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Inkubacja komorek linii V79 z preparatami z jagod aronii czarnoowocowej
ujawnita silne dziatanie antyoksydacyjne badanych preparatow w hodowlach
komorek eksponowanych nastepnie na stres oksydacyjny. Dzialanie antyok-
sydacyjne byto najsilniejsze w przypadku soku z jagod aronii (A4J). Natomiast
preparat AN (mieszanina czterech cyjanidyn — antocyjanow izolowanych z ja-
g6d aronii) ujawnit korzystny profil dziatania antygenotoksycznego — obnizenie
liczebnosci pekniec nici DNA przy niewielkim wplywie na czestos¢ apoptozy
w hodowlach.

Stowa kluczowe: stres oksydacyjny, sok i ekstrakt polifenoli z jagdd aronii, efekty
antyoksydacyjne.

Key words: oxidative stress, juice and poliphenolic extract from aronia fruits, anti-
oxidative effects.

Dieta bogata w przeciwutleniacze odgrywa wazna role w profilaktyce chorob
zwiazanych ze stresem oksydacyjnym. Jagody aronii czarnoowocowej (Aronia mela-
nocarpa Elliot) zawieraja znaczna ilo§¢ zwiazkow polifenolowych i sposrod owocow/
jagod okazuja szczegolnie wysoka aktywnos$¢ antyoksydacyjna (1-3). Wezeéniejsze
badania witasne pokazaly, ze mieszanina czterech antocyjanoéw izolowanych z jagod
aronii wywierala dziatanie antymutagenne i antygenotoksyczne (4, 5). Celem niniej-
szej pracy bylo poréwnanie aktywnos$ci antyoksydacyjnej soku z jagdd aronii (AJ),
ekstraktu polifenoli (PF) i mieszaniny czterech cyjanidyn — antocyjanéw (AN) izo-
lowanych z owocow aronii czarnoowocowej. Kontrolg pozytywna stanowity wzor-
cowe zwiazki antyoksydacyjne: troloks i kwas askorbinowy, zastosowane w takich
samych stezeniach jak badane preparaty z jagdd aronii. Aktywnos$¢ antyoksydacyjna
badanych preparatéw oceniano w hodowlach komorek linii V79 (fibroblasty ptucne
chomika chinskiego). Komorki V79 w odréznieniu od ludzkich limfocytow, nie oka-
zywaly wzrostu aktywnos$ci oksydazy hemowej w kolejnych ekspozycjach hodowli
na tlen hiperbaryczny (stres oksydacyjny) lub powtarzane inkubacje z nadtlenkiem
wodoru (HP) natomiast ujawniaty znaczaco wigcej niz ludzkie limfocyty oksyda-
cyjnych uszkodzen DNA w tes$cie kometkowym (6).
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MATERIAL I METODY

Badane preparaty z jagod aronii: sok (AJ), suchy ekstrakt polifenoli (PF) i oczysz-
czong mieszaning czterech cyjanidyn — antocyjanow (AN) otrzymano z Katedry
Technologii Warzyw i Owocow Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Ko-
morki V79 byty hodowane w CO, —inkubatorze w temp. 37°C (pozywka hodowlana:
MEM Eagle’a z 25mM Hepes, z dodatkiem 10% ptodowej surowicy bydlgcej, 2mM
L-glutaminy oraz antybiotykow). Komorki byly inkubowane przez 60 min z bada-
nymi preparatami aronii (zakres stezen: 2.5-50.0png/ml w przeliczeniu na sucha masg¢
polifenoli). Nastepnie hodowle ptukano, zawieszano w zbuforowanym roztworze
soli fizjologicznej (PBS) i poddawano dziataniu stresu oksydacyjnego z uzyciem
nadtlenku wodoru (HP 200uM, 20 min w 4°C). Wewnatrzkomoérkowa zawarto$¢
wolnych rodnikow oceniano w miokrospektrofluorymetrze (A, = 480nm, A, =
535nm) w tescie utleniania dioctanu dichlorofluoresceiny (7). Czgstos¢ apoptozy
w hodowlach oceniano w mikroskopie fluorescencyjnym po barwieniu zawiesiny
komorek mieszaning fluorochromoéw: aneksyna V-FITC/jodek propidyny (Apoptosis
detection Kit; Sigma, USA). Zliczano odsetek komorek emitujacych zielona fluore-
scencje (wczesna apoptoza) oraz komorek przepuszczalnych dla jodku propidyny
— czerwona fluorescencja jadra, wraz z zielona fluorescencja powierzchni komorki
(p6zna apoptoza).

