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WPLYW GENISTEINY I DAIDZEINY
NA PROCES ROZPUSZCZANIA MEMBRANY LIPIDOWEJ
W OBECNOSCI DETERGENTU

Streszczenie. W pracy przedstawiono wyniki badan dotyczace wplywu izoflawondéw sojowych —
genisteiny i daidzeiny na proces rozpuszczania lipidowej membrany dipalmitynofosfatydylocho-
linowej (DPPC) w obecnosci anionowego detergentu siarczanu dodecylu sodu (SDS). Genisteina
i daidzeina chronig membran¢g DPPC przed solubilizacja w obecnosci SDS, przy czym daidzeina,
dzigki zdolnosci oddziatywania z hydrofilowa faza dwuwarstwy, efektywniej (przy mniejszych
stgzeniach) zapobiega rozpuszczeniu blony. Naruszenie réwnowagi hydrofilowo-hydrofobowej
dwuwarstwy w obecnosci detergentu SDS prowadzi albo do calkowitej solubilizacji membrany
(w obecnosci 50 uM GEN), albo do powstania struktury o zwigkszonej odpornosci na dziatanie
detergentow (w obecnosci 200 pM GEN oraz 50 i 200 uM DAI), ktorej catkowite rozpuszczenie
wymaga zastosowania stezen SDS wielokrotnie przekraczajacych stezenia stosowane do narusze-
nia struktury pierwotnej membrany.

Stowa kluczowe: daidzeina, genisteina, izoflawony, membrana lipidowa, liposomy, detergenty

Wstep

Surfaktanty, ktore sa powszechnie stosowane w przemysle spozywczym i gospodar-
stwie domowym, moga mie¢ negatywny wpltyw na stabilno$¢ membran lipidowych.
Detergenty powodujg rozerwanie struktury membrany i przeksztalcenie liposomow
w struktury micelarne (OTEIZA i IN. 2005). Oddzialywania miedzy czasteczkami deter-
gentu a fosfolipidami blony prowadza do zmiany hydrofobowo-hydrofilowej rownowagi
btony i w efekcie do zniszczenia dwuwarstwy (DWIECKI i IN. 2007 a). Obecnos¢ polife-
nolowych barwnikow roslinnych — flawonoidow w membranie lipidowej moze zmie-
nia¢ jej strukturg i wlasciwosci, w tym stabilnos¢ w obecnosci detergentow. Zaobser-
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wowano, ze katechiny chronig membrany przed destrukcyjnym wpltywem detergentow,
co jest zwigzane z ich oddzialywaniem z polarng czescig btony, a szczegolnie z grupami
hydroksylowymi (VERSTRAETEN i IN. 2003). Inkubacja liposoméw ztozonych z fosfaty-
dylocholiny (PC) i fosfatydyloseryny (PS) z flawonolami i procyjanidynami powoduje
zwigkszenie ilosci detergentu Triton X-100 potrzebnego do rozerwania struktury mem-
brany. Akumulacja procyjanidyn na powierzchni liposomow zabezpiecza hydrofobowy
rdzen membrany przed penetracja surfaktantow (VERSTRAETEN i IN. 2003). Podobne
dziatanie ochronne stwierdzono w przypadku: kempferolu, naringeniny, epigalokatechi-
ny, galusanu epigalokatechiny i genisteiny (OTEIZA i1 IN. 2005). Najwigkszy efekt
ochronny w stosunku do membrany narazonej na dziatanie detergentéw wykazuja fla-
wonoidy hydrofilowe. Powstawanie wigzan wodorowych miedzy flawonoidem i polar-
ng czesScia membrany determinuje zdolno$¢ tych zwigzkéw do oddziatywania z po-
wierzchnia membrany i ochrony przed wplywem detergentow. Mozliwo$¢ powstania
wigzan wodorowych zalezy od liczby i rozmieszczenia grup hydroksylowych flawono-
idu oraz jego trojwymiarowej struktury, a takze od ilosci grup OH w hydrofilowej cze-
$ci membrany. W przypadku flawonoli ochronne dziatanie w stosunku do membrany
jest bezposrednio skorelowane z ilosciag grup OH. Obecno$¢ grupy metoksylowej przy
4. weglu pierécienia C nie wptywa na zdolnoé¢ flawonoidow do tworzenia wigzan wo-
dorowych, podczas gdy obecnos¢ podwojnego wigzania pomiedzy 2. i 3. weglem pier-
scienia C ma kluczowe znaczenie. Obecnos¢ dodatkowych grup hydroksylowych
w epigalokatechinie znacznie zwicksza ochronne dziatanie wobec membrany (OTEIZA
i IN. 2005). Genisteina i daidzeina sa zaliczane do klasy izoflawonéw (HARBORNE
i WILLIAMS 2000, HAVSTEEN 2002). Daidzeina ma dwie grupy OH — przy 7. weglu
pierscienia A i 4°. weglu pierScienia B, natomiast w czasteczce genisteiny wystepuje
dodatkowa grupa hydroksylowa przy 5. weglu pierscienia A (rys. 1).
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Rys. 1. Wzory strukturalne genisteiny (a) i daidzeiny (b)
Fig. 1. Genistein (a) and daidzein (b) structural formulas

