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WPLYW SOKU Z BURAKA CWIKEOWEGO I ARONII IN VITRO NA
METABOLIZM TLENOWY I APOPTOZE LUDZKICH
GRANULOCYTOW OBOJETNOCHLONNYCH

Streszczenie

Jednym z gléwnych zrodet reaktywnych form tlenu (RFT) w organizmie cztowieka sa pobudzone gra-
nulocyty obojgtnochtonne (PMN). Zachwianie rownowagi pomigdzy produkcja RFT a ich detoksykacja
przez ustrojowe systemy przeciwutleniajace prowadzi do standw zapalnych zwiazanych z infiltracja gra-
nulocytéw oraz rozprzestrzenienia si¢ reakcji utleniania komoérkowych makroczasteczek, co m.in. moze
prowadzi¢ do inicjacji karcinogenezy. Apoptoza PMN jest fizjologiczna programowana $mierciag komorki,
ktéra moze ograniczy¢ proces zapalny. Enzymami, ktoérym przypisuje si¢ kluczowe znaczenie w przebiegu
efektorowej, nieodwracalnej fazy apoptozy sa kaspazy.

Celem pracy byta ocena wptywu soku z buraka ¢wiklowego (Beta vulgaris var. rubra) 1 aronii czar-
noowocowej (Aronia melanocarpa Elliof) na metabolizm tlenowy i apoptozg ludzkich granulocytow
obojgtnochtonnych. Oceniano intensywno$¢ chemiluminescencji zaleznej od luminolu PMN aktywowa-
nych estrami forbolu, st¢zenie nadtlenku wodoru metoda cytometrii przeptywowej z zastosowaniem dioc-
tanu 2°,7’-dichlorofluorescyny oraz aktywnos¢ kaspazy 3 metoda FIENA. Stwierdzono, ze:

— sok z buraka ¢wikltowego lub aronii skutecznie hamowat produkcj¢ reaktywnych form tlenu przez
aktywne granulocyty w testach in vitro,

— badane preparaty indukowaly aktywno$¢ kaspazy 3 stymulowanych PMN po 24 h inkubacji. Wyniki
wskazuja, ze badane sktadniki zywno$ci moga by¢ obiecujacym elementem chemioprofilaktyki nowo-
tworowej.

Stowa kluczowe: burak ¢wiktowy, aronia, przeciwutleniacze, wybuch oddechowy, apoptoza, granulocyty
obojetnochtonne

Wprowadzenie

Reaktywne formy tlenu (RFT) odgrywaja wazna rol¢ w patogenezie wielu scho-
rzen, zwlaszcza chorob zapalnych, nowotworowych i chordb uktadu krazenia [7]. Po-
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budzone granulocyty oboj¢tnochtonne (PMN) sa jednym z gtownych zréodet RFT
w organizmie czlowieka. Komorki te fagocytuja i niszcza w fagolizosomach atakujace
organizm drobnoustroje. Zachwianie rownowagi pomigdzy produkcja RFT a ich detok-
sykacja przez ustrojowe systemy przeciwutleniajace prowadzi do stanéw zapalnych
zwiazanych z infiltracja granulocytow oraz rozprzestrzenienia si¢ reakcji utleniania
komoérkowych makroczasteczek, co m.in. moze prowadzi¢ do inicjacji karcinogenezy
[7]. Apoptoza PMN jest fizjologiczna, programowana $miercia komorki, ktéra moze
ograniczy¢ proces zapalny [8, 19]. Utrzymanie niskich stgzen RFT w organizmie
i ograniczenie produktow ich dzialania jest mozliwe dzigki wystgpowaniu w komor-
kach przeciwutleniajacych mechanizméw obronnych, w tym wystgpowanie egzogen-
nych przeciwutleniaczy [7, 4]. Dziatania prewencyjne upatruje si¢ migdzy innymi
w optymalnym wykorzystaniu potencjalu przeciwutleniajacego niektorych sktadnikow
zywnoSci. Naturalne przeciwutleniacze dostarczone z pozywieniem, po wchionigciu do
krwioobiegu oddziatuja na uktad przeciwutleniajacy osocza poprzez neutralizowanie
wolnych rodnikow, przerywanie tancuchowej reakcji wolnorodnikowej, chelatowanie
jonéw metali katalizujacych utlenianie, hamowanie szybkosci enzymatycznego utle-
niania [4].

