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Pomimo udowodnionej korzystnej roli kwercetyny dla zdrowia czlowieka,
niektore doniesienia wskazujq na jej dziatanie apoptyczne, mutagenne i pro-
oksydacyjne. Rowniez wyniki badan dotyczqcych wptywu azotanow II1i V na
organizm cztowieka sq rozbiezne. Zwiekszone spozycie zarowno azotanow, jak
i antyoksydantow we wspotczesnej diecie sktonito nas do podjecia badan nad
wplywem obu tych substancji na organizmy zZywe. Celem pracy byla proba ustale-
nia, czy i w jakim stopniu rownoczesna obecnosc kwercetyny i azotanow wplywa
na aktywnos¢ metaboliczng komorek. Uzyskane w pracy wyniki wskazujq, ze
obecnosc¢ kwercetyny i azotanu sodu zmienia aktywnos¢ metaboliczng komorek,
a zmiany te sq zalezne od stezenia kwercetyny.

Hasta kluczowe: kwercetyna, azotany, adenozynotrifosforan (ATP), wskaznik wzro-
stu hodowli (N/N).

Key words: quercetin, nitrates, adenosine triphosphate (ATP), values of cell growth
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Zainteresowanie badaniami nad wplywem azotandéw na organizm cztowieka
wynika z ich powszechnego stosowania w rolnictwie oraz przetworstwie Zywno-
sci. Gtéwnym zrodlem zwiazkéw azotowych w zywnosci sa warzywa i produkty
roslinne, produkty migsne, woda pitna i ser. Wyniki badan dotyczacych ich wptywu
na organizm cztowieka sa rozbiezne. Jedne wskazuja, ze nadmierne spozycie azo-
tanow wiaze si¢ ze zwigkszonym ryzykiem raka uktadu pokarmowego oraz wysta-
pienia methemoglobinemii, inne wykazuja korzystne efekty dziatania azotanéw,
dzigki ktorym zwiazki te moga okazac si¢ uzyteczne w zapobieganiu i leczeniu
wielu chorob (1, 2, 3). Oprocz zwickszonego spozycia azotandéw, coraz czgsciej
spozywana jest zywno$¢ bogata w zwiazki o wlasciwosciach antyoksydacyjnych.
Jedna z takich substancji jest kwercetyna, nalezaca do zwiazkow flawonoidowych.
W licznych badaniach wykazano jej wielokierunkowe dziatanie: antyoksydacyjne,
przeciwnowotworowe, detoksykacyjne i przeciwmiazdzycowe (4). Dziatanie anty-
oksydacyjne kwercetyny wynika z mozliwosci jej bezposrednich reakcji z wolnymi
rodnikami oraz dziatania modyfikujacego przemiany prowadzace do ich powstawa-
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nia (5). Wlasciwosci antyoksydacyjne kwercetyny zwiazane s rowniez z mozliwo-
$cia chelatowania jondw metali przejsciowych (zelaza, miedzi), ktore uczestnicza
w wielu reakcjach utleniania i redukeji (6). Kwercetyna posiada roéwniez wasciwosci
neutralizujace toksyczno$¢ niektorych zwiazkow (7). Jednak niektore doniesienia
wskazuja na jej dzialanie apoptyczne, mutagenne i prooksydacyjne (8).

Obserwowane zwigkszone spozycie produktow zawierajacych zarowno azotany,
jak i aktywne zwiazki o wlasciwosciach przeciwutleniajacych nasuwa pytanie do-
tyczace mozliwosci ich wzajemnych oddziatywan na organizmy zywe. W zwiazku
z tym, celem pracy bylo czy i w jakim stopniu rownoczesna obecno$¢ kwercetyny
1 azotandw wptywa na aktywno$¢ metaboliczna komorek.

