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Cel pracy: Zbadano wptyw barwnika i so-
Ku z aronii czarnoowocowej na zachowa-
nie sie parametrow biochemicznych
i morfologicznych u zwierzgt doswiad-
czalnych, ktdre pochtonety dawke 1,05
oraz 4,0 Gy promieniowania gamma.
Materiat i metody: Badanie zostato wy-
konane na 77 krolikach rasy szynszyla
0 masie ciata 25-3,2 kg i 76 myszach ra-
sy balb C o masie ciata 18,0-21,5 g.
Z zyty brzeznej ucha krdlikéw pobierano
krew do badari 48 godz. przed napro-
mieniowaniem, a nastepnie po 48 godz.,
w 4. i 10. dobie po napromieniowaniu.
U krolikéw obliczono liczbe leukocytow
oraz stymulowang przez granulocyty krwi
obwodowej generacje rodnika ponad-
tlenkowego. U napromieniowanych my-
szy w 3. dobie zbadano chemilumine-
scencje komdrek sledzionowych (sple-
nocytow).

Wyniki: W przeprowadzonych badaniach

stwierdzono znamienne statystycznie

wzmozenie generacji rodnika ponadtlen-
kowego w 4. dobie po pochtonieciu daw-
ki 1,05 Gy oraz po 48 godz. i w 4. dobie

PO pochtonieciu dawki 4 Gy promienio-

wania gamma. Podanie barwnika anto-

cyjaninowego w istotny sposob hamuje
generacje rodnika ponadtlenkowego

w 4. dobie po pochtonieciu dawki pro-

mieniowania 4 Gy. W 3. dobie po pochto-

nigciu dawki 4 Gy promieniowania gam-
ma zarowno barwnik antocyjaninowy, jak

i zageszczony Sok zwigkszaja chemilu-

minescencje splenocytéw. Podanie na-

turalnego barwnika antocyjaninowego
napromieniowanym zwierzetom popra-
wia wartosci liczbowe leukocytow.

Whioski:

* po pochfonieciu dawki promieniowa-
nia gamma u napromieniowanych
zwierzat stwierdza sie: 1) zwieksze-
nie sredniej liczby leukocytow po po-
chtonieciu dawki 1,05 Gy, 2) zmniej-
szenie sredniej liczby leukocytow po
pochfonieciu dawki 4,0 Gy, 3) wzrost
generacji rodnika ponadtlenkowego,
4) zmniejszenie chemiluminescencji
splenocytow,

* podanie barwnika antocyjaninowego
zwierzetom, ktdre pochtonely dawke
4 Gy promieniowania gamma wywotu-
je: 1) zmniejszenie generacji rodnika
ponadtlenkowego, 2) zwiekszenie
chemiluminescenciji splenocytow,

* podanie barwnika antocyjaninowego
zwierzetom, ktdre pochtonely dawke
1,05 Gy promieniowania gamma wy-
wotuje normalizacje liczby leukocytow.

Stowa kluczowe: promieniowanie joni-
zujgce, antyoksydanty, aronia czarno-
owocowa, rodniki ponadtlenkowe, che-
miluminescencija.
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WSTEP

Skutki oddziatywania promieniowania jo-
nizujgcego na organizm sg uzaleznione od
wielu czynnikow zewnetrznych i wewnetrz-
nych. Czynniki wewnetrzne, takie jak:

D wiek,

D nawodnienie,

D zawartos$¢ tlenu w organizmie

majg znaczgcy wptyw na skutki powstate
po pochtonieciu dawki promieniowania jo-
nizujgcego. Znany jest wptyw efektu tleno-
wego na dawke Smiertelng komorki napro-
mieniowane;j.

Okazuje sie, ze w przypadku réwnocze-
snego z niedotlenieniem napromieniowania
dawka $miertelna jest 3-krotnie wieksza.
W niniejszej pracy pokazano wptyw poda-
wanego dozotgdkowo naturalnego barwni-
ka i soku z aronii czarnoowocowej na bio-
chemiczne wyktadniki proceséw wolnorod-
nikowych zachodzgcych pod wptywem
promieniowania jonizujgcego.

