w toksyczne, wtorne produkty peroksydaciji
lipidow. Obserwacje te koresponduja z na-
szymi wcze$niejszymi badaniami i mogg ttu-
maczy¢ zmniejszone powstawanie wtérnych
produktéw peroksydacji lipidow w komor-
kach Caco-2 eksponowanych na dziatanie IP6
w obecnosci zelaza i kwasu askorbinowego
[23]. Stabilizujacy wptyw IP6 na wodoronad-
tlenki kwasu linolowego, bedace regulatorami
i mediatorami metabolizmu, sugeruje mozli-
wos¢ zastosowania IP6 w prewencji wielu
choréb, np. miazdzycy, gdyz dowiedziono, ze
w komorkach srodbtonka HPODE stymuluja
ekspresje syntazy tlenku azotu, co jest jednym
z mechanizméw kompensacji oksydacyjnych
uszkodzen naczyn we wczesnych stadiach
hipercholesterolemii [24]. Istotnym wydaje
sie takze fakt silniejszego hamowania auto-
oksydacji niz indukowanej jonami zelaza (II)
w obecnosci kwasu askorbinowego peroksy-
dacji kwasu linolowego przez IP6. Ponadto,
wspotczynnik konwersji kwasu linolowego
do jego wodoronadtlenkéw Swiadczacy o ha-
mowaniu rozpadu pierwotnych produktow
peroksydaciji lipidow, jest wyzszy w prébach,
ktore poddano autooksydacji, w poréwna-
niu z prébami z indukowana peroksydacja.
Zjawisko to mozna wyjasni¢ niecatkowitym
chelatowaniem jonéw Fe(Il) przez IP6. Wyni-
ki badan chelatujacej aktywnosci IP6 z zasto-
sowaniem metody spektrofotometrycznej ba-
zujacej na barwnej reakcji ferrozyny z wolng
frakcjg jonow Fe(Il) w roztworze wskazuja, ze
procent schelatowanych jonéw zelaza zalezy
od stezenia IP6, przy czym 20-krotny nad-
miar IP6 w stosunku do jonéw zelaza powo-
duje zwigzanie zaledwie 87% tych jonow.

W piSmiennictwie istniejg prace traktujgce
o wptywie IP6 na proces peroksydacji lipidow
indukowanej jonami zelaza w warunkach in
vitro oraz in vivo, natomiast niewiele jest do-
niesien literaturowych opisujacych wptyw IP6
na procesy autooksydacji nienasyconych kwa-
sow ttuszczowych. Dowiedziono, ze IP6 ha-
muje indukowang jonami Fe(III) peroksydacje
kwasu arachidonowego [12], w stezeniu 1 mM
hamuje peroksydacje lipidow w 50% emulsji
olej sojowy w wodzie [25] oraz powstawanie
TBARS w micelach kwasu linolowego przy sto-

sunku molowym IP6: zelazo od 0.51 :1 do 10
11 [26].

Rezultaty naszych badan sa zgodne z obser-
wacjami Miyamoto i wsp. [16], ktorzy opisu-
ja hamowanie przez IP6 w stezeniu 100 uM
powstawania wodoronadtlenkéw fosfatydy-
locholiny w zawiesinie liposomalnej, w ktorej
peroksydacje indukowano jonami zelaza (III)
w obecnosci kwasu askorbinowego. Ponadto,
autorzy wykazali hamujacy wptyw IP6 (100
pM) na rozpad wodoronadtlenkéw fosfaty-
dylocholiny katalizowany jonami zelaza (III).
Odmienny wptyw IP6 na peroksydacje lipi-
dow w modelowej emulsji spozywczej, jaka
jest majonez wzbogacony w obfitujacy w nie-
nasycone kwasy ttuszczowe olej rybi, obser-
wowali Nielsen i wsp. [27]. Autorzy ci bada-
jac pierwotne i wtérne produkty peroksydacji
lipidow stwierdzili, ze IP6 nie wykazuje zad-
nych witasciwosci anty- lub prooksydacyjnych
w testowanym przedziale stezeni przy stosun-
ku molowym IP6 : zelazo od 0.5:1 do 4 : 1.
Brak spodziewanego efektu antyoksydacyjnego
IP6 autorzy ttumaczg niskim pH majonezu,
ktére moze wplywac na stabilnos¢ komplek-
sow Fe-IP6. Udowodniono hamujacy wplyw
IP6 na autooksydacje nienasyconych kwasow
ttuszczowych w modelach produktéw spozyw-
czych, 2% emulsji olej sojowy w wodzie [28]
oraz migsie wieprzowym i wotowym [29], jed-
noczes$nie stwierdzono, ze na$wietlanie pro-
mieniowaniem gamma nie zmienia aktywno-
Sci antyoksydacyjnej IP6.