MATERIAL I METODY

Badania prowadzono na fibroblastach izolowanych metoda eksplantow tkanki
ze skory pobranej z ogona i brzucha myszy, szczepu BALB/c. Zwierzgta pocho-
dzity z hodowli w Centrum Medycyny Doswiadczalnej Slaskiego Uniwersytetu
Medycznego, a zgode na badania wydata Lokalna Komisja Etyczna do Spraw Do-
Swiadczen na Zwierzetach SUM. Wybdr fibroblastow, jako modelu badawczego, byt
spowodowany m.in. tatwoscia ich izolacji, mozliwoscia namnozenia duzej liczby
komorek oraz wysoka jednorodnoscia komorek, dzigki czemu uzyskuje si¢ duza
powtarzalno$¢ wynikow. Fibroblasty hodowano w pozywce Dulbecco’a DMEM
z NaNOj; (10~°mol/dm?) i/lub kwercetyna. Stezenie kwercetyny Ql, Q2 i Q3 wy-
nosito odpowiednio: 107, 10-¢ i 103mol/dm?. Stezenia zostaly ustalone w efekcie
przeprowadzenia badan pilotowych. Wybrano stgzenia, przy ktorych nie obserwo-
wano dzialania cytotoksycznego, czyli dodane substancje nie powodowaty wyzszej
niz w hodowlach kontrolnych §miertelnosci komérek. Hodowle prowadzono przez
1, 4 1 6 dni, w inkubatorze firmy Heraeus, w temp. 37°C, atmosferze zawierajacej
5% CO,. Komoérki wybarwiano 0,4% bigkitem trypanu (9), zliczano za pomoca
licznika komérek Coutness™ firmy Invitrogen. Wskaznik wzrostu hodowli (N/Nj)
wyznaczono jako iloraz liczby fibroblastow w 1 cm?® pozywki w dniu zakofczenia
(N) i w dniu zatozenia (Nj) hodowli. Stezenie ATP oznaczano w komorkach za
pomoca zestawu testow firmy Perkin-Elmer. Zasada oznaczenia polega na reakcji
ATP z D-lucyferyna w obecnosci lucyferazy, ktorej towarzyszy emisja swiatlta (10).
Uzyskane wyniki przeliczono na 1 mg biatka komorkowego. Biatko oznaczono z wy-
korzystaniem metody Lowry (11). Wszystkie oznaczania wykonano w trzech powtd-
rzeniach, a otrzymane wyniki poddano opracowaniu statystycznemu. Obliczono
warto$ci podstawowych parametrow opisowych: srednig arytmetyczna i odchylenie
standardowe. Grupy kontrolne i badane poréwnano testem t—; wariancje prob byly
jednorodne (STATISTICA 10.0).

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Interakcje zachodzace pomigdzy sktadnikami zywnosci sa coraz czg$ciej tema-
tem prac badawczych (12,13). Jednak mato jest badan in vitro, w ktérych oceniany
jest bezposredni wptyw oddziatywan sktadnikéow zywnos$ci na komorki.
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W ocenie hodowli komoérkowej duze znaczenie ma cytofizjologiczna charaktery-
styka komorek, ktora moze byé oparta na wyznaczeniu ich zywotnoéci. Zywotno$é
fibroblastow, okreslona na podstawie testu integralno$ci bton (wybarwienie komorek
blgkitem trypanu) w preparatach wynosita powyzej 95%. W badaniach in vitro inte-
resujaca jest tez szybko$¢ namnazania i zaggszczenia komorek pod wplywem sub-
stancji egzogennych. Hamowanie lub zwigkszenie wzrostu komorek jest parametrem
ich odpowiedzi biologicznej na rodzaj i stezenie zwiazkéw dodanych do hodowli
komorkowej. Obliczone wartos$ci wskaznika wzrostu komorek (N/N,) przedstawiono
w tab. I. Dodanie azotanu (V) sodu do hodowli spowodowato zmniejszenie wzrostu
fibroblastow o 25—47% w zalezno$ci od czasu trwania hodowli. Obecnos$¢ kwer-
cetyny wraz ze wzrostem jej stezenia i wydtuzaniem czasu hodowli powodowata
niewielkie, nieistotne statystycznie hamowanie wzrostu komoérek. Rownoczesna
obecno$¢ w podlozu azotanu i kwercetyny hamowata wzrost komorek w sposéob
zalezny od czasu hodowli oraz st¢zenia kwercetyny. Nizsze stgzenia kwercetyny
dodanej tacznie z azotanem (V) sodu (Q1+NaNQOs), w mniejszym stopniu hamowa-
ty wzrost komérek niz stezenia wyzsze (Q2+NaNOz i Q3+NaNOs). Fakt ten moze
wskazywac na ochronne dzialanie kwercetyny w matych dawkach.