Celem badan byta ocena in vitro wptywu soku z buraka ¢wiklowego (Beta vulga-
ris var. rubra) 1 aronii czarnoowocowej (Aronia melanocarpa Elliot) na metabolizm
tlenowy i apoptoze ludzkich granulocytow obojetnochtonnych. Produkty te w pierw-
szej kolejnosci zostaty zbadane w Zaktadzie Technologii Owocow i Warzyw Instytutu
Technologii Zywnosci Pochodzenia Ro$linnego Akademii Rolniczej w Poznaniu,
gdzie nastapila ocena surowca pod wzgledem zawartosci polifenoli i opracowano wa-
runki ich wyodrgbniania w postaci koncentratow o mozliwie doktadnie zdefiniowanym
sktadzie oraz przygotowano jednolite probki do badan in vitro. Nastepnie do kultury
komorkowej wprowadzano produkty w postaci koncentratow, jak i poddane uprzednio
trawieniu w tzw. sztucznym przewodzie pokarmowym, aby mozliwie wiernie odtwo-
rzy¢ warunki panujace w jelicie cienkim.

Material i metody badan

Krew zylng pobierano od zdrowych ochotnikéw Regionalnego Centrum Krwio-
dawstwa i Krwiolecznictwa do probowek S-Monovette z heparyna (10UIl/ml). Granu-
locyty pozyskiwano metoda wirowania w gradiencie Gradisolu G (prod. “Aqua Medi-
ca” s.c., o sktadzie 28% uropoliny i 5% dekstranu 200 000, o cigzarze wlasciwym
1,115 g/ml) [9]. We wszystkich doswiadczeniach uwzgledniono odpowiednie uktady
kontrolne zapewniajace wtasciwa czystos¢ zawiesin komorkowych (>95%), zywotnosé
(>95%) oceniana testem z blgkitem trypanu) oraz ewentualny wptyw cytotoksyczny
badanych preparatow (test MTT). W celu oceny wptywu badanych substancji na sty-
mulowang produkcje RFT, komorki pobudzano estrami forbolu (PMA- aktywator ki-
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nazy biatkowej C), ktéry indukuje wybuch oddechowy PMN poprzez aktywacjg oksy-
dazy NADPH granulocytow i zwigksza produkcje ROS przez te komorki, podobnie jak
bakterie i inni niepozadani intruzi [7].

Badane preparaty: sok z buraka przygotowano w Zaktadzie Technologii Owocow
i Warzyw Instytutu Technologii Zywno$ci Pochodzenia Roslinnego Akademii Rolni-
czej w Poznaniu. Zawarto$¢ barwnikéw czerwonych (betacyjaniny) i zoltych (vulgak-
santyny) oznaczano spektrofotometrycznie metoda réznicowa wg Nilsona [22]. Sred-
nia zawarto$¢ betacyjanin wynosita 159,58 mg/100 ml, natomiast vulgaksantyn 79,31
mg/100 ml. Aktywno$¢ przeciwutleniajaca badanego soku oznaczano wg Re 1 wsp.
[25]. Wynosita ona 23 515 mmol Troloxu/l soku.

Sok z aronii wyprodukowata firma PTHU ECOAR (Lewin Klodzki). Zawartos¢
zwiazkow fenolowych wynosita [mg/100 ml]: kwas neochlorogenowy 49,21; kwas
chlorogenowy 45,50; (-)epikatechina 1,48; pochodne kw. p-kumarynowego 0,4; poli-
merowe procyjanidyny 293,38; 3-rutynozyd kwercetyny 1,68; 3-galaktozyd kwercety-
ny 2,83; 3-glukozyd kwercetyny 2,25; 3-wicjanozyd kwercetyny 1,15; 3-robinobiozyd
kwercetyny 1,17; 3,7-diglukuronid eriodykcjolu 7,86; 3-galaktozyd cyjanidyny 12,49;
3-arabinozyd cyjanidyny 0,71; 3-glukozyd cyjanidyny 5,12; 3-ksylozyd cyjanidyny
0,59; cyjanidyna 0,22.