MATERIAL | METODY

Badania przeprowadzono na 77 krélikach
rasy szynszyla o masie ciata 2,5-3,2 kg
i 76 myszach rasy balb C o masie
18,0-21,5 g. Zwierzeta karmiono paszg
znormalizowana, podajgc im wode w do-
wolnej ilosci. Przebywaty one w zwierzetar-
ni o $redniej temp. 18°C i wspdtczynniku
wilgotnosci wzglednej 60 proc.

41 krolikow naswietlono z 3 zrédet o tgcz-
nej mocy 9,0 Gy/godz. W trakcie 7-minuto-
wej ekspozycji zwierzeta pochtonety dawke
1,05 Gy. 18 krolikéw i 40 myszy naswietlono
z 3 Zrédet o tgcznej mocy 14 Gy/godz. Przez
17 min i 14 s zwierzeta z tej grupy pochto-
nety 4 Gy.

Zwierzeta podzielono na 6 grup:

D grupe zwierzat otrzymujacg dozotgdkowo
0,9 proc. NaCl w ilosci 1 ml/kg m.c. —
6 krolikow i 12 myszy,

D grupe zwierzat otrzymujacg dozotgdkowo
1ml/kg m.c. naturalny barwnik antocyjani-
nowy w rozciericzeniu 1:10 (stezenie pier-
wotne ok. 1 000 mg proc.) — 6 krolikéw,

D grupe zwierzat otrzymujgcg dozotgdkowo
1 ml/kg m.c. zageszczony sok z aronii
w rozcienczeniu 1:10 (stezenie pierwotne
ok. 1 000 mg proc.) — 6 krolikéw,

D grupe zwierzat naswietlong i otrzymujaca
dozotgdkowo 0,9 proc. NaCl w ilosci
1 ml/kg m.c. — 20 krdlikéw i 14 myszy,

D grupe zwierzat naswietlong i otrzymujaca
dozotadkowo 1 ml/kg m.c. barwnik antocy-
janinowy w rozcienczeniu 1:10 (stezenie
pierwotne ok. 1 000 mg proc.) — 19 kroli-
kow i 12 myszy,

D grupe zwierzat naswietlong i otrzymujgca do-
zotgdkowo 1 mi/kg m.c. sok z aronii w roz-
cienczeniu 1:10 (stezenie pierwotne ok.
1 000 mg proc.) — 20 krolikow i 14 myszy.

Napromieniowania zwierzat dokonano
w komorze radiacyjnej Instytutu Techniki Ra-
diacyjnej Politechniki Lodzkiej. Do napro-
mieniowania zwierzat uzyto izotopowego
urzadzenia radiacyjnego, w ktérym zrédtem
promieniowania jest Co® wysytajacy promie-
niowanie gamma o energii ok. 1,23 MeV.
Komora, posiadajgca 20 zrédet Co® ma
taczng aktywnos¢ ok. 30 kCi.

POMIAR CHEMILUMINESCENCJI (CL)

Pomiar chemiluminescencji wg Ciz i Lo-
jek (Ciz i wsp. 1993) polega na pomiarze
ilosci fotonoéw Swiatta powstajgcego przy
przechodzeniu ze stanu wzbudzonego
w stan spoczynkowy samych wolnych rod-
nikéw lub zwigzkéw powstatych w wyniku ich
reakcji z czastkami organicznymi komorki.