Tabela |. Wartosci wskaznika wzrostu komorek (N/No) w hodowlach fibroblastow
Table I. Values of cell growth (N/Ny) in cultured fibroblasts

Hodowla 1 dzien 4 dzien 6 dzien
Kontrola 2,10+0,20 4,01+0,32 5,99+0,45
NaNO3 1,49+0,12" 3,01+0,29" 3,20+0,38"
Q1 2,10+0,22 3,97+0,31 5,84+0,39
Q2 2,10+0,21 3,91+0,28 5,59+0,39
Q3 1,90+0,19 3,60+0,35 5,30+0,36
Q1+NaNO3 1,70+0,10" 3,40+0,27" 4,37+0,38"
Q2+NaNO3 1,67+0,16" 3,18+0,20" 4,02+0,27"
Q3+NaNO3 1,60+0,09" 2,93+0,14" 3,73+0,35"

NaNO; — hodowla z azotanem (V) sodu; Q1 — hodowla z kwercetyng o stezeniu: 107 mol/dm?; Q2: 10-6
mol/dm3; Q3: 10-% mol/dm3; Q1+NaNO; — hodowla z azotanem i kwercetyng (o stezeniach Q1, Q2 i Q3).
Wyniki sg przedstawione jako wartos¢ srednia (n=3); * p<0,05 wobec kontroli.

Zrédtem ATP w komorce jest zardwno fosforylacja substratowa, jak i fosforylacja
oksydacyjna. Jednym z nastgpstw stresu oksydacyjnego w komorkach moze
by¢ zmniejszenie wytwarzania ATP, ktore jest efektem inaktywacji enzymow
zawierajacych grupy —SH, przez reaktywne formy tlenu (14). Aktywnos¢é
biochemiczna hodowanych fibroblastow oceniono poprzez okreslenie w nich zmian
stezenia ATP, a uzyskane wyniki przedstawiono w tab. II. Zaobserwowany ok. 10%
spadek ATP w fibroblastach dtuzej hodowanych w obecnosci azotanu (V) sodu,
wskazuje na zaburzenie metabolizmu komorek. Obecno$¢ w pozywce kwercetyny
0 najwyzszym zastosowanym stezeniu Q3 i hodowli trwajacej 6 dni, rowniez
powodowata spadek stezenia ATP (ok. 15%), co moze wskazywaé na ingerencje
kwercetyny w reakcje redoks podczas tworzenia ATP. W fibroblastach hodowa-
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Tabela Il. Stgzenie ATP (umol/mg biatka) w hodowanych fibroblastach
Table Il. ATP concentration (umol/mg protein) in cultured fibroblasts
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Hodowla 1 dzien 4 dzien 6 dzien
Kontrola 0,122+0,008 0,128=+0,006 0,125+0,008
NaNO3 0,125+0,011 0,123=0,010 0,113+0,007"
Q1 0,130+0,010 0,131=+0,008 0,119+0,010
Q2 0,131+0,011 0,129+0,011 0,117+0,010
Q3 0,131+0,011 0,121+0,008" 0,108+0.008"
Q1+NaNO; 0,133=0,009 0,124=0,004 0,117+0,010
Q2+NaNO; 0,131=0,009 0,128+0,007 0,117+0,007
Q3+NaNO; 0,125+0,010 0,116+0,004" 0,108+0,003"

NaNO; - hodowla z azotanem (V) sodu/ cell culture with sodium nitrate (V); Q — hodowla z kwercetyng o stgzeniu:
Q1: 107 mol/dm3, Q2: 10-% mol/dm3, Q3: 10~ mol/dm3; Q+NaNO3 — hodowla z azotanem i kwercetyng (o steze-
niach Q1, Q2 i Q3); Wyniki sg przedstawione jako wartos$¢ srednia (n=3); " p<0,05 wobec kontroli.