Produkty bedace przedmiotem badan poddawano procesowi trawienia in vitro
w modelowym przewodzie pokarmowym. Trawienie przeprowadzano dwuetapowo: 1)
odtwarzajac warunki panujace w zoladku (obnizenie pH do 2,0, dodanie pepsyny
30 000 U/100 ml, inkubacja przez 2 h); 2) imitujac Srodowisko jelita cienkiego (pod-
wyzszenie pH do 6,0, dodanie ekstraktu trzustkowo-jelitowego oraz soli zotciowych,
regulacja pH do 7,4 1 wprowadzenie mikroflory jelitowej wyizolowanej z katu ludzkie-
go w iloéci 10° jkt/ml tresci pokarmowej, inkubacja przez 2 h). Nastepnie strawiony in
vitro produkt sterylizowano przez filtracj¢ i wprowadzano do 21-dniowej hodowli ko-
morek Caco-2 imitujacej strukturalnie i funkcjonalnie ludzki nabtonek jelitowy. Kultu-
ra Caco-2 byla hodowana na potprzepuszczalnych membranach poliweglanowych
o porowatosci 0,4 um i powierzchni 4,2 cm® (Millipore). Transport soku z aronii i bu-
raka ¢wiktowego przez kulture nabtonka jelitowego prowadzono w kierunku od kom-
partmentu apikalnego (donnorowego) do bazolateralnego (akceptorowego). Ptyn api-
kalny stanowil strawiony produkt, natomiast akceptorowy kompletna pozywka do ho-
dowli granulocytow obojetnochtonnych, w objetosci 2 ml kazdy. Transport prowadza-
no w temp. 37°C przez 3 h, zachowujac ciagte mieszanie. Ptyn akceptorowy zbierano
i wykorzystywano do badan cytotoksycznej i przeciwutleniajacej aktywno$ci zwiaz-
kéw zawartych w soku z aronii i buraka przenikajacych przez ludzki nablonek jelitowy
in vitro.

Pomiary chemiluminescencji wykonywano przy uzyciu chemiluminometru LKB
1250, mierzac wzmocniong luminolem intensywno$¢ $wiecenia stymulowanych estra-



WPEYW SOKU Z BURAKA CWIKLOWEGO I ARONII IN VITRO NA METABOLIZM TLENOWY... 177

mi forbolu (PMA) granulocytow [1]. Kazde badanie poprzedzone byto 30-minutowa
inkubacja PMN z odpowiednim stgzeniem badanego preparatu. Proba kontrolna zawie-
rata PBS. Proby w koncowym stezeniu 1 ml zawieraty: luminol (10 uM), zawiesing
granulocytow (1x10°) i PMA (1 pM). Wartosci impulséw odczytywano w odstepach
jednominutowych w ciagu 20 min. Wyniki wyrazano w impulsach maksymalnej che-
miluminescencji [mV].

Cytometryczny pomiar st¢zenia nadtlenku wodoru (H,O,). Jako substratu fluore-
scencyjnego uzyto dioctanu 2°,7’- dichlorofluorescyny (DCFH-DA). Trwaty niefluory-
zujacy zwiazek, DCFH-DA przenikajac do komorki stymulowanej PMA hydrolizuje
do niefluoryzujacej 27 - dichlorofluorescyny (DCFH). Wewnatrz komorki, w obecno-
éci nadtlenku wodoru, DCFH ulega przeksztalceniu do 27 -dichlorofluoresceiny
(DCF), emitujacej zielona fluorescencjg. Probki heparynizowanej krwi (50 ul), podda-
wano dziataniu badanych preparatow przez 30 min w temp. 37°C. Nastepnie po doda-
niu 15 pl 0,3 mmol DCFH-DA inkubowano 30 min i stymulowano PMA (1 uM) przez
10 min, temp. 37°C. Krwinki czerwone usuwano przez dodanie 1ml ptynu lizujacego.
Pomiaru fluorescencji DCF dokonano uzywajac cytometru przeptywowego Cytoron
Absolute (Ortho, USA), w zakresie 515-548 nm widma S$wiatta, stosujac linearne
wzmocnienie sygnatu. Jako miary intensywnosci fluorescencji wybranych populacji
komorkowych uzywano wartos$ci tzw. ,,Sredniego kanalu”, wyliczonego przez program
ImmunoCount 2 [3].