150 g $ledziony myszy homogenizowa-
no w 2 ml ptynu odzywczego (MEM). Na-
stepnie mieszaning wirowano przez 10 min.
Otrzymany osad ptukano 2-krotnie PBS. Po-
miaru chemiluminescencji (CL) dokonywa-
no Luminometrem 1251 (Pharmacia LKB)
z rejestracja komputerowg (IBM PC AT). Ba-
dania przeprowadzono w temp. 37°C. Ba-
dana prébka zawierata 200 tys. komorek,
20 pl luminolu i 30 pul opsonizowanego su-
rowicg zymosanu A. Pole powierzchni pod
krzywg emisji powstatej podczas 30-minu-
towego badania stanowito miare chemilumi-
nescenciji.
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Aim: The effect of dye and black-fruit
aronia juice on biochemical and mor-
phological parameters in experimental
animals exposed to a dose of 1,05 and
4,0 Gy gamma radiation was studied.
Material and methods: The study was
performed on 77 Chinchilla rabbits
2,56-3,2 kg body mass and 76 Balb C
mice 18,0-21,5 g body mass. Blood
was collected from rabbits marginal
aural vein 48 h prior to irradiation and
then 48 h and on 4" and 10" day after
irradliation. In rabbits the leukocytes co-
unt and superoxide radical generation
stimulated by peripheral blood granu-
locytes were investigated. In irradiated
mice splenocytes chemiluminescence
was examined on 3" day.
Results: Statistically significant incre-
ase of superoxide radical generation
was observed on the 4" day after
exposure to 1,05 Gy and after 48 h
and on the 4" day after exposure to
a dose of 4 Gy of gamma radiation.
Administration of anthocyanin dye in-
hibits significanthy superoxide radi-
cal generation on the 4" day after
exposure to the radiation dose of
4 Gy. On the 3" day after exposure to
4 Gy of gamma radiation both antho-
cyanin dye and concentrated juice in-
crease the splenocytes chemilumine-
scence. Administration of natural an-
thocyanin dye to irradiated animals
improves leukocytes count.

Conclusion:

* after exposure to gamma radiation
dose the following was observed in
irradiated animals: 1) increase of
mean leukocyte count after exposu-
re to a dose 1,05 Gy, 2) decrease of
mean leukocyte count after exposu-
re to a dose 4,0 Gy, 3) increase of
superoxide radical, 4) decrease of
splenocytes chemiluminescence,

*administration of anthocyanin dye
to animals exposed to gamma ra-
diation dose of 4 Gy evokes: 1) de-
crease of superoxide radical gene-
ration, 2) increase of splenocytes
chemiluminescence,

*administration of anthocyanin dye
to animals exposed to gamma ra-
diation dose of 1,05 Gy produces
leukocytes count normalisation.

Key words: ionizing radiation, antio-
xidants, black-fruit aronia, superoxi-
de radicals, chemiluminescence.

Tab. 1. Srednia liczba leukocytow we krwi obwodowej krélikéw oraz stymulowane generowanie anionorodnika
ponadtienkowego po pochtonigciu dawki 1,05 Gy promieniowania gamma

Lp. Zwierzeta

Czas po napromieniowaniu

48 godz.
leukocyty rodnik
ponad-
tlenkowy
1. napromie- 6 000 26,5
niowane +1 887 +21,9
n=14 n=10
2. napromie- 6 985 33,8
niowane +4 775 +30,1
+ n=13 n=8
barwnik 2 !
3. napromie- 6 010 40,7
niowane +2 619 +24.9
+ n=14 n=11
sok !

1p<0,05 - réznice istotne do grupy poréwnawczej
2p<0,05 - réznice istotne do grupy naswietlonej

OZNACZANIE ANIONORODNIKA
PONADTLENKOWEGO WE KRWI

Oznaczono anionorodnik ponadtlenkowy
we krwi petnej metodg Bellavite (Bellavite
i wsp. 1983), opartg na redukcji cytochromu
C w obecnosci dysmutazy ponadtlenkowej
i 0,1 ml petnej krwi. Odczytana ekstynkcja
przy dtugosci swiatta 550 nm z nadsaczu
do powietrza daje warto$¢ generacji aniono-
rodnika ponadtlenkowego. Wartos¢ stymulo-
wang uzyskuje sie po stymulacji proby zy-
mosanem. Wyniki wyrazono w nmol/kom/min.

WYNIKI

Srednia liczba leukocytow u krélikéw przed
napromieniowaniem wynosita 5 450 w 1 pl.
W tab. 1. przedstawiono $rednig liczbe leu-

4 dni 10 dni
leukocyty rodnik leukocyty rodnik
ponad- ponad-
tlenkowy tlenkowy
5 620 33,8 8 750 14,8
+1 633 +20,1 +3 872 +9,2
n=12 n=11 n=11 n=11
1 1
5 982 29,7 6 953 14,1
+2 138 +26,4 +4 422 +6,7
n=10 n=8 n=10 n=8
2
6 053 27,4 9 884 14,3
+2 125 +17,9 +6 049 +11,6
n=12 n=12 n=12 n=12

2

kocytow we krwi obwodowej krolikdw i stymu-
lowane generowanie anionorodnika ponadtlen-
kowego po pochtonieciu dawki 1,05 Gy pro-
mieniowania gamma. Tab. 2. przedstawia
Srednig liczbe leukocytow we krwi obwodo-
wej krolikdbw oraz stymulowane generowanie
rodnika ponadtlenkowego po pochtonieciu
dawki 4,0 Gy promieniowania gamma.

