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Preparat AN, oczyszczona mieszanina czterech cyjanidyn — antocyjanow z ja-
g6d aronii czarnoowocowej zmniejszal in vitro efekty dzialania genotoksycznego
benzo[alpirenu w hodowlach ludzkich limfocytow: zmniejszat odsetek metafaz
z duzq liczbq wymian siostrzanych chromatyd, obnizal sredniq liczbe SCE w tej
grupie komorek oraz zmniejszat liczebnos¢ komorek okazujqcych pekniecia nici
DNA w tescie kometkowym
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Benzo[a]piren (B[a]P) dziata genotoksycznie na komorki poprzez 1/ kowalen-
cyjne wiazanie si¢ do DNA aktywnych metabolitow B[a]P: epoksydow diolowych
(addukty stabilne) oraz rodnikéw kationowych (addukty niestabilne), 2/ indukowanie
stresu oksydacyjnego i uszkodzen DNA z udziatem rodnikéw szeregu tlenowego
powstajacych w komorkach podczas przemian o-chinonéow B[a]P w cyklu reakcji
redoks (1).

Poniewaz ekspozycja komorek na B[a]P generuje stres oksydacyjny komorek,
dieta bogata w ro§linne przeciwutleniacze jest waznym elementem chemoprewencji
W narazeniu na ten promutagen. Jagody aronii czarnoowocowej (Aronia melanocar-
pa Elliot) zawieraja znaczna ilo$¢ zwiazkow polifenolowych, w tym flawonoidow,
i sposrod owocow/jagdd okazuja szczegdlnie wysoka aktywnos$¢ antyoksydacyjna
(2). Preparat AN jest oczyszczona mieszaning czterech cyjanidyn — antocyjanow
z jagod aronii czarnoowocowej (3). Wcezesniejsze badania wlasne pokazaty, ze AN
wywieral znaczace dziatanie antyoksydacyjne i antymutagenne w hodowlach ko-
morkowych (4).

W niniejszej pracy do oceny antygenotoksycznego dziatania AN w hodowlach
ludzkich limfocytow eksponowanych na B[a]P zastosowane zostaly: 1/ cytoge-
netyczna metoda uwidaczniania i zliczania wymian siostrzanych chromatyd chro-
mosomowych (SCE, sister chromatyd exchange) w wydzielonej grupie metafaz
okazujacych wysoka liczbe¢ SCE, tzw. metafaz HFC (high frequency cells), 2/ test
elektroforezy pojedynczych komorek (test kometowy; comet assay).

Metafazy HFC, zawieraja duza liczb¢ wymian chromatyd siostrzanych — po-
wyzej 95 percentyla rozktadu liczebnos$ci SCE (5). Grupa metafaz HFC reprezentu-
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je komorki szczegdlnie wrazliwe na dziatanie badanego czynnika genotoksycznego
(6).

Test kometkowy w warunkach alkalicznych (pH = 13) wykrywa nawet niewielka
liczbg uszkodzen DNA, w tym: pgknig¢ jednoniciowych, miejsc wrazliwych na wa-
runki alkaliczne (alkali-labile sites), sieciowania DNA/DNA i DNA/biatka, dlatego
jest zalecany do wstgpnego wykrywania aktywnosci genotoksycznej mutagenow;
wielko$¢ ogona komety koreluje z liczba uszkodzen/peknig¢ nici DNA (7).

Zastosowane testy wykrywaty uszkodzenia DNA w limfocytach eksponowanych
in vitro na mate stezenia B[a]P [2,5 uM]. Celem pracy byta ocena wplywu preparatu
AN na liczbg uszkodzen genotoksycznych indukowanych w limfocytach przez B[a]
P w wybranych testach.

MATERIAL I METODY

Badany preparat antocyjanowy (AN) byt uzyskany w Katedrze Technologii Prze-
tworstwa Owocow i Warzyw Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu (3). Pre-
parat AN zawierat cztery glikozydy cyjanidyny: cyjanidyno—3-O-f-D-galaktozyd,
-arabinozyd, -ksylozyd, -glukozyd. Dla calego preparatu AN przyjgto masg czastecz-
kowa rowna 439,10, wyliczona ze sktadu wagowego preparatu i mas czasteczkowych
poszczegolnych cyjanidyn. AN byt dodawany do hodowli komérek w roztworze
wodnym i badany w zakresie stezen: 1,56-25,0 uM. B[a]P byt rozpuszczany w di-
metylosulfotlenku (DMSO) i dodawany do hodowli do finalnego st¢zenia 2,5 pM
(finalne DMSO w hodowlach: 0,05%).

Limfocyty byty izolowane w gradiencie ggstosci roztworu Histopaque-1077 z krwi
zylnej pigciu megzezyzn w wieku 45-55 lat, uznanych za zdrowych. Wszyscy badani
dawcy przez okres ostatnich 15-20 lat palili papierosy, dziennie 20-30 papierosow
typu ,,light”, nie naduzywali alkoholu, nie przyjmowali lekéw w okresie 2 tygodni
przed pobraniem krwi. Limfocyty palaczy okazuja wysoka aktywno$¢ endogennych
monooksygenaz mikrosomalnych aktywujacych B[a]P do genotoksycznych meta-
bolitow (8), dlatego w pracy nie stosowano egzogennej frakcji mikrosomalnej ak-
tywujacej B[a]P.

