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Inkubacja komórek linii V79 z preparatami z jagód aronii czarnoowocowej 
ujawniła silne działanie antyoksydacyjne badanych preparatów w hodowlach 
komórek eksponowanych następnie na stres oksydacyjny. Działanie antyok-
sydacyjne było najsilniejsze w przypadku soku z jagód aronii (AJ). Natomiast 
preparat AN (mieszanina czterech cyjanidyn – antocyjanów izolowanych z ja-
gód aronii) ujawnił korzystny profi l działania antygenotoksycznego – obniżenie 
liczebności pęknięć nici DNA przy niewielkim wpływie na częstość apoptozy 
w hodowlach. 
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Dieta bogata w przeciwutleniacze odgrywa ważną rolę w profi laktyce chorób 
związanych ze stresem oksydacyjnym. Jagody aronii czarnoowocowej (Aronia mela-
nocarpa Elliot) zawierają znaczną ilość związków polifenolowych i spośród owoców/
jagód okazują szczególnie wysoką aktywność antyoksydacyjną (1-3). Wcześniejsze 
badania własne pokazały, że mieszanina czterech antocyjanów izolowanych z jagód 
aronii wywierała działanie antymutagenne i antygenotoksyczne (4, 5). Celem niniej-
szej pracy było porównanie aktywności antyoksydacyjnej soku z jagód aronii (AJ), 
ekstraktu polifenoli (PF) i mieszaniny czterech cyjanidyn – antocyjanów (AN) izo-
lowanych z owoców aronii czarnoowocowej. Kontrolę pozytywną stanowiły wzor-
cowe związki antyoksydacyjne: troloks i kwas askorbinowy, zastosowane w takich 
samych stężeniach jak badane preparaty z jagód aronii. Aktywność antyoksydacyjną 
badanych preparatów oceniano w hodowlach komórek linii V79 (fi broblasty płucne 
chomika chińskiego). Komórki V79 w odróżnieniu od ludzkich limfocytów, nie oka-
zywały wzrostu aktywności oksydazy hemowej w kolejnych ekspozycjach hodowli 
na tlen hiperbaryczny (stres oksydacyjny) lub powtarzane inkubacje z nadtlenkiem 
wodoru (HP) natomiast ujawniały znacząco więcej niż ludzkie limfocyty oksyda-
cyjnych uszkodzeń DNA w teście kometkowym (6).
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MATERIAŁ I METODY

Badane preparaty z jagód aronii: sok (AJ), suchy ekstrakt polifenoli (PF) i oczysz-
czoną mieszaninę czterech cyjanidyn – antocyjanów (AN) otrzymano z Katedry 
Technologii Warzyw i Owoców Uniwersytetu Przyrodniczego we Wrocławiu. Ko-
mórki V79 były hodowane w CO2 –inkubatorze w temp. 37ºC (pożywka hodowlana: 
MEM Eagle’a z 25mM Hepes, z dodatkiem 10% płodowej surowicy bydlęcej, 2mM 
L-glutaminy oraz antybiotyków). Komórki były inkubowane przez 60 min z bada-
nymi preparatami aronii (zakres stężeń: 2.5-50.0μg/ml w przeliczeniu na suchą masę 
polifenoli). Następnie hodowle płukano, zawieszano w zbuforowanym roztworze 
soli fi zjologicznej (PBS) i poddawano działaniu stresu oksydacyjnego z użyciem 
nadtlenku wodoru (HP 200μM, 20 min w 4°C). Wewnątrzkomórkową zawartość 
wolnych rodników oceniano w miokrospektrofl uorymetrze (λex = 480nm, λem = 
535nm) w teście utleniania dioctanu dichlorofl uoresceiny (7). Częstość apoptozy 
w hodowlach oceniano w  mikroskopie fl uorescencyjnym po barwieniu zawiesiny 
komórek mieszaniną fl uorochromów: aneksyna V-FITC/jodek propidyny (Apoptosis 
detection Kit; Sigma, USA). Zliczano odsetek komórek emitujących zieloną fl uore-
scencję (wczesna apoptoza) oraz komórek przepuszczalnych dla jodku propidyny 
– czerwona fl uorescencja jądra, wraz z zieloną fl uorescencją powierzchni komórki 
(późna apoptoza). 