Celem niniejszej pracy byto okreslenie wptywu izoflawonéw sojowych — genisteiny
i daidzeiny na proces rozpuszczania fosfatydylocholinowej membrany lipidowej
w obecnosci detergentu. Uzycie polifenoli o zblizonej budowie chemicznej pozwala na
stwierdzenie, czy liczba grup OH w czasteczce izoflawonu rzutuje na jego ochronne
dziatanie w stosunku do btony lipidowej poddanej dziataniu surfaktantu.
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Material i metody

Przygotowanie liposoméw (membran lipidowych)

Liposomy przygotowano wedtug MACDONALDA i IN. (1991) z wlasnymi modyfika-
cjami. Odpowiednie ilosci dipalmitynofosfatydylocholiny (DPPC) (Sigma-Aldrich,
Niemcy) rozpuszczonej w chloroformie (POCh, Polska) oraz izoflawonéw: genisteiny
(GEN) i daidzeiny (DAI) (LCLabs, USA) rozpuszczonych w metanolu (POCh, Polska)
zmieszano w kolbce stozkowej ze szlifem i rozpuszczalnik odparowano za pomoca
wyparki prozniowej w czasie 3 min w temperaturze 40°C. Powstaly film uwodniono
0,1 M buforem fosforanowym (pH 7,4) poprzez intensywne mieszanie na mieszadle
magnetycznym przez 10 min w temperaturze powyzej temperatury glownego przejscia
fazowego membrany (50°C). Uwodnione membrany, w celu uzyskania liposoméw
o jednolitych rozmiarach, ekstrudowano za pomoca ekstrudera LiposoFast Basic LF-1
(Avestin Inc., Kanada). Przeprowadzono 11 pasazy w temperaturze powyzej temperatu-
ry gtownego przejscia fazowego blony, a $rednica poréw uzytej membrany wynosita
1000 nm.

Pomiary turbidometryczne (rozproszenia $§wiatla) przez membrany lipidowe
DPPC w obecnosci izoflawondéw i detergentu siarczanu dodecylu sodu

Pomiar rozproszenia $wiatta przez liposomy DPPC zawierajace genisteing i daidze-
ing w obecnosci anionowego detergentu siarczanu dodecylu sodu (SDS) (Sigma-
-Aldrich, Niemcy) wykonano wedlug LEHTONENA i IN. (1996). Rozproszenie wyzna-
czono przez pomiar absorbancji (ABS) przy dtugosci fali A = 420 nm. Liposomy DPPC
(272 pM) zawieraty 50 1 200 uM odpowiednich izoflawondéw. Wykonano pomiary
kinetyki zmian absorbancji (rozproszenia §wiatta) w obecnosci 25 mM SDS oraz po-
miary absorbancji zawiesiny membran w zaleznosci od st¢zenia SDS (0,5-33 mM de-
tergentu). Pomiary wykonano w kuwecie kwarcowej 1 X 1 cm w temperaturze 22°C za
pomoca spektrofotometru S 1000 (Ocean Optics, Holandia).