Po pochtonigciu dawki 4 Gy promieniowa-
nia gamma nastepuje znamienne obnizenie
liczby leukocytéw we krwi obwodowej kroli-
kéw. Po pochtonieciu dawki 1,05 Gy promie-
niowania gamma nastepuje wzrost liczby leu-
kocytow we krwi obwodowej krolikow we
wszystkich oznaczanych przedziatach czaso-
wych, statystycznie znamienny w 10. dobie
po napromieniowaniu. W przeprowadzonych

Tah. 2. Srednia liczba leukocytow we krwi obwodowej krdlikow oraz stymulowane generowanie rodnika
ponadtienkowego po pochtonigciu dawki 4,0 Gy promieniowania gamma

Lp. Zwierzeta

Czas po napromieniowaniu

48 godz.
leukocyty rodnik
ponad-
tlenkowy
1. napromie- 2 408 55,53
niowane +798 +15,38
n=6 n=6
2. napromie- 2 800 33,94
niowane +1 068 +19,84
+ n=6 n=>5
barwnik ! !
3. napromie- 3 367 25,/565
niowane +1 146 +8,29
+ n=6 n=5
sok ! !

1p<0,05 - réznice istotne do grupy poréwnawczej
2p<0,05 - réznice istotne do grupy naswietlonej

4 dni 10 dni
leukocyty  rodnik leukocyty  rodnik
ponad- ponad-
tlenkowy tlenkowy
2 192 69,92 4 017 16,45
+1 022 +31,69 +833 +833
n=6 n=5 n=6 n=6
2 720 34,15 4 250 19,82
+1 602 +8,15 +1 626 +1 626
n=6 n=4 n=6 n=2
1 1,2
2 810 31,24 5 200 17,56
+1 061 +1,37 +1 573 +8,0
n=6 n=3 n=6 n=4

1 1
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D krolik naswietlony

|:| krélik naswietlony
+ barwnik

- krélik naswietlony
+ sok

Ryc. 1. Srednia liczba leukocytow we krwi obwodowej krolikéw w 4. dobie po pochionigciu dawki 1,05 Gy

promieniowania gamma
1p<0,05 — réznice istotne do grupy poréwnawcze|
2p<0,05 — réznice istotne do grupy naswietlonej

badaniach stwierdzono znamienne statystycz-
nie wzmozenie generacji rodnika ponadtlen-
kowego w 4. dobie od pochtonigcia dawki
1,05 Gy oraz po 48 godz. i w 4. dobie po
pochtonieciu dawki 4 Gy promieniowania
gamma. Podanie barwnika antocyjaninowego
w istotny sposob hamuje generacje rodnika
ponadtlenkowego w 4. dobie po pochtonie-
ciu dawki promieniowania 4 Gy. W 3. dobie
po pochtonieciu dawki 4 Gy promieniowania
gamma barwnik antocyjaninowy, jak i zagesz-
czony sok, zwiekszajg chemiluminescencje
splenocytéw. Podanie naturalnego barwnika
antocyjaninowego napromieniowanym zwie-
rzetom poprawia wartosci liczbowe leukocy-
tow. Znamiennosci statystyczne stwierdza sie
w grupie zwierzat, ktére pochtonety dawke
1,05 Gy promieniowania gamma.