Ocena pgknigé¢ jednoniciowych DNA w komoérkach V79 przeprowadzona byta
w tescie elektroforezy pojedynczych komorek w warunkach alkalicznych (test ko-
metkowy), zgodnie z metodyka podang w pi§miennictwie (8, 9) z wlasnymi mo-
dyfikacjami (10). Analiz¢ preparatow z pigciu niezaleznych eksperymentow prze-
prowadzono przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego (Nikon, Eclipse E-600,
blok filtrowy UV1), kamery cyfrowej oraz programu komputerowego do akwizycji
i analizy obrazu CometPlus (wersja 2.5). Oceniana byta proporcja dtugosci ogona
i zawartosci DNA w ogonie komet, tzw. moment ogonowy (OTM), w 100 losowo
napotkanych kometkach w kazdym preparacie mikroskopowym.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Wptlyw inkubacji hodowli V79 z badanymi preparatami z jagdd aronii na poziom
stresu oksydacyjnego komorek nastgpowo eksponowanych na nadtlenek wodoru (HP
200 uM, 20 min, 4°C) analizowany byt w pigciu testach; wyniki (Srednia + SD, n=5)
przedstawione zostaty w histogramach na rycinie 1.

Sposrod badanych preparatoéw sok z jagoéd aronii znamiennie statystycznie zwigk-
szat czgstos¢ apoptozy w hodowlach uszkodzonych w stresie oksydacyjnym (1A);
zaleznie od stgzenia w hodowli zmniejszal (w niskich stgzeniach) lub zwigkszat
(w najwigkszym badanym stgzeniu) liczebnos¢ peknig¢ jednoniciowych DNA (1B)
oraz wywieral silne dziatanie antyoksydacyjne — zmniejszal wewnatrzkomorkowa
zawartos$¢ produktéw oksydacji DCF-DA o 55-95% w poréwnaniu do hodowli kon-
trolnych (1C). Wzrost liczby pekni¢¢ jednoniciowych DNA w hodowlach komorek
V79 w obecnosci najwyzszego badanego stezenia AJ moze by¢ wynikiem znacznej
aktywacji apoptozy komodrek w tym stezeniu preparatu Al. Preparat zawierajacy
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Ryc. 1: Wptyw badanych preparatow na poziom stresu oksydacyjnego indukowanego nadtlenkiem wo-
doru [HP 200uM, 20 min, 40C] w hodowlach komorek V79 (Srednia+SD; n=5). AJ — sok z jagdd aronii,
PF — ekstrakt polifenoli z soku, AN — oczyszczona mieszanina 4 antocyjandw z soku jagod aronii, TX
—trolox, AA — kwas askorbinowy. Test t, sparowany (*- p< 0.05; **- p<0.01; ***- p<0.001).

Fig. 1: Impact of the tested preparations on oxidative stress induced by hydrogen peroxide [HP 200uM,
20 min, 40C], in V79 cell cultures (mean+SD, n=5). AJ — juice from aronia fruits, PF — polyphenolic
extract from the juice, AN — purified mixture of four anthocyanins from aronia juice , TX — trolox, AA
— ascorbic acid. Paired t test (*- p< 0.05; **- p<0.01; ***- p<0.001).
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mieszaning czterech cyjanidyn — antocyjanow izolowanych z soku z jagod aronii
(AN) nie wptywatl znamiennie na wzrost czgstosci apoptozy w hodowlach uszkodzo-
nych w stresie oksydacyjnym (1A); znaczaco, zaleznie od stgzenia obnizat liczebnos¢
peknie¢ jednoniciowych DNA (1B) i zmniejszal wewnatrzkomorkowa zawartos¢
produktéw oksydacji DCF-DA o 40-70% w poréwnaniu do hodowli kontrolnych
(1C). Preparat zawierajacy ekstrakt polifenoli z soku jagod aronii (PF) w trzech te-
stach oceniajacych wptyw na poziom stresu oksydacyjnego okazywal sitg dziatania
posrednia pomigdzy dziataniem AJ i AN.

Dziatanie antyoksydacyjne preparatow z jagdd aronii i referencyjnych zwiaz-
kéw antyoksydacyjnych (troloks, kwas askorbinowy) byto porownane do wynikéw
uzyskanych w hodowlach kontrolnych (hodowle eksponowane na HP bez wcze-
$niejszej inkubacji z badanymi preparatami) i wyrazone w postaci wspotczynnika
aktywnosci antyoksydacyjnej w przeliczeniu na 1ug badanych preparatow. Wyniki
przedstawione zostaty w tabeli I.

Tabela |. Wptyw badanych preparatéw na zmniejszenie zawartos$ci produktow oksydacji DCF-DA w komérkach
V79 eksponowanych na stres oksydacyjny [HP 200uM, 20 min, 4°C]. Wyniki zawarte w histogramach na Ryc.
1C poréwnane zostaty do odpowiednich kontroli (hodowle V79 bez badanych preparatéw eksponowane na HP)
i wyrazone w proporcji na 1 ug badanych zwigzkéw.

Table I. Influence of the tested preparations on lowering the contents of the DCF-DA oxidation products in V79
cells exposed to oxidative stress [HP 200uM, 20 min, 4°C]. Results presented in histograms on Fig. 1C were
compared to relative controls (V79 cells cultured without the tested preparations and exposed to HP) and then
converted to concentration of 1 ug of the tested preparations.