Ocena pęknięć jednoniciowych DNA w komórkach V79 przeprowadzona była 
w teście elektroforezy pojedynczych komórek w warunkach alkalicznych (test ko-
metkowy), zgodnie z metodyką podaną w piśmiennictwie (8, 9) z własnymi mo-
dyfi kacjami (10). Analizę preparatów z pięciu niezależnych eksperymentów prze-
prowadzono przy użyciu mikroskopu fl uorescencyjnego (Nikon, Eclipse E-600, 
blok fi ltrowy UV1), kamery cyfrowej oraz programu komputerowego do akwizycji 
i analizy obrazu CometPlus (wersja 2.5). Oceniana była proporcja długości ogona 
i zawartości DNA w ogonie komet, tzw. moment ogonowy (OTM), w 100 losowo 
napotkanych kometkach w każdym preparacie mikroskopowym.

WYNIKI I ICH OMÓWIENIE

Wpływ inkubacji hodowli V79 z badanymi preparatami z jagód aronii na poziom 
stresu oksydacyjnego komórek następowo eksponowanych na nadtlenek wodoru (HP 
200 μM, 20 min, 4°C) analizowany był w pięciu testach; wyniki (średnia ± SD, n=5) 
przedstawione zostały w histogramach na rycinie 1.

Spośród badanych preparatów sok z jagód aronii znamiennie statystycznie zwięk-
szał częstość apoptozy w hodowlach uszkodzonych w stresie oksydacyjnym (1A); 
zależnie od stężenia w hodowli zmniejszał (w niskich stężeniach) lub zwiększał 
(w największym badanym stężeniu) liczebność pęknięć jednoniciowych DNA (1B) 
oraz wywierał silne działanie antyoksydacyjne – zmniejszał wewnątrzkomórkową 
zawartość produktów oksydacji DCF-DA o 55-95% w porównaniu do hodowli kon-
trolnych (1C). Wzrost liczby pęknięć jednoniciowych DNA w hodowlach komórek 
V79 w obecności najwyższego badanego stężenia AJ może być wynikiem znacznej 
aktywacji apoptozy komórek w tym stężeniu preparatu AJ. Preparat zawierający 
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Ryc. 1: Wpływ badanych preparatów na poziom stresu oksydacyjnego indukowanego nadtlenkiem wo-
doru [HP 200μM, 20 min, 40C] w hodowlach komórek V79 (średnia±SD; n=5). AJ – sok z jagód aronii, 
PF – ekstrakt polifenoli z soku, AN – oczyszczona mieszanina  4 antocyjanów z soku jagód 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 200μM, 
20 min, 40C], in V79 cell cultures (mean±SD, n=5). AJ – juice from aronia fruits, PF – polyphenolic 
extract from the juice, AN – purifi ed 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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mieszaninę czterech cyjanidyn – antocyjanów izolowanych z soku z jagód aronii 
(AN) nie wpływał znamiennie na wzrost częstości apoptozy w hodowlach uszkodzo-
nych w stresie oksydacyjnym (1A); znacząco, zależnie od stężenia obniżał liczebność 
pęknięć jednoniciowych DNA (1B) i zmniejszał wewnątrzkomórkową zawartość 
produktów oksydacji DCF-DA o 40-70% w porównaniu do hodowli kontrolnych 
(1C). Preparat zawierający ekstrakt polifenoli z soku jagód aronii (PF) w trzech te-
stach oceniających wpływ na poziom stresu oksydacyjnego okazywał siłę działania 
pośrednią pomiędzy działaniem AJ i AN. 

Działanie antyoksydacyjne preparatów z jagód aronii i referencyjnych związ-
ków antyoksydacyjnych (troloks, kwas askorbinowy) było porównane do wyników 
uzyskanych w hodowlach kontrolnych (hodowle eksponowane na HP bez wcze-
śniejszej inkubacji z badanymi preparatami) i wyrażone w postaci współczynnika 
aktywności antyoksydacyjnej w przeliczeniu na 1μg badanych preparatów. Wyniki 
przedstawione zostały w tabeli I.

Ta b e l a  I. Wpływ badanych preparatów na zmniejszenie zawartości produktów oksydacji DCF-DA w komórkach 
V79 eksponowanych na stres oksydacyjny [HP 200μM, 20 min, 40C]. Wyniki zawarte w histogramach na Ryc. 
1C porównane zostały do odpowiednich kontroli (hodowle V79 bez badanych preparatów eksponowane na HP) 
i wyrażone w proporcji na 1 μg badanych związków.