DYSKUSJA

W przeprowadzonych badaniach uzyto
promieniowania gamma ze Zrédta Co®. Wy-

bér tego rodzaju promieniowania byt po-

dyktowany nastepujgcymi czynnikami;

D jest to promieniowanie posiadajace silne wia-
$ciwosci przenikajgce, wywotuje jonizacje
i wytwarza znaczne ilosci wolnych rodnikéw,

D zrédta promieniowania gamma majg sze-
rokie zastosowanie w wielu dziedzinach
zycia, a tym samym mogg oddziatywac
na organizmy zywe,

D w sytuacjach awaryjnych moze nastgpic
ekspozycja na promieniowanie jonizujace
lub skazenie srodkami radioaktywnymi ludzi.

Promieniowanie jonizujgce wywotuje ca-
ty szereg zmian chorobowych w napromie-
niowanym organizmie, a wsrdd nich zabu-
rzenia w sktadzie krwi (Passi i wsp. 1991),
zmiany w jelitach (Tamou i wsp. 1994), wa-
trobie (Legonkova i wsp. 1990) i na sko-
rze (Sato i wsp. 1990).

W badaniach wtasnych obserwowano
zwiekszong $miertelnos¢ zwierzat, wzmozo-

mmol/kom/min

+31,69

[ ] kontrolna
[ ] barwnik

[[] napromieniowana

[ napromieniowana + barwnik

[l napromieniowana + sok

Ryc. 2. Stymulowane generowanie rodnikdw ponadtienkowych przez granulocyty krwi obwodowe;j krélikéw w 4. dobie

po pochtonigciu dawki 1,05 Gy promieniowania gamma
1p<0,05 — réznice istotne do grupy poréwnawczej
2p<0,05 - réznice istotne do grupy naswietlone|

ng utrate owtosienia, zmiany ropne oka na-
promieniowanego oraz biegunke. Podczas
wycinania narzadéw u myszy w 4. dobie po
pochtonieciu dawki 4,0 Gy zaobserwowano
tatwe rozpadanie sie narzaddéw migzszowych.

Wybdr krolikow do badani uwarunkowany
byt wieloma czynnikami. Mozliwos¢ okresowe-
go pobierania od krélikéw krwi do badan po-
zwalata na Sledzenie zmian w zachowaniu sie
badanych parametréw biochemicznych oraz
obrazu krwi u tych samych osobnikéw w cza-
sie. Wielkosci zastosowanych dawek byty po-
dyktowane doniesieniami literaturowymi, co
umozliwiato poréwnywanie wynikéw (Spiers
i wsp. 1990). Zaobserwowano, ze po 1. godz.
od napromieniowania nastgpit krotkotrwaty
wzrost liczby limfocytéw. Okreslona liczba lim-
focytéow w 2. i 4. dobie stanowita 50 proc.
liczby limfocytéw obliczonych godzine po na-
promieniowaniu. Po dawce 4,0 Gy stwierdzo-
no znaczne zmniejszenie wszystkich wartosci
morfologicznych krwi w analogicznych okre-
sach obserwacji. Zachowanie obrazu krwi ob-
wodowej w zaleznosci od dawki zaobserwo-
wat Pospisil i wsp. (1993). Po pochtonieciu
dawki 1,05 Gy nastapit wzrost wartosci krwi-
nek we wszystkich przedziatach czasowych.
Najwyzsze wartosci obserwowano w 10. do-
bie po napromieniowaniu.