Hodowla komoérek — wyizolowane komérki (2x10° PMN) zawieszano w medium
hodowlanym RPMI 1640 o sktadzie: 10% surowicy cielgcej, 2 mM L-glutaminy, 100
j/ml penicyliny i 100 pg/ml streptomycyny oraz 5 mM HEPES (bufor kwasu n-2-
hydroksyetylopiperazyno-N’-2-etanosulfonowego) 1 umieszczano w plytkach do ho-
dowli komoérkowej o $rednicy 40 mm. Po dodaniu badanych preparatow, komorki sty-
mulowano estrami forbolu (200 nM PMA). Wszystkie proby inkubowano w temp.
37°C w atmosferze wilgotnego powietrza z dodatkiem 5% CO,. Po 2 Iub 24 h usuwano
medium hodowlane i dodawano 1% roztwor trypsyny. Nastepnie po ok. 60 s usuwano
trypsyng i zawieszano komorki w 2 ml PBS [8].

Aktywnos$¢ kaspazy-3 oznaczano metoda fluorymetryczna z uzyciem zestawu Ca-
spase-3 Assay Kit (prod. BD Bioscence Pharmingen, San Diego, CA, USA). Kaspaza 3
dziata na syntetyczny substrat N-acetylo-Asp-Glu-Val-Asp-7-amino-4-
metylokumaryna (Ac-DEVD-AMC), uwalniajac fluoryzujacy barwnik AMC (7-amino-
4-metylokumaryna) [21]. Neutrofile (2x10°), po uptywie 2 i 24 h od momentu zapo-
czatkownia apoptozy, lizowano 30 min w lodzie, przez dodanie 500 ul buforu lizuja-
cego (10 mM Tris-HCI; 10 mM NaH,PO,/NaHPO, (pH 7,5); 130 mM NaCl; 1% Tri-
ton®-X-100; 10 mM NaPPi). Supernatant (zawierajacy okoto 100 pg biatka) dodawa-
no do 1000 pul HEPESu (20 mM HEPES pH 7,5; 10% glicerol; 2 mM DTT) i 20uM
Ac-DEVD-AMC. Po 1 h inkubacji w temp. 37°C dokonywano pomiaréw fluorescencji
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AMC w spektrofluorymetrze Hitachi F-2500 (dtugos¢ fali wzbudzenia 380 nm, dtu-
gos¢ fali emisji 430-460 nm) [21].

Do oceny cytotoksyczno$ci badanych preparatow wykorzystano Cell Proliferation
Kit I (MTT) (prod. Roche Diagnostics GmbH, Niemcy). Zasada metody polega na
redukcji soli tetrazoliowych bromku-[4,5-dimetylotiazol-2-yl]-2,5-difenylotetrazolio-
wego (MTT) pod wplywem dehydrogenaz mitochondrialnych obecnych w zywych,
nieuszkodzonych i z prawidtlowym metabolizmem komorkach [5]. Do szeregu studzie-
nek na plytce 96-dotkowej wprowadzono zawiesing komérek (1x10° PMN), ktére pod-
dano dziataniu badanych preparatow przez 2 h w temp. 37°C, 5% CO,. Po tym czasie
komoérki potraktowano roztworem MTT (stezenie koncowe 0,5 mg/ml), a po
4-godzinnej inkubacji solubilizowano przez noc. Warto$¢ absorbancji prob odczyty-
wano na czytniku mikroptytek przy dwoch dlugosciach fali: 570 1 690 nm. Przezywal-
no$¢ komoérek wyrazano w stosunku do komoérek niepoddanych dziataniu badanych
preparatow.

Réznice migdzy wartosciami $rednimi uzyskanymi w grupie kontrolnej i grupach
badanych po zastosowaniu badanego preparatu oceniono analiza wariancji (ANOVA)
testem t-Studenta-Newman-Keuls. Za istotne przyjgto wartosci przy prawdopodobien-
stwie p< 0,05.

Wiyniki i dyskusja

Potencjalnie toksyczne dzialanie badanych preparatéw na komoérki oceniano in vi-
tro poprzez pomiar aktywnos$ci mitochondrialnych dehydrogenaz z zastosowaniem
testu MTT. Po 2-godzinnej ekspozycji nie stwierdzono toksycznego dziatania soku
z buraka ¢wiklowego i aronii w stgzeniach 1-50% (v/v), jak i produktéw poddanych
uprzednio trawieniu w tzw. sztucznym przewodzie pokarmowym. Odsetek zywych
komorek oszacowano na 85-87,5% (tab. 1).