Pomiar natezenia emisji fluorescencji i widm emisji fluorescencji izoflawonow

Pomiar nat¢zenia emisji fluorescencji daidzeiny w liposomach DPPC w obecnosci
siarczanu dodecylu sodu (SDS) wykonano przy dtugosci fali wzbudzenia A = 260 nm
i emisji A =465 nm. Liposomy DPPC (272 uM) zawieraly 50 i 200 uM daidzeiny. Wy-
konano pomiary kinetyki zmian nat¢zenia emisji fluorescencji w obecno$ci 25 mM SDS
w czasie do 120 min oraz pomiary nat¢zenia emisji w zawiesinie membran w zaleznosci
od stezenia SDS (0,5-33 mM detergentu). Dodatkowo wykonano pomiar widm emisji
fluorescencji daidzeiny (50 uM) w buforze fosforanowym (0,1 M; pH 7,4), zawiesinie
liposomoéw DPPC (104 uM) i micelach SDS (15 mM). Pomiary wykonano w kuwecie
kwarcowej 1 X 1 cm w temperaturze 22°C za pomocg spektrofluorymetru RF 5001
(Shimadzu, Japonia). Pomiaréw nate¢zenia i widm emisji genisteiny nie wykonano ze
wzgledu na brak natywnej fluorescencji tego izoflawonu.
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Analiza statystyczna

Analize statystyczng wykonano za pomoca programéw OriginPro 7.5 oraz Microsoft
Excel. Wszystkie analizy wykonano co najmniej w trzech powtdrzeniach. Zastosowano
jednoczynnikowg analiz¢ wariancji (ANOVA) z testem Tukeya (poziom istotnosci
a=0,05).

Wyniki i dyskusja

Pomiary turbidometryczne

Pomiaru absorbancji (ABS) dokonywano poza pasmami absorpcji sktadnikow roz-
tworu. Rejestrowane warto$ci byly skutkiem zjawiska rozproszenia $wiatla przez czast-
ki o réznych rozmiarach, a wigc wartos¢ ABS byta proporcjonalna do wielkosci tych
czastek. Poczatkowa warto$¢ rozproszenia w zawiesinie liposomoéw DPPC w obecnosci
GEN (rys. 2) byta wicksza niz w przypadku membrany niezawierajacej flawonoidow,
co jest prawdopodobnie zwigzane ze wzrostem rozmiar6w liposoméw w wyniku ich
agregacji. Zjawisko agregacji liposom6éw w obecnosci izoflawondéw zostato opisane
przez LEHTONENA i IN. (1996).
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Rys. 2. Zalezno$¢ absorbancji (A = 420 nm) dyspersji liposo-
moéw DPPC (272 uM) w obecnosci genisteiny i SDS (25 mM)
od czasu inkubacji w temperaturze 22°C

Fig. 2. Relationship between DPPC liposomes dispersion (272
uM) absorbance (A = 420 nm) and time of incubation in the
presence of genistein and SDS (25 mM) at 22°C