AJ PF AN X AA
0,42 0,24 0,19 0,32 0,33

Efekt antyoksydacyjny AJ byl wigkszy o 75% niz ekstraktu polifenoli (PF), ponad
dwukrotnie wigkszy niz preparatu AN, a takze wigkszy o ponad 30% od efektu
referencyjnych antyoksydantow (troloks i AA).

Mozna przyjac, ze korzystny profil dziatania antyoksydacyjnego badanych prepa-
ratow powinien okazywac przewage procesOw naprawy uszkodzen oksydacyjnych
nad indukcja apoptozy. Do oceny takiego profilu antyoksydacyjnego preparatow z ja-
gdd aronii wyniki uzyskane w pigciu niezaleznych eksperymentach zostaty porow-
nane do odpowiednich kontroli, a nast¢gpnie wyrazone w postaci proporcji (obnizenie
OTM, liczby uszkodzen DNA / wzrost czgstosci apoptozy). Wyniki przedstawiono
w tabeli II.

Tabela Il. Ocena profilu aktywnosci antyoksydacyjnej badanych preparatéw z jagdd aronii — wptyw na zmniej-
szenie liczebnosci peknigc¢ jednoniciowych DNA (Ryc. 1B) w poréwnaniu do aktywacji apoptozy (Ryc. 1A).
Table Il. Evaluation of antioxidative activity profile of the tested preparations from aronia fruits — impact on
decrease of the DNA single strand breaks (Fig. 1B) compared to activation of apoptosis (Fig. 1A).

AJ PF AN X AA
1,17 1,78 2,46 3,427 3,88

Z badanych preparatow jagod aronii najbardziej korzystny profil dziatania w wa-
runkach stresu oksydacyjnego komoérek okazywat preparat AN; proporcja naprawy
uszkodzen DNA do czg¢stosci apoptozy w hodowlach byta w przypadku AN ponad
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2-krotnie wigksza od wyliczonej dla soku z jagdd aronii (AJ). W tym pordéwnaniu
zdecydowanie najsilniejszy wptyw nasilajacy naprawe uszkodzen DNA i obnizaja-
cy czestos¢ apoptozy wykazywaty referencyjne zwiazki antyoksydacyjne (troloks,
kwas askorbinowy). Wyliczone dla tych zwiazkoéw proporcje aktywacji naprawy
uszkodzen DNA do czgstosci apoptozy byty o ponad 50% wigksze niz w przypad-
ku preparatu AN i ponad trzykrotnie wigksze niz w przypadku soku z jagdd aronii
(A)).

WNIOSKI

1. Sok z jagdd aronii czarnoowocowej (AJ) wywierat silniejsze dziatanie antyoksy-
dacyjne w porownaniu do ekstraktu polifenoli (PF) i mieszaniny czterech cyja-
nidyn — antocyjanéw (AN) izolowanych z owocow aronii.

2. Najsilniejszy efekt pro-apoptotyczny w hodowlach komorek poddanych dziata-
niu stresu oksydacyjnego (inkubacja hodowli z nadtlenkiem wodoru) okazywat
preparat AJ, a w mniejszym stopniu, takze preparat PF (w najwyzszym badanym
stgzeniu). Preparat AN nie wptywal znamiennie statystycznie na czgstosci apop-
tozy w hodowlach komorek.

3. Preparat AN okazywal korzystny profil dzialania antyoksydacyjnego: obnizat
zawarto$¢ wewnatrzkomorkowych produktow oksydacji i wzmagal naprawe
uszkodzen DNA przy niewielkim wplywie na czgstos¢ apoptozy.

4. Preparat AN moze by¢ stosowany w leczeniu ludzi narazonych na stres oksyda-
cyjny.

T. Ggbarowski, H.  Moreira, A. Szyjka, J. Oszmianski, K. Gasiorowski

ANTIOXIDATIVE ACTIVITY OF NATURAL JUICE AND POLYPHENOLS FROM
CHOCKBERRY FRUITS IN V79 CELL CULTURES

Summary

The influence of three preparations from chockberry (4ronia melanocarpa Elliot) fruits on oxidative
stress provided to Chinese hamster pulmonary fibroblasts (V79 cells) with incubation of cell cultures
with hydrogen peroxide (HP) showed that all the tested preparations markedly decreased the intracellular
contents of reactive oxygen species. The strongest effect was observed with the natural juice (AJ) and,
to a lesser degree, with the polyphenolic extract from the juice (PF). The juice from aronia fruits (AJ)
markedly increased the apoptotic cell number in the cultures damaged with HP. However, the purified
extract of four cyanidins — anthocyanins from aronia fruits (AN), displayed a more favourable profile of
antioxidative action: it lowered the number of DNA strand breaks, whereas it did not enhance the frequency
of apoptotic cells. The AN preparation could be used in the treatment of oxidative stress in people.
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