Wybuch tlenowy neutrofilow mozna mierzy¢ poprzez pomiar chemiluminescen-
cji. Wprowadzony do zawiesiny komorek in vitro luminol, ulegajac utlenieniu przez
reaktywne formy tlenu, produkty wybuchu tlenowego, emituje fotony, ktorych ilosé¢
jest proporcjonalna do stezenia utleniaczy generowanych w badanym uktadzie [1]. Jak
obserwowano, zarowno sok z buraka, jak i aronii, wykazywaly silne wlasciwosci ha-
mowania intensywnosci chemiluminescencji (rys. 1). Stopien gaszenia chemilumine-
scencji zalezal od stezenia badanego preparatu. Jednak silniejszym inhibitorem chemi-
luminescncji generowanej przez neutrofile byt sok z aronii. ICsy soku z aronii wynosi-
10:1,06 £ 0,03%; a soku z buraka ¢wiktowego 1,88 + 0,27%.

W kolejnym etapie oceniano produkcje nadtlenku wodoru przez stymulowane fa-
gocyty (rys. 2). Nadtlenek wodoru generowany jest in vivo przez dysmutacj¢ aniono-
rodnika ponadtlenkowego, na drodze nienzymatycznej i w reakcji katalizowanej przez
dysmutaze ponadtlenkowa. H,O, jest rowniez bezposrednio produkowany przez liczne
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enzymy oksydacyjne, np. oksydazy monoaminowe i w procesie B-oksydacji kwaséw
thuszczowych w peroksysomach [12]. Generowany H,O, przez aktywowane fagocyty
wplywa na proces zapalny, np. zwigkszajac ekspresjg czastek adhezyjnych, kontrolujac
proliferacj¢ komoérek lub ich apoptoze i modulujac agregacje krwinek ptytkowych.
Chociaz uwaza si¢, ze H,O, w stezeniu od 20-50 uM ma ograniczong toksyczno$¢
wobec wielu rodzajow komorek, pojawia si¢ wiele publikacji opisujacych H,O, jako
czasteczke przekazujaca sygnaly wewnatrz- i migdzykomorkowo [12].

Tabela 1

Ocena cytotoksycznosci soku z buraka ¢wiklowego i aronii na granulocyty oboj¢tnochtonne z zastosowa-
niem testu MTT.

Cytotoxicity of beetroot and chokeberry juice measured by the MTT incorporation to polymorphonuclear
neutrophils.

oo Przezywalno$¢ komorek [% kontroli]
Stezenie o
. Cells viability [% of control]

Concentration 2 burak - —

[% (v)] sok z buraka sok z aronii

beetroot juice aronia juice

10 106,3 £ 2,6 109,2 £7,6

30 93,1£7,0 94,2 +£4,6

50 84,7+2,8 87,5+ 4,4

100 603+59 62,3+ 4,3

po trawieniu w sztucznym przewodzie pokarmowym 91.7+4.9 91.9 +3.0

after digestion in artificial food canal ’ ’ ’ ’

*Wyniki wyrazono jako $rednie arytmetyczne += SE z 3 niezaleznych eksperymentéw. Kazde badanie
wykonano 2-krotnie. Wynik powyzej 90% komorek zywych uznano za nieefektywne dziatanie soku
z buraka i aronii, 80-90% jako toksyczne w niewielkim stopniu i wynik ponizej 80% komorek zywych
uznano jako efekt cytotoksyczny.

*Results are expressed as mean values + SD of three independent experiments. All experiment was per-
formed in duplicate. More than 90% viable cells were considered to be unaffected by the beetroot or
chokeberry juice, 80-90% as modestly affected, and values of less than 80% viable cells were ascribed to
cytotoxic effect of the compounds.