Limfocyty byty preinkubowane z B[a]P [2,5 uM, 37°C, 90 min.] i po odptukaniu,
byty inkubowane z AN [zakres stezen: 1,56 uM — 25,0 uM, 37°C, 90 min.]. Nastgp-
nie komorki byly hodowane przez 72 godz., w CO,-inkubatorze, w 37°C w plynie
hodowlanym (DMEM, 10% FBS) w obecnosci lektyny — PHA-M [10 pg/ml].

Proceduraujawniania wymian siostrzanych chromatyd w metafazach limfocytoéw in-
kubowanych z 5-bromodeoksyurydyna (30 uM, 48 godz.) przeprowadzona byta zgodnie
z rutynowa metoda cytogenetyczng (9). Oceniana byta liczba SCE w 30 metafazach,
losowo napotkanych w obrazie mikroskopowym w kazdej hodowli. Hodowle od-
niesienia stanowity limfocyty inkubowane z 0,05% DMSO i nie inkubowane z B[a]
P i1 AN. W hodowlach wyliczany byt odsetek metafaz HFC oraz $rednia liczba SCE
w tej grupie metafaz.

Ocena pekni¢¢ jednoniciowych DNA w limfocytach przeprowadzona byta w tescie
elektroforezy pojedynczych komoérek w warunkach alkalicznych (test kometkowy),
zgodnie z metodyka podana w piSmiennictwie (7). Oceniana byta liczba komorek
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uszkodzonych genotoksycznie (komet) na 1000 losowo napotkanych w kazdym pre-
paracie mikroskopowym.

W ocenie istotnos$ci statystycznej wynikow zastosowano rutynowy test -Studenta,
sparowany.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Mikrofotografia na Rycinie 1 pokazuje przyktadowa metafazg z hodowli ludzkich
limfocytow inkubowanych z samym B[a]P [2,5 uM, 90 min, 37°C] bez inkubacji
z preparatem AN.

Metafaza zawiera 37 wymian chromatyd siostrzanych (SCE); strzatki wskazuja
chromosomy zawierajace 2, 31 5 SCE.
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Ryec. 1. Metafaza HFC — zawierajaca wysoka liczbg¢ wymian siostrzanych chromatyd (SCE = 37); strzatki
wskazuja chromosomy zawierajace 2, 3 1 5 SCE. Metafaza pochodzi z hodowli kontrolnej limfocytow
preinkubowanych z B[a]P [2,5 uM, 90 min., 37°C], nie inkubowanych z preparatem AN (powigkszenie
1000x).

Fig. 1. Metaphase HFC — with high number of sister chromatid exhanges (SCE=37), arrows indicate
chromosomes containing 2, 3 and 5 SCEs. Presented metaphase picture is from the control culture of
lymphocytes preincubated with B[a]P [2,5 pM, 90 min., 37°C] and not incubated with the AN preparation
(magnification 1000x).

W histogramach na rycinie 2 zebrane zostaty wyniki analizy SCE limfocytow ludz-
kich po preinkubacji z B[a]P i nast¢gpowej inkubacji w obecnosci preparatu AN.

Hodowle limfocytéw preinkubowane z B[a]P i nastepnie z AN okazywaly zna-
miennie nizszy odsetek metafaz HFC w poréwnaniu do limfocytow hodowli kontro-
Inych inkubowanych z samym B[a]P bez nast¢gpowej inkubacji z AN (Rycina 2A).
Odsetek metafaz HFC byt w tych hodowlach nizszy o 17 — 31 % w porownaniu do
hodowli z B[a]P. Wptyw AN na obnizenie $redniej liczebnosci SCE w metafazach
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grupy HFC (Rycina 2B) byt stabszy od wptywu na odsetek metafaz zawierajacych
HFC — obnizenie $redniej liczby SCE w metafazach o 13 — 15% w poréwnaniu do
hodowli z B[a]P.
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Ryc. 2. Wptyw inkubacji z AN na hodowle ludzkich limfocytéw uszkodzonych genotoksycznie in vitro przez
B[a]P. Histogramy przedstawiaja odsetek metafaz HFC w hodowlach (2A) i $rednie liczby SCE w tej grupie
metafaz (2B). Istotno$¢ statystyczna wynikow ($rednia £ SD, n = 5) w poréwnaniu do kontroli (hodowle
inkubowane z B[a]P i nie inkubowane z AN) oceniono w tescie ¢ (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