nych rownocze$nie z azotanem i kwercetyna o najwigkszym stezeniu (Q3+NaNO;),
wystapito zmniejszenie ATP wraz z wydtuzaniem czasu hodowli. Istotne staty-
stycznie zmiany stwierdzono, dla tego uktadu, w 4 i1 6 dniu hodowli. W prowadzo-
nych wczeéniej badaniach zaobserwowalismy, iz rGwnoczesna obecnos$¢ azotanu
(V) sodu i kwercetyny w podtozu hodowlanym, powodowata wzrost aktywnosci
enzymow antyoksydacyjnych fibroblastow, czyli nastgpowata ingerencja w home-
ostazg redoks komorek (15). Najwigksze zmiany aktywnosci enzymoéw odnotowano
w obecnosci najwigkszego stezenia kwercetyny. Wzrost aktywnosci enzymow, przy
jednoczesnym spadku stgzenia ATP w komorkach, wskazuje na udziat kwercetyny
w metabolizmie fibroblastéw, narazonych na azotan. Istotna rol¢ w metabolizmie
komoérkowym i produkcji energii ATP ma uktad fosforylacji oksydacyjnej. De Pa-
epe 1 wspolpr. (16) wykazali, ze resweratrol (potencjalny antyoksydant) w st¢zeniu
100 pmol/dm? nie normalizowal fosforylacji oksydacyjnej w hodowlach ludzkich
fibroblastéw, poddanych stresowi oksydacyjnemu. Odnotowany przez nas wzrost
stezenia ATP w fibroblastach krotko hodowanych z azotanem (V) 1 rownoczesnie
z kwercetyna w matych stezeniach (0,1 i 1,0 umol/dm?), mégt byé wynikiem stabili-
zacji fosforylacji oksydacyjnej przez kwercetyng. Natomiast podczas dtugotrwatego
narazenia fibroblastow na azotan (V) kwercetyna, zwlaszcza w najwigkszym stgze-
niu (10 umol/dm?), nie normalizowata stezenia ATP w komorkach.

WNIOSKI

Uzyskane wyniki wskazuja, ze rownoczesna obecno$¢ kwercetyny i azotanu (V)
sodu w hodowli fibroblastow miata wptyw na wskaznik wzrostu komoérek oraz ich
aktywno$¢ metaboliczna. Wielko$¢ zmian zalezata zaréwno od stezenia kwercetyny,
jak 1 od czasu ekspozycji na badane zwiazki. Mozna przypuszczac, ze spozywa-
nie duzej ilosci kwercetyny, zwlaszcza dtugotrwate, przy jednoczesnym spozyciu
produktow zawierajacych azotany (V), moze mie¢ wptyw na funkcjonowanie or-
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ganizmu. W zwiazku z tym nalezaloby przeprowadzi¢ dalsze badania dotyczace
potencjalnych interakcji azotanéw z kwercetyna oraz innymi substancjami o wia-
$ciwo$ciach przeciwutleniajacych.

E. Kurzeja, K. Pawtowska-Goral
NITRATES AND QUERCETIN INTERACTIONS — IN VITRO MODEL

Summary

Despite the beneficial role of quercetin for human health, some reports suggest its apoptotic, mutage-
nic and prooxidative activity. Also, research results concerning the influence of nitrates on human body
are divergent. Increased amounts of both nitrates and antioxidants in contemporary diet prompted our
research on the effects of both these types of substances on living organisms. The aim of the study was
to establish whether, and if so, to what degree, the simultaneous presence of quercetin and sodium nitrate
influenced cell metabolism. The research was conducted on mouse fibroblasts cultivated in a medium
with NaNOj; (1 mM) and/or quercetin (0.1, 1.0 and 10 uM). The viability of the cells was established by
staining with 0.4% trypan blue. Cell culture growth index was calculated after counting the cells with
Invitrogen CoutnessTM counter. The ATP concentration in the cells was measured using a Perkin-Elmer
test set. The simultaneous exposure of the cells to nitrate and quercetin inhibited their growth less than
nitrate alone. Longer exposure of fibroblasts to nitrate or quercetin at 10uM, as well as to both these
compounds together, caused a decrease in ATP concentration, indicating disturbed cell metabolism. An
increase in ATP concentration in a short-term culture with nitrate and quercetin at lower concentrations
(0.1 and 1.0 uM) could result from the stabilization of oxidative phosphorylation by quercetin. Prolonged
exposure to quercetine at 10 uM did not result in the normalization of ATP concentration in the cells.

The results indicate that the simultaneous presence of quercetin and sodium nitrate in a fibroblast
culture influenced the cell growth indicator and changed the metabolic activity of fibroblasts. The
magnitude of changes depended both on quercetin concentration and the time of exposure to the com-
pounds tested. It may be assumed that the ingestion of large amounts of quercetin, especially over an
extended period of time, accompanied by the ingestion of products containing nitrates may affect the
functioning of the body.