Z przedstawionych powyzej wynikow nalezy sadzi¢, ze badane preparaty w ste-
zeniach 10-50% (v/v), jak i poddane trawieniu jelitowemu, skutecznie hamowaty pro-
dukcj¢ nadtlenku wodoru przez aktywne neutrofile w testach in vitro (rys. 2). Obnize-
nie stgzenia ROS po zastosowaniu soku z buraka i aronii moze by¢ zwiazane z hamu-
jacym dziataniem zwiazkéw polifenolowych i pigmentow roslinnych [17, 26].
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Rys. 1. Wyniki pomiarow chemiluminescencji odzwierciedlajacej wybuch oddechowy neutrofilow krwi
zylnej stymulowanych PMA. PMN poddano dziataniu soku z buraka ¢wiklowego i aronii.
Wyniki wyrazono jako $rednie arytmetyczne z uwzglednieniem odchylenia standardowego
$redniej z 3-9 niezaleznych eksperymentow. Istotno$¢ réznic statystycznych w odniesieniu do
proby kontrolnej testowano na poziomie : *** p <0,001; **** p <0,0001.

Fig. 1.  The results of chemiluminescence of the oxidative burst of peripheral blood neutrophils in re-
sponse to PMA. PMN were treated with beetroot and chokeberry juice.
Values are means of 3-9 experiments = SE. Differences statistically significant between control
and treated cells: *** p <0.001; **** p <0.0001.

Burak ¢wiktowy (Beta vulgaris var. rubra) jest zrodlem zwiazkdéw fenolowych
1 pigmentéw np. betaniny, izobetaniny oraz vulgaksantyn I i II [17, 22] Betalainy (be-
tacyjaniny i betaksantyny, czwartorzedowe amoniowe sole aminokwasow) [27], gtow-
ne barwniki korzenia buraka ¢wiklowego, wykazuja silne dziatanie antyrodnikowe, co
zostato zmierzone na podstawie redukcji trwatego kationorodnika kwasu 2,2’-azino-
bis(3-etylobenztiazolino-6-sulfonowego) (ABTS+). Antyrodnikowa aktywnos$¢ beta-
cyjanin byta wyzsza niz aktywno$¢ betaksantyn [6]. W podobnym modelu do$wiad-
czalnym stwierdzono wysoka aktywno$¢ przeciwutleniajaca handlowego koncentratu
z buraka ¢wiktowego [2]. Wyniki badan sugeruja, Zze betaina zawarta w wyciagu
z buraka ¢wiklowego moze by¢ cennym zwiazkiem chemoprewencyjnym [14, 27].
W badaniach in vitro wykazano wyzsza aktywno$¢ ekstraktu z korzenia buraka ¢wi-
ktowego w porownaniu z krotka i dluga czerwona papryka (karotenoidy), skorka czer-
wongj cebuli 1 Zurawing (antocyjany) oraz pieprzem tureckim (kapsantyna) [14].
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Rys. 2. Produkcja nadtlenku wodoru przez ludzkie PMN pod wplywem soku z buraka ¢wiklowego
i aronii. Wyniki wyrazono jako $rednie arytmetyczne z uwzglednieniem odchylenia standardo-
wego sredniej z 3-9 niezaleznych eksperymentow. Istotno$¢ réznic statystycznych w odniesieniu
do préoby kontrolnej testowano na poziomie: * p <0,05; ** p <0,01.

Fig. 2.  Hydrogen peroxide production in human PMN treated with beetroot and chokeberry juice.

Mean values of 3-9 experiments + SE. Differences statistically significant between control and
treated cells at level: * p <0.05; ** p<0.01.