W badaniach z zastosowaniem hodowli ko-
moérkowych i modeli zwierzecych efekt wy-
padkowy procesu peroksydacji lipidow zalezy
nie tylko od obecnosci i stezenia czynnikow
prooksydacyjnych w komoérce, ale rowniez od
czynnikow, ktére chronig komorki przed oksy-
dacja oraz od ich wzajemnego oddziatywania.
Stwierdzono mianowicie, ze IP6 w hodowlach
Caco-2 zmniejsza przenikanie jonéw zelaza do
wnetrza komorek, jednakze wprowadzenie do
hodowli kwasu askorbinowego w stezeniach
wyzszych niz 0,064 mM powoduje wzrost
wychwytu jonow zelaza przez te komorki
i w rezultacie nasilenie proceséw wolnorodni-
kowych, poniewaz w obecnosci kwasu askor-
binowego jony Zzelaza moga by¢ pobierane
przez komorki z kompleksow fitynian : Zelazo.
Ponadto, w warunkach hodowli komorek,
IP6 moze tworzy¢ chelaty z obecnymi w po-
zywce hodowlanej jonami magnezu i wapnia.
Poprzez zmiang stezenia jonéw metali IP6
moze modyfikowaé aktywnos$¢ enzymow ko-
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moérkowych, w tym enzyméw antyoksydacyj-
nych [30]. Badania z wykorzystaniem modeli
zwierzecych pokazuja, ze IP6 moze wykazy-
waé zarébwno wlasciwosci antyoksydacyjne
jak i prooksydacyjne. Lee i wsp. [31] stosujac
suplemetacje diety IP6 i/lub inozytolem, roz-
poczeta tydzien przed podaniem szczurom
dietylonitrozoaminy, obserwowali wyrazny
wzrost aktywnosci transferazy glutationowej
oraz zahamowanie peroksydacji lipidow. Po-
dobny efekt opisali Hassan i wsp. [32], ktorzy
wykazali zmniejszony poziom peroksydacji
lipidow oraz zwiekszony poziom glutationu
w homogenatach watrobowych szczuréw eks-
ponowanych na czterochlorek wegla w obec-
nosci IP6. Odmienne rezultaty uzyskali Kita-
mura i wsp. [33]. Stosowanie diety wzbogaco-
nej w IP6 u szczuréw z ostrag niewydolnoscig
watroby, spowodowang nadmierna kumulacja
miedzi izelaza, nie spowodowato zahamo-
wania peroksydacji lipidow i zmniejszenia
uszkodzen watroby. Wyniki eksperymentow
opisanych przez Rimbacha i Pallauf [34] wyka-
zaty wysoka wrazliwo$¢ homogenatéw watro-
bowych szczuréw, u ktérych stosowano diete
wzbogacong w IP6 na indukowang zelazem
peroksydacje lipidéw w warunkach zmniej-
szonego stezenia jonéw magnezu wywotane-
go suplementacjg diety IP6. Zmiana proporcji
miedzy stezeniami jondéw magnezu i zelaza
spowodowata zwigkszenie w hepatocytach
stezenia substancji reagujacych z kwasem tio-
barbiturowym (TBARS) oraz obnizenie pozio-
mu zredukowanego glutationu, co przemawia
za faktem, ze w warunkach obnizonego steze-
nia magnezu, IP6 wykazuje dziatanie prooksy-
dacyjne a nie antyoksydacyjne.

Zdolnos¢ IP6 do hamowania zar6wno auto-
oksydacji jak i indukowanej jonami zelaza
w obecnosci kwasu askorbinowego peroksyda-
cji lipidow na etapie stabilizowania pierwot-
nych produktéw tych procesow wskazuje na
dodatkowy mechanizm jego antyoksydacyjne-
go oddziatywania w warunkach in vivo. Taka
jego aktywnos$¢ biologiczna moze przyczynic

sie nie tylko do zmniejszenia toksycznych
produktow powstatych z rozpadu wodoronad-
tlenkow lipidowych, ale jednocze$nie moze
zapewni¢ optymalny poziom tych zwiazkow
uwazanych za wazne regulatory i mediatory
metabolizmu komoérkowego. W tym kontek-
Scie zastosowanie IP6 jako czynnika prewen-
cyjnego wydaje si¢ by¢ uzasadnione w choro-
bach, w etiopatogenezie, ktorych postuluje sie
udziat RFT.

WNIOSKI

1. IP6 w sposob zalezny od stezenia chelatowat
jony Fe(Il), przy czym 20-krotny nadmiar
IP6 w stosunku do jonéw Fe(Il) spowodo-
wat zwigzanie zaledwie 87% tych jonow.

2. IP6 w stezeniach 100 uM i 500 uM zna-
czgco hamowat utlenianie kwasu linolo-
wego zarébwno podczas autooksydacji, jak
i peroksydacji indukowanej jonami Fe(II)
w obecnosci kwasu askorbinowego. Hamu-
jacy wpltyw IP6 na indukowang peroksyda-
cje byl mniejszy, ze wzgledu na bezposred-
nig interakcje IP6 i Fe(II).

3. Podczas autooksydacji kwasu linolowego
IP6 w stezeniach 100 pM i 500 pM znacz-
nie hamowat rozpad wodoronadtlenkéw
kwasu linolowego.

4. IP6 nie byt zdolny do zmiatania nadtlenku
wodoru.

5. W uktadach biologicznych IP6, poprzez
stabilizujacy wptyw na wodoronadtlenki
lipidowe, moze nie tylko zapobiega¢ gene-
rowaniu toksycznych produktéow podczas
ich rozpadu, ale takze uczestniczy¢ w mo-
dulowaniu poziomu tych zwigzkéw, beda-
cych mediatorami i regulatorami metaboli-
zmu, co sugeruje celowos¢ jego stosowania
w prewengcji i terapii chor6b, ktérych me-
chanizm powstawania i rozwoju zwigzany
jest z zaburzong rownowagg prooksydacyj-
no - antyoksydacyjna.
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