PISMIENNICTWO

1. Hord N.G., Tang Y., Bryan N.S.: Food sources of nitrates and nitrites: the physiologic context for
potential health benefits. Am. J. Clin. Nutr., 2009; 90: 1-10. — 2. Lundberg J.O., Feelisch M., Bjorne H.,
Jansson E.A., Weitzberg E.: Cardioprotective effects of vegetables: is nitrate the answer? Nitric Oxide,
2006; 15(4): 359-362. — 3. Gilchrist M., Winyard P.G., Benjamin N.: Dietary nitrate —good or bad? Nitric
Oxide, 2010; 22(2): 104-109. — 4. Harwood M., Danielewska-Nikiel B., Borzelleca J.F., Flamm G.W.,
Williams G.M., Lines T.C.: A critical review of the data related to the safety of quercetin and lack of
evidence of in vivo toxicity, including lack of genotoxic/carcinogenic properties. Food Chem. Toxicol.,
2007; 45(11): 2179-2205. — 5. Lakhanpal P., Rai D.K.: Quercetin: A Versatile Flavonoid. Internet Journal
od Medical Update 2007; 2(2): 22-37. — 6. Sun S., Chen W., Cao W., Zhang F., Song J., Tian C.: Research
on the chelation between quercetin and Cr(III) ion by Density Functional Theory (DFT) method. Jo-
urnal of Molecular Structure: THEOCHEM, 2008; 860: 40-44. — 7. Yousef M.1., Omar S.A., El-Guendi
M.1., Abdelmegid L.A.:. Potential protective effects of quercetin and curcumin on paracetamol-induced
histological changes, oxidative stress, impaired liver and kidney functions and haematotoxicity in rat.
Food Chem. Toxicol. 2010; 48(11): 3246-3261. — 8. Gliszczyriska—S’wiglo A., van der Woude H., de Haan
L., Tyrakowska B., Aarts JM., Rietjens IM.: The role of quinine reductase (NQOI) and quinine chemistry
on quercetin cytotoxicity. Toxicol In Vitro, 2003; 17(4): 423-431. — 9. Philips D.J.: Dye exclusion test
for cell viability, in: tissue, culture, methods and application. Acad. Press., 1978; 406-408. — 10. Kangas
L., Gronroos M., Nieminen A.L.: Bioluminescence of cellular ATP: a new method for evaluating cytotoxic
agents in vitro. Med. Biol., 1984; 62: 338-343.



Nr 1 Interakcje azotandw i kwercetyny — badania in vitro 95

11. Lowry O.H., Rosebrough N.J., Farr A.L., Randall R.J.: Protein measurement with the Folin phenol
reagent. J. Biol. Chem., 1951; 193: 265-275. — 12. Barton H., Folta M., Chiopicka J., Kulawik A.: Ba-
danie (in vitro) wptywu interakcji pomigdzy ekstraktami kawy a kwasem askorbinowym i wybranymi
polifenolami na ich wtasciwosci antyoksydacyjne. Bromat. Chem. Toksykol., 2014; 47(3): 264-269. — 13.
Gliszezynska-Swiglo A., Szymusiak H.: Interakcje migdzy sktadnikami suplementow diety na przykta-
dzie kwercetyny i witaminy C. Zywno$¢ Nauka Technologia Jako$¢, 2009; 4(65): 278-285. — 14. Oldh
J, Klivényi P., Gardian G., Vécsei L., Orosz F., Kovacs G.G., Westerhoff H.V., Ovadi J.: Increased glucose
metabolism and ATP level in brain tissue of Huntington’s disease transgenic mice. FEBS J, 2008; 275(19):
4740-55. — 15. Kurzeja E., Stec M., Synowiec-Wojtarowicz A., Jowsa A., Pawlowska-Goral K.: Studies
on the effect of quercetin and nitrates on the redox homeostasis using in vitro model. Environ. Toxicol.
Pharmacol., 2014; 38(1): 24-30. — 16. De Paepe B., Vandemeulebroecke K., Smet J., Vanlander A., Seneca
S., Lissens W., Van Hove J.L., Deschepper E., Briones P., Van Coster R.: Effect of resveratrol on cultured
skin fibroblasts from patients with oxidative phosphorylation defects. Phytother Res., 2014; 28(2): 312-316.

Adres: 41-200 Sosnowiec, ul. Jednosci 8