Owoce aronii czarnoowocowej (Aronia melanocarpa) sa jednym z najbogatszych
zrodet polifenoli tj ok. 10-20 g/kg [24, 28]. Z uwagi na zawarto$¢ antocyjanow 1 kate-
chin, aronia taczy w sobie zalety czerwonego wina i zielonej herbaty [28]. Antocyjany,
wystgpujace w skorce owocodw rozpuszezalne w wodzie pigmenty roslinne, stanowia
24% catkowitej masy polifenoli zawartych w aronii (300-630 mg/100 g) [28]. Ze
wzgledu na obecnos¢ grup OH w pierScieniu, antocyjany maja wlasciwosci chelatujace
jony metali i silng aktywno$¢ przeciwutleniajaca [29]. Glikozydy cyjanidyny (antocy-
jany) wchtaniaja si¢ z przewodu pokarmowego do krwi w postaci niezmienionej tzn.
w postaci glikozydow, a nie aglikonéw. W proces ten sa najprawdopodobniej zaanga-
zowane transportery glukozy [28]. W surowicy krwi cyjanidyna (aglikon) rozpada sig
do kwasu protokatechowego charakteryzujacego si¢ wlasciwosciami antykancerogen-
nymi [10], natomiast cyjanidyno-3-glukozyd wystepuje w stanie wolnym, a nie w po-
staci glukuronianow czy siarczandw, co zwigksza jego wiasciwosci przeciwutleniajace
[10]. Owoce aronii stanowig rowniez bogate zrodlo niehydrolizujacych pochodnych
epikatechiny zwanych procyjanidynami. To wiasnie ich obecno$¢ nadaje aronii cierpki
smak. Liczne grupy OH obecne w czasteczce procyjanidyny wykazuja wielokrotnie
wigksza aktywno$¢ przeciwutleniajacq niz witamina E i C. Ponadto przypisuje si¢ im
dzialanie przeciwzapalne, antyhepatotoksyczne, przeciwnowotworowe, przeciwwiru-
sowe 1 antybakteryjne [28]. Dziatanie przeciwzapalne ekstraktu z aronii dowiedziono
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Rys. 3. Oddziatywanie soku z buraka i aronii na aktywno$¢ kaspazy 3 niestymulowanych (A) i stymu-
lowanych PMN (B).
Wyniki wyrazono jako $rednie arytmetyczne + SE (n=3-7). Istotno$¢ rdznic statystycznych w
odniesieniu do proby kontrolnej testowano na poziomie: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <0,001;
**x¥ p <0,0001.

Fig. 3.  Effect of beetroot and chokeberry juice on caspase 3 activity in nonstimulated (A) and stimu-
lated PMN (B). Mean values + SE (n=3-7). Significantly different from the untreated control: *
p <0.05, ¥* p<0.01, ¥** p <0.001, **** p <0.0001.

w badaniach in vitro z uzyciem mysich makrofagow RAW 264.7 oraz in vivo w mode-
lu indukowanego endotoksyna zapalenia blony naczyniowej oka u szczura. Mechanizm
tego dziatania polegal na blokowaniu ekspresji indukowanej syntazy tlenku azotu
(INOS) 1 cyklooksygenazy 2 (COX2), co hamowato produkcje NO, PGE, i TNFa.
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Okazalo si¢ rowniez, ze kompleksy zwiazkow polifenolowych zawarte w ekstrakcie
z aronii wywieraja wielokrotnie silniejszy efekt przeciwzapalny niz czyste zwiazki,
takie jak antocyjaniny czy kwercetyna [23]. Badania innych autoréw potwierdzity an-
tyoksydacyjne i antymutagenne dziatanie preparatéw z aronii [11, 15, 16].

Apoptoza, obok nekrozy, jest jednym z mozliwych sposoboéw $mierci komorki.
Apoptoza odgrywa istotng rol¢ w zachowaniu wewngtrznej rOwnowagi organizmu,
m.in. dzigki usunigciu z organizmu komorek potencjalnie niebezpiecznych (np. limfo-
cytow autoreaktywnych badz komoérek nowotworowych) To apoptoza umozliwia za-
konczenie odpowiedzi immunologicznej po eliminacji egzogennego czynnika patolo-
gicznego [19]. Zatem perspektywa panowania nad tym mechanizmem jest gldéwnym
powodem ogromnego zainteresowania badaczy ta forma $mierci komorki w wielu
dziedzinach biologii.

Do oceny apoptozy neutrofili zastosowano metodg polegajaca na bezposrednim
oznaczeniu aktywnosci kaspazy 3, enzymu hydrolizujacego wiazania peptydowe two-
rzone przez grupe karboksylowa reszty asparaginowej. Enzymom tym przypisuje si¢
kluczowe znaczenie dla przebiegu efektorowej, nicodwracalnej fazy apoptozy [19].
Z badan wlasnych wynika, ze preparaty z buraka i aronii w stezeniu 0,1-50% v/v po
24-godzinnej hodowli indukuja spontaniczng apoptoze neutrofili i stymulowana estrem
forbolu (p < 0,05) (rys. 3). Natomiast aktywnos$¢ kaspazy 3 w 2-godzinnej hodowli
PMN w obecnos$ci soku z buraka i aronii nie roznita sie znamiennie od warto$ci noto-
wanych w probie kontrolnej (p > 0,05), podobnie w kulturach komoérkowych do kto-
rych wprowadzono produkty poddane uprzednio trawieniu w tzw. sztucznym przewo-
dzie pokarmowym.