Ta b l e  I. Influence of the tested preparations on lowering the contents of the DCF-DA oxidation products in V79 
cells exposed to oxidative stress [HP 200μM, 20 min, 40C]. 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 μg of the tested preparations.

AJ PF AN TX AA

0,42 0,24 0,19 0,32 0,33

Efekt antyoksydacyjny AJ był większy o 75% niż ekstraktu polifenoli (PF), ponad 
dwukrotnie większy niż preparatu AN, a także większy o ponad 30% od efektu 
referencyjnych antyoksydantów (troloks i AA). 

Można przyjąć, że korzystny profi l działania antyoksydacyjnego badanych prepa-
ratów powinien okazywać przewagę procesów naprawy uszkodzeń oksydacyjnych 
nad indukcją apoptozy. Do oceny takiego profi lu antyoksydacyjnego preparatów z ja-
gód aronii wyniki uzyskane w pięciu niezależnych eksperymentach zostały porów-
nane do odpowiednich kontroli, a następnie wyrażone w postaci proporcji (obniżenie 
OTM, liczby uszkodzeń DNA / wzrost częstości apoptozy). Wyniki przedstawiono 
w tabeli II.

Ta b e l a  II. Ocena profilu aktywności antyoksydacyjnej badanych preparatów z jagód aronii – wpływ na zmniej-
szenie liczebności pęknięć jednoniciowych DNA (Ryc. 1B) w porównaniu do aktywacji apoptozy (Ryc. 1A).

Ta b l e  II. 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 TX AA

1,17 1,78 2,46 3,427 3,88

Z badanych preparatów jagód aronii najbardziej korzystny profi l działania w wa-
runkach stresu oksydacyjnego komórek okazywał preparat AN; proporcja naprawy 
uszkodzeń DNA do częstości apoptozy w hodowlach była w przypadku AN ponad 
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2-krotnie większa od wyliczonej dla soku z jagód aronii (AJ). W tym porównaniu 
zdecydowanie najsilniejszy wpływ nasilający naprawę uszkodzeń DNA i obniżają-
cy częstość apoptozy wykazywały referencyjne związki antyoksydacyjne (troloks, 
kwas askorbinowy). Wyliczone dla tych związków proporcje aktywacji naprawy 
uszkodzeń DNA do częstości apoptozy były o ponad 50% większe niż w przypad-
ku preparatu AN i ponad trzykrotnie większe niż w przypadku soku z jagód aronii 
(AJ). 

WNIOSKI

1. Sok z jagód aronii czarnoowocowej (AJ) wywierał silniejsze działanie antyoksy-
dacyjne w porównaniu do ekstraktu polifenoli (PF) i mieszaniny czterech cyja-
nidyn – antocyjanów (AN) izolowanych z owoców aronii. 

2. Najsilniejszy efekt pro-apoptotyczny w hodowlach komórek poddanych działa-
niu stresu oksydacyjnego (inkubacja hodowli z nadtlenkiem wodoru) okazywał 
preparat AJ, a w mniejszym stopniu, także preparat PF (w najwyższym badanym 
stężeniu). Preparat AN nie wpływał znamiennie statystycznie na częstości apop-
tozy w hodowlach komórek. 

3. Preparat AN okazywał korzystny profi l działania antyoksydacyjnego: obniżał 
zawartość wewnątrzkomórkowych produktów oksydacji i wzmagał naprawę 
uszkodzeń DNA przy niewielkim wpływie na częstość apoptozy. 

4. Preparat AN może być stosowany w leczeniu ludzi narażonych na stres oksyda-
cyjny. 
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ANTIOXIDATIVE ACTIVITY OF NATURAL JUICE AND POLYPHENOLS FROM 
CHOCKBERRY FRUITS IN V79 CELL CULTURES

S u m m a r y

The infl uence of three preparations from chockberry (Aronia melanocarpa Elliot) fruits on oxidative 
stress provided to Chinese hamster pulmonary fi broblasts (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 purifi ed 
extract of four cyanidins – anthocyanins from aronia fruits (AN), displayed a more favourable profi le 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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