Dodanie anionowego detergentu, siarczanu dodecylu sodu (SDS), w stezeniu powy-
zej krytycznego stezenia micelarnego (25 mM) do zawiesiny liposomow DPPC (272
uM) powodowato gwattowne (w czasie do 1 min) zmniejszenie wartosci absorbancji dla
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dtugoscei fali A = 420 nm do poziomu absorbancji probki referencyjnej, bez detergentu,
(rys. 2). Oznacza to catkowita solubilizacj¢ liposomoéw i przeksztatcenie ich w zawiera-
jace detergent micele. W obecnosci 50 uM genisteiny solubilizacja rowniez nastgpowa-
ta w czasie do 1 min. Warto§¢ rozproszenia spadata po 1 min inkubacji do 0,06 i nie
zmieniata si¢ w sposob statystycznie istotny (o = 0,05) w czasie do 10 min inkubacji.
Przy stezeniu 200 uM GEN proces solubilizacji konczyt si¢ po 4 min inkubacji. Po 10
min inkubacji nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic migdzy rozproszeniem
zawiesiny DPPC w obecnosci 50 i 200 uM GEN 1 przy nieobecnosci flawonoidu. Cat-
kowita solubilizacja membrany DPPC przy nieobecno$ci i w obecnosci 50 pM GEN
nastepowata przy stezeniu SDS = 1,48 mM (rys. 3), a wigc ponizej krytycznego stezenia
micelizacji (CMC) réwnego w przypadku SDS 8,27 mM (w temperaturze pokojowej)
(POLEWSKI 1996). Dalszy wzrost stezenia detergentu nie powodowal statystycznie
istotnych zmian ABS. Warto$¢ ABS membrany przy stezeniu 200 uM GEN byta dwu-
krotnie wigksza niz w obecnosci 50 uM 1 przy nieobecnosci GEN, co §wiadczy o praw-
dopodobnym wzroscie rozmiaréw liposomow w obecnosci duzego stezenia flawonoidu.
Najwigkszy spadek rozmiarow liposomdéw (wartoSci ABS) obserwowano w obecnosci
200 uM GEN przy stezeniu SDS do 1 mM, natomiast dalszy przyrost st¢zenia detergen-
tu (do 33 mM) powodowal mniej gwaltowne zmiany absorbancji, jednak nawet przy
stezeniu 33 mM SDS nie nastgpowata catkowita solubilizacja membran.
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Rys. 3. Zaleznoé¢ absorbancji (A = 420 nm) dyspersji lipo-
somow DPPC (272 uM) w obecnosci genisteiny od stgze-
nia SDS

Fig. 3. Relationship between DPPC liposomes dispersion
(272 uM) absorbance (A = 420 nm) and concentration of
SDS in the presence of genistein

Dodatek SDS (25 mM) do zawiesiny DPPC zawierajacej 50 uM daidzeiny powo-
dowat catkowita solubilizacj¢ membrany w czasie do 1 min (rys. 4). Stosunkowo duza
warto$¢ absorbancji poczatkowej DPPC w obecno$ci daidzeiny (420 nm) jest prawdo-
podobnie skutkiem agregacji liposoméw w obecnos$ci tego izoflawonu. LEHTONEN 1 IN.
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Rys. 4. Zalezno$¢ absorbancji (A = 420 nm) dyspers;ji lipo-
somow DPPC (272 uM) w obecnosci daidzeiny i SDS
(25 mM) od czasu inkubacji w temperaturze 22°C

Fig. 4. Relationship between DPPC liposomes dispersion
(272 pM) absorbance (A = 420 nm) and time of incubation
in the presence of daidzein and SDS (25 mM) at 22°C

(1996) zaobserwowali agregacje membran z fosfatydylocholiny zottka jaja w obecnosci
daidzeiny, co skutkowato wzrostem rozproszenia (absorbancji mierzonej przy dhugosci
fali 400 nm). Nie zaobserwowano statystycznie istotnych (o = 0,05) zmian miedzy
membrang zawierajaca 50 puM DAI i membrang bez izoflawonu. Obecno$¢ SDS
w membranie DPPC zawierajacej 200 uM DAI powodowata w czasie 1 min blisko
czterokrotny spadek rozproszenia. Dalsza inkubacja w czasie do 10 min nie powodowa-
fa statystycznie istotnych zmian absorbancji, jednak warto$¢ ta réznita si¢ od wartosci
notowanej przy nieobecnosci DAI, solubilizacja membrany byla wigc niecatkowita.