Ostatnie dane sugeruja, ze niektore zwiazki polifenolowe moga obnizaé aktyw-
no$¢ czynnikow transkrypeyjnych NF-kB i AP-1 [13, 20]. Pod kontrola tych komplek-
sow biatkowych znajduje sig wiele genéw uczestniczacych w regulacji proliferacji
i apoptozy, a zaburzenia w ich szlakach moga prowadzi¢ do nowotworzenia [20]. Wy-
daje sig, ze hamujacy wptyw polifenoli na ww. czynniki transkrypcyjne moze by¢ skut-
kiem ich wlasciwosci przeciwutleniajacych, gdyz reaktywne formy tlenu moga akty-
wowa¢ zarowno NF-kB, jak i AP-1. Nie jest to jednak jedyny mechanizm [18, 20].
Antyproliferacyjne i proapoptotyczne dziatanie polifenoli thumaczy si¢ hamowaniem
przez nie kinaz odgrywajacych rolg w przekazywaniu sygnatu od btony komorkowe;j
do cytoplazmy i do jadra oraz w regulacji cyklu komérkowego. Godny podkreslenia
jest fakt, ze niejednokrotnie obserwowano silniejsze dziatanie flawonoidéw na komor-
ki nowotworowe niz na odpowiadajace im komorki nienowotworowe [20].

Granulocyty obojetnochtonne, ktére nie ulegly apoptozie obumieraja poprzez
rozpad, co skutkuje uszkodzeniem tkanek gospodarza i nasileniem procesu zapalnego.
Poznanie mechanizméw kontrolujacych apoptoze PMN moze prowadzi¢ do rozwoju
nowych sposobow leczenia tych standw patologicznych. Najprawdopodobniej chemio-
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profilaktyczne, przeciwzapalne, przeciwalergiczne, przeciwnowotworowe i inne efekty
dziatania polifenoli moga oddziatywacé na proces eliminacji komorek.

Whioski

1. Sok z buraka ¢wiklowego (Beta vulgaris var. rubra) i aronii czrnoowocowej (4ro-
nia melanocarpa Elliot) wykazuja silne wlasciwos$ci przeciwutleniajace. Dane ta-
kie moga stanowi¢ jedno z kryteriow kwalifikujacych te sktadniki zywnosci jako
zalecane w chemoprofilaktyce chorob nowotworowych.

2. Badane zwiazki, poprzez modulacj¢ aktywnosci kaspazy 3 aktywnych neutrofilow,
moga wspotdziata¢ z fizjologicznym mechanizmem regulujacym proces apoptozy.
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THE INFLUENCE OF BEETROOT AND CHOKEBERRY JUICE ON OXYGEN METABOLISM
AND APOPTOSIS OF POLYMORPHONUCLEAR GRANULOCYTES IN VITRO

Summary

Activated polymorphonuclear neutrophils (PMN) generate extremely high amounts of reactive oxygen
species (ROS), but these are normally targeted at pathogens inside intracellular phagosomes. These same
beneficial antimicrobial functions can cause significant local tissue injury and lead to the development of
pathologic systemic inflammatory conditions. PMN apoptosis is a major mechanism associated with the
resolution of inflammatory reactions. Caspase 3 activation is the first step in the execution phase of apop-
tosis.

The goals of the present study was to investigate the in vitro effect of beetroot (Beta vulgaris var. ru-
bra) and chokeberry (Aronia melanocarpa Elliot) juice on oxidative metabolism and apoptosis in human
polymorphonuclear granulocytes. PMN oxidant production, in response to phorbol myristate acetate, was
characterized by a dichlorofluorescin oxidation assay and luminol- dependent chemiluminescence. Cas-
pase 3 activation was assayed by the method of DEVD-AMC cleavage in PMN cultured up to 24 hours.
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The results of our study showed: 1/ beetroot and chokeberry juice affected the concentration-dependent
inhibition of H,O, production and chemiluminescence response by PMN, 2/ we also observed their pro-
apoptotic effects.

These natural products could be an important adjunct in cancer chemoprevention.

Key words: beetroot, chokeberry, antioxidants, respiratory burst, apoptosis, polymorphonuclear neutro-
phils
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