Wiele uszkodzeri popromiennych powsta-
je na skutek dziatania wolnych rodnikow. Ma-
ja one odgrywa¢ w patogenezie choroby po-
promiennej zasadniczg role. W badaniach
wiasnych oceniono biochemiczne wyktadni-
ki tych proceséw (generowanie rodnikdw po-
nadtlenkowych przez granulocyty krwi obwo-
dowej i chemiluminescencje komorek sledzio-
nowych). Rodnik ponadtlenkowy powstaje
w warunkach fizjologicznych podczas jedno-
elektronowego utleniania zachodzacego
w tancuchu oddechowym w ok. 5 proc. Je-
go zwiekszone powstawanie wywotane jest
licznymi czynnikami, a ze wzgledu na fatwos¢
jego powstawania przypuszcza sie, ze jest
odpowiedzialny za wystepowanie uszkodze-
nia, czego efektem byto wzmozenie peroksy-
daciji lipidéw bton komdrkowych, obserwowa-
ne réwniez przez innych autoréw (Gardes
i wsp. 1993). W badaniach wtasnych uzyto
takze metody chemiluminescencji komorek
Sledzionowych myszy, dzieki ktérej zmierzono
ilos¢ fotondw Swiatta powstajgcych przy prze-
chodzeniu ze stanu wzbudzonego w stan
spoczynkowy samych wolnych rodnikow lub
zwigzkow utworzonych w wyniku ich reakcji
z czasteczkami organicznymi komorki, co
w istotny sposob potwierdza dziatanie aktyw-
nych form tlenu po napromieniowaniu zwie-
rzat (Ciz i wsp. 1993). Od wielu lat podejmo-
wane sg liczne préby leczenia choroby po-
promiennej za pomocg srodkéw pochodzenia
naturalnego (Sato i wsp. 1990 i 1991, Svistu-
senko i wsp. 1990, Gyorgy i wsp. 1992, Se-
kiguchi i wsp. 1994). Wybdr naturalnych
barwnikéw antocyjaninowych do leczenia cho-
roby popromiennej uwarunkowany byt szere-
giem przedstawionych ponizej wtasciwosci:
D matg toksycznoscig naturalnego barwni-

ka antocyjaninowego (powyzej 12 g/kg
m.c. u myszy),
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D tatwg dostepnoscia,

D naturalnym pochodzeniem, szerokim roz-
powszechnieniem w Swiecie roslinnym
(Zoliger i wsp. 1991),

D jako flawonoidy wywierajg korzystny
wptyw na uktad krazenia (Gyorgy i wsp.
1955, Wagner i wsp. 1986 i 1991),
szczegolnie na $ciany naczyn krwiono-
$nych i na przewdéd pokarmowy (Magi-
stretti i wsp. 1988, Wagner i wsp. 1992),

D hamujg dziatanie antymitotyczne, wywotane
zwigzkami alkilujgcymi (Bertram i wsp. 1991),

D dziatajg cytotoksycznie na komadrki nowo-
tworowe (Cassady i wsp. 1990, Middle-
ton i wsp. 1992),

D wywierajg duza aktywnos$¢ antyoksydacyj-
ng by¢ moze poprzez hamowanie oksy-
dazy ksantynowej (Yuting i wsp. 1990),

D dziatajg radioochronnie (Gardes i wsp. 1993).

Mechanizm ochronnego dziatania natural-
nego barwnika antocyjaninowego oparty jest
prawdopodobnie na zmniejszaniu proceséw
utleniania. W badaniach wtasnych podczas
oceny spoczynkowej i stymulowanej genera-
cji rodnika ponadtlenkowego stwierdzono
zwiekszong stymulacje rodnika ponadtlenko-
wego w grupie stymulowanej zymosanem po
48 godz. i w 4. dobie od pochfoniecia daw-
ki 1,05 lub 4,0 Gy. Analogiczne zwiekszenie
generacji rodnika ponadtlenkowego pod wpty-
wem promieniowania jonizujgcego stwierdzit
Sekiguchi i wsp. (1994). Podanie naturalne-
go barwnika antocyjaninowego znamiennie
obnizyto w 4. dobie po pochtonigciu dawki
4,0 Gy stymulowang generacje rodnika po-
nadtlenkowego. U myszy w 3. dobie po na-
promieniowaniu zaobserwowano najwieksze
zahamowanie chemiluminescencji komadrek
Sledzionowych w grupie zwierzat jedynie na-
promieniowanych. W 14. dobie najwieksze za-
hamowanie stwierdzono w grupie zwierzat
otrzymujacych dodatkowo barwnik. Obnizenie
chemiluminescencji komorek Sledzionowych
po dawce 4,0 Gy sugeruje, ze w wyniku pro-
mieniowania jonizujgcego nastgpito uszkodze-
nie komorek sledzionowych, co miato swoje
odzwierciedlenie w wygladzie morfologicznym
catego narzadu. Oceniajgc wszystkie badane
parametry biochemiczne oraz morfologiczne,
jak réwniez biorgc pod uwage $miertelnosc
zwierzat w grupach badanych, potwierdza sie
obserwacje innych autoréw o antyoksydacyj-
nych wiasciwosciach naturalnego barwnika
antocyjaninowego.
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