Zalezno$¢ ABS przy dhugosci fali 420 nm od stezenia SDS w zawiesinie liposomow
DPPC w obecnosci DAI przedstawiono na rysunku 5. Detergent SDS w stezeniu do
2,44 mM powoduje efektywne niszczenie struktury membrany DPPC zawierajacej 50
uM DAL, jednak przy tym stezeniu solubilizacja membrany nie byta calkowita. Dalszy
wzrost stezenia SDS powodowat niewielkie zmiany warto$ci ABS i dopiero przy steze-
niu detergentu rownym 33 mM membrana byta catkowicie rozpuszczona. W obecnosci
200 uM DAI réwniez nastgpowal gwattowny spadek ABS zawiesiny przy stezeniu
detergentu do 1,48 mM, a przy wigkszym st¢zeniu zmiany absorbancji byty duzo wol-
niejsze, jednak nawet w obecnosci 33 mM SDS nie wystapita catkowita solubilizacja
membrany.

W obecnosci obu flawonoidéw nastepowato pod wpltywem detergentu naruszenie
rownowagi hydrofilowo-hydrofobowej dwuwarstwy i jej solubilizacja przy stezeniu
SDS w przedziale od 0,5 do okoto 2,44 mM. Proces ten prowadzit albo do calkowitej
solubilizacji membrany (przy st¢zeniu GEN 50 uM), albo do powstania struktury
o zwiekszonej odpornosci na dziatanie detergentow (przy stezeniu 200 uM GEN oraz
501200 uM DAI), ktorej calkowite rozpuszczenie wymagato zastosowania stgzen SDS
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Rys. 5. Zalezno$¢ absorbancji (A = 420 nm) dyspersji lipo-

somoéw DPPC (272 uM) w obecnosci daidzeiny od st¢zenia

SDS

Fig. 5. Relationship between DPPC liposomes dispersion

(272 uM) absorbance (A = 420 nm) and concentration of

SDS in the presence of daidzein

wielokrotnie przekraczajacych st¢zenia stosowane do naruszenia struktury pierwotnej
membrany. Naruszenie rownowagi hydrofilowo-hydrofobowej dwuwarstwy nastepowa-
o zaré6wno w obecnosci DAL, jak i GEN, jednak DAI efektywniej (przy stabszych ste-
zeniach) chronita zmodyfikowana w ten sposdb strukture membrany przed dalszym
rozpuszczaniem.

OTEIZA 1 IN. (2005) zauwazyli, ze zdolno$¢ flawonoidéw do ochrony membrany
przed wptywem detergentow jest zdeterminowana zdolnoscia tych zwiazkéw do oddzia-
tywania z powierzchnig membrany, co jest zwigzane z powstawaniem wigzan wodoro-
wych miedzy flawonoidem i polarng czg¢écia dwuwarstwy. Daidzeina posiada zdolno$¢
oddziatywania z hydrofilowa fazg btony (DWIECKI i IN. 2007 b) i pomimo mniejszej
liczby grup hydroksylowych ma wigksza niz genisteina zdolno$¢ tworzenia wigzan
wodorowych (dane niepublikowane), stad prawdopodobnie skuteczniej niz GEN chroni
DPPC przed solubilizacja. Na podstawie badan spektroskopowych stwierdzono, ze
okoto 15% daidzeiny jest ulokowane w hydrofilowej cz¢sci membrany fosfatydylocho-
linowej, podczas gdy pozostata czgs$¢ znajduje si¢ w fazie wodnej i na granicy faz wo-
da/membrana (DWIECKI i IN. 2009). LANIA-PIETRZAK i IN. (2005) zaobserwowali spa-
dek ptynnosci membrany fosfatydylocholinowej (PC) w obecno$ci genisteiny. Wedlug
tych autorow GEN zmniejsza ptynno$¢ PC dzigki obecnos$ci na granicy fazy polarnej
i niepolarnej dwuwarstwy, gdzie ogranicza ruchliwo$¢ czasteczek lipidu. ARORA 1 IN.
(2000) stwierdzili obecnos¢ GEN w hydrofobowej czesci nienasyconej membrany
SLPC (fosfatydylocholiny podstawionej reszta kwasu stearynowego i linolowego),
gdzie zmniejszala ona w sposob istotny ptynnos¢ dwuwarstwy. Przepuszczalnosé mem-
brany lipidowej w obecnosci flawonoidéw ro$nie wraz ze wzrostem hydrofobowosci
zastosowanych polifenoli (OLLILA i IN. 2002). Daidzeina gromadzi si¢ gldwnie w hy-
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drofilowej fazie blony, tworzac skuteczng barier¢ utrudniajaca dostep detergentu do
dwuwarstwy, natomiast genisteina wystgpuje glownie na granicy fazy hydrofilowej
i hydrofobowej oraz w hydrofobowej czgéci dwuwarstwy, stad jej mniejsza niz daidze-
iny skuteczno$¢ dziatania ochronnego.