Fig. 2. Impact of the AN preparation on lymphocyte cultures damaged genotoxically in vitro with B[a]
P. Histograms show frequency of HFC metaphases in the tested cultures (2A) and mean number of SCE
in those group of metaphases (2B). Statistical significance of the results (mean + SD, n = 5) compared to
relative controls (cultures incubated with B[a]P and not incubated with AN), was calculated with ¢ test (*
p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).
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Wymiany siostrzanych chromatyd (SCE) powstaja w komorkach w wyniku re-
kombinacyjnej naprawy uszkodzen DNA, ktore nie zostaty naprawione w mechani-
zmach naprawy przez wycinanie zasad (BER) i nukleotydow (NER). Wedtug danych
pismiennictwa (10) wysoki odsetek metafaz HFC odzwierciedla obecno$¢ znacznej
liczby uszkodzen genotoksycznych w badanych populacjach komorek i §wiadczy
o nasileniu proceséw naprawy rekombinacyjnej, a wigc wskazuje na wigksze praw-
dopodobienstwo blgdow rekombinacji, powstania mutacji i transformacji nowotwo-
rowej tych komorek.

Preparat AN znacznie zmniejszat odsetek metafaz HFC w populacji limfocytéw
uszkodzonych genotoksycznie a takze zmniejszal srednig liczbe SCE w tej grupie
metafaz, wykazywat dzialanie antygenotoksyczne..

Potwierdzeniem dziatania AN zmniejszajacego liczbe uszkodzen, peknigé nici
DNA sa wyniki uzyskane w teScie kometowym. Przyktadowy obraz mikroskopo-
wy w tescie kometkowym limfocytéw eksponowanych na B[a]P przedstawiono na
rycinie 3.

Ryc. 3. Mikrofotografia przyktadowego obrazu z testu kometkowego w mikroskopie fluorescencyjnym
(powigkszenie 1000x). Obok trzech nieuszkodzonych jader komérkowych (nukleoidéw), jedna komoérka
zawiera liczne pgknigcia nici DNA i formuje obraz komety w elektroforezie zelowej. Mikrofotografia
pochodzi z hodowli kontrolnej limfocytow inkubowanych z B[a]P [2,5uM, 37°C, 90 min].

Fig. 3. Exemplary microphotography of the comet test results under a fluorescence microscopy (magnifi-
cation: 1000x) — Aside to three undamaged cell nuclei (nucleoids), one nucleoid contains multiple strand
breaks of the DNA and forms the comet’s picture in gel electrophoresis. Microphotography is from the
control culture of lymphocytes incubated with B[a]P [2,5uM, 37°C, 90 min].

Mikrofotografia pokazuje jadra (nukleoidy) trzech limfocytéw nieuszkodzonych
i jednej komorki znacznie uszkodzonej — z duza liczba peknigé nici DNA (komet-
ka)

Histogramy na rycinie 4 obrazuja czgsto$¢ wystgpowania w hodowlach komo-
rek uszkodzonych genotoksycznie przez inkubacj¢ z B[a]P, ujawniajacych ogony
komet.
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Ryc. 4. Wplyw preparatu AN na odsetek komet w hodowlach limfocytow genotoksycznie uszkodzonych
in vitro przez z B[a]P. Istotnos$¢ statystyczna wynikoéw (Srednia + SD, n = 5) w porownaniu do kontroli
(hodowle inkubowane z B[a]P, nie inkubowane z AN) oceniono w tescie t (wszystkie p <0.01).

Fig. 4. Impact of the AN preparation on frequency of comets in lymphocyte cultures genotoxically damaged
in vitro with B[a]P. Statistical significance of the results (mean + SD, n = 5), compared to relative controls
(cultures incubated with B[«]P and not incubated with AN) was calculated with ¢ test (all p <0,001).

Wyniki przedstawione w histogramach pokazuja, ze inkubacja z preparatem AN
limfocytéw uszkodzonych genotoksycznie przez B[a]P prowadzita do znacznego
(4-6 —krotnego) zmniejszenia odsetka komet.

WNIOSKI

1. Inkubacja z preparatem AN hodowli limfocytéw uszkodzonych genotoksycznie
in vitro przez B[a]P prowadzita do zmniejszenia odsetka komorek HFC, obnizenia
sredniej liczebnosci SCE w tej grupie komorek i zmniejszenia odsetka komorek
zawierajacych peknigceia nici DNA w tescie kometkowym.

2. Preparat AN zmniejsza efekty dziatania genotoksycznego B[«]P na ludzkie lim-

focyty.

JB. Brokos, K. Gasiorowski

ANTOCYANINS FROM CHOKEBERRY FRUITS AS ANTIGENOTOXIC COMPOUNDS
IN HUMAN LYMPHOCYTE CULTURES

Summary

A purified extract of four cyanidins — anthocyanins from chokeberry fruits (the AN preparation), decre-
ased in vitro the genotoxic effects of B[a]P on human lymphocyte cultures: it diminished the frequency of
metaphases HFC (with a high number of sister chromatid exchange), lowered the mean number of SCE
in this group of cells and markedly decreased the frequency of cells with DNA strand breaks. The results
suggest that AN could be a potent antigenotoxic agent.
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