Pomiary natezenia fluorescencji

Pomiar natywnej fluorescencji daidzeiny dostarcza dodatkowych informacji o prze-
mianach zachodzacych w membranach DPPC w obecnosci izoflawonu i detergentu. Po
dodaniu 25 mM SDS do zawiesiny liposomoéw obserwowano w obecnosci 50 pM DAI
natychmiastowy spadek natezenia emisji fluorescencji (rys. 6). Spadek F przy stezeniu
200 uM DALI byt zblizony do zmian warto$ci emisji membrany niezawierajacej izofla-
wonu i wynikat raczej ze zmniejszenia si¢ wartosci rozproszenia. Warto$¢ fluorescencji
w czasie dalszej inkubacji (do 120 min) nie ulegala zmianom przy stezeniu DAI 200
UM i nieznacznie rosta przy stezeniu 50 uM.
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Rys. 6. Zalezno$¢ nat¢zenia emisji fluorescencji daidzeiny
(A = 465 nm) w dyspersji liposoméw DPPC (272 uM)
w obecnosci SDS (25 mM) od czasu inkubacji w tempera-
turze 22°C

Fig. 6. Relationship between daidzein fluorescence
intensity (A = 465 nm) in the DPPC liposomes dispersion
(272 uM) and the time of incubation in the presence of
SDS (25 mM) at 22°C

Zalezno$¢ natywnej fluorescencji daidzeiny w DPPC (maksimum emisji przy dtugo-
$ci fali A = 465 nm) od stezenia SDS przedstawiono na rysunku 7. Wzrost stezenia de-
tergentu powodowal zaréwno spadek poziomu rozproszenia (DPPC przy nieobecnos$ci
DAI), jak i spadek F daidzeiny (50 uM izoflawonu). Przy stezeniu DAI 200 uM nie
zaobserwowano zmian poziomu emisji fluorescencji odbiegajacych od zmian poziomu
rozproszenia DPPC przy nieobecnosci izoflawonu. Spadek natezenia emisji fluorescencji
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Rys. 7. Zalezno$¢ natezenia emisji fluorescencji daidzeiny
(A = 465 nm) w dyspersji liposoméw DPPC (272 uM) od
stezenia SDS

Fig. 7. Relationship between daidzein fluorescence intensity
(A = 465 nm) in the DPPC liposomes dispersion (272 uM)
and concentration of SDS

daidzeiny byt prawdopodobnie spowodowany zmiang struktury membrany na skutek
wbudowania si¢ w nig czasteczek detergentu, jak i oddziatywaniem izoflawonu obecne-
go w fazie wodnej z micelami SDS.

Wydajnos$¢ kwantowa fluorescencji DAl w membranie byta o przeszto 20% wigksza
od wydajnoéci w buforze fosforanowym (pH 7,4), natomiast nat¢zenie emisji w 15 mM
SDS bylo przeszto szesciokrotnie mniejsze niz w buforze (rys. 8). Obecnos¢ wzrastaja-
cego stezenia SDS w uktadzie powodowata z jednej strony solubilizacj¢ membrany,
w wyniku czego powstawaly nowe, zawierajace detergent struktury (agregaty), w kto-
rych warunki do wydajnej fluorescencji DAI byly mniej korzystne niz w membranie,
z drugiej strony obecnos$¢ surfaktantu w fazie wodnej w stezeniu przekraczajacym CMC
(powyzej 8,27 mM) skutkowala powstawaniem miceli SDS, w ktérych obecnosci DAI
wykazywala slabsza emisje fluorescencji w stosunku do srodowiska buforu. Powstawa-
nie agregatow fosfatydylocholiny i detergentu zostatlo zaobserwowane w obecno$ci
SDS w przypadku liposomoéw DPPC zawierajacych D-a-tokoferol (DWIECKI i IN.
2007 a). W przypadku niektorych flawonoidow odnotowuje si¢ zmiany natgzenia
i maksimum emisji fluorescencji w zaleznos$ci od charakteru srodowiska (FALKOVSKAIA
i IN. 1998, SENGUPTA i SENGUPTA 2002, 2003, CHAUDHURI i in. 2007). Flawonoidy
posiadajace grupe OH przy 5. weglu pierscienia A zwykle nie wykazuja fluorescencji
lub emisja pochodzaca od nich jest bardzo staba, czym mozna wytlumaczy¢ brak flu-
orescencji genisteiny w analizowanych srodowiskach (CHAUDHURI i IN. 2007). Stosun-
kowo mala warto$¢ nat¢zenia emisji przy stezeniu detergentu powyzej CMC moze wy-
nika¢ z solubilizacji membrany, jak rowniez z obecnosci w micelach daidzeiny pocho-
dzacej z fazy wodnej (buforu). Zjawisko partycji polifenoli miedzy faze wodna i mem-
brang lipidowa zostalo opisane przez wielu autor6w (AREIAS i IN. 2001, CHAUDHURI
1 IN. 2007, SARPIETRO i IN. 2007, CHEN i DEUSTER 2009, DWIECKI i IN. 2009).
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Ryc. 8. Widmo emisji fluorescencji daidzeiny (50 uM) w buforze
fosforanowym (0,1 M; pH 7,4), zawiesinie liposomow DPPC
(104 uM) i micelach SDS (15 mM)

Fig. 8. Fluorescence spectrum of the daidzein (50 uM) in the phos-
phate buffer (0.1 M; pH 7.4), DPPC liposomes suspension (104 uM)
and SDS micelles (15 mM)

Whioski

1. Genisteina i daidzeina chronig membrang DPPC przed solubilizacja w obecnos$ci
detergentu siarczanu dodecylu sodu (SDS), przy czym daidzeina, dzigki zdolnos$ci od-
dzialywania z hydrofilowa faza dwuwarstwy, efektywniej (przy mniejszych stgzeniach)
zapobiega rozpuszczeniu blony.

2. Naruszenie rownowagi hydrofilowo-hydrofobowej dwuwarstwy w obecnosci de-
tergentu SDS prowadzi albo do catkowitej solubilizacji membrany (w obecnosci 50 pM
GEN), albo do powstania struktury o zwigkszonej odpornosci na dziatanie detergentow
(w obecnosci 200 pM GEN oraz 50 i 200 pM DALI), ktérej catkowite rozpuszczenie
wymaga zastosowania stezen SDS wielokrotnie przekraczajacych stgzenia stosowane do
naruszenia struktury pierwotnej membrany.
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THE EFFECT OF GENISTEIN AND DAIDZEIN ON THE SOLUBILIZATION
OF LIPID MEMBRANE BY DETERGENT

Summary. The study was carried out to estimate the effect of soybean isoflavones (genistein and
daidzein) on the process of solubilization of lipid dipalmitoylphosphatidylcholine membrane
(DPPC) in the presence of anionic detergent sodium dodecyl sulfate (SDS). Genistein and daidze-
in prevent DPPC membrane solubilization in the presence of SDS. Protection by daidzein is more
effective than genistein and arises from the interaction between isoflavone and hydrophilic part of
the membrane. Changing of the hydrophobic-hydrophylic balance in the membrane in the pres-
ence of SDS leads to complete bilayer solubilization (at genistein concentration 50 uM) or new
detergent-resistance structures are observed (at genistein concentration 200 uM and daidzein
50-200 uM). Complete solubilization of those new structures requires much higher concentration
of SDS, than those required to solubilize the membrane without isoflavones.
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