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AI  Meso je s svojo visoko hranilno vrednostjo pomembno ţivilo ĉloveške prehrane. Pred 

zauţitjem se ga obiĉajno na razliĉne naĉine termiĉno obdela, visoke temperature pri pripravi 

ţivila pa so vzrok za nastanek razliĉnih zdravju škodljivih snovi. Najpomembnejša skupina 

genotoksiĉnih spojin, ki nastanejo pri toplotni obdelavi mesa so heterocikliĉni amini (HCA). 
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pa s testom komet in testom mikrojeder na celicah HepG2. Vpliv izvleĉkov na izraţanje 

izbranih genov smo preverjali s kvantitativno veriţno reakcijo s polimerazo v realnem ĉasu 

(qrtPCR). Z Amesovim testom smo ugotovili, da je izvleĉek skorje ţe pri najniţjih testiranih 

koncentracijah (0.125 µL izvleĉka/plošĉo) povzroĉil mutacije in sicer -1 premik bralnega 

okvirja, medtem ko je izvleĉek sredice pri 400x višjih koncentracijah povzroĉil rahlo 

povišanje mutacij. Izvleĉka (1 vol%) nista delovala citotoksiĉno na celice HepG2 in nista 

povzroĉala veriţnih prelomov DNA. Izvleĉek skorje je povzroĉil nastanek mikrojeder, 

medtem ko na tvorbo jedrnih brstov in nukleoplazmatskih mostiĉkov ni vplival. Izvleĉek 

skorje (1 vol%) je povišal izraţanje genov, vkljuĉenih v metabolno pretvorbo ksenobiotikov 

(CYP1A1, CYP1A2, NAT2, UGT1A1) in odgovor celice na poškodbe DNA (CDKN1A) ter 

zmanjšal izraţanje anti-apoptotskega gena (BCL-2).  
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AB  High nutritional value makes meat an important part of our alimentation. It usually 

undergoes different kind of heat treatment before consumption, and the high temperature 

involved in such preparations may cause the formation of potentially harmful substances. The 

most important group of genotoxic compounds resulting from heat treatment of meat are the 

heterocyclic amines. HCAs have been found to be highly mutagenic and proven to be 

carcinogenic in rodents. The consumption of meat exposes humans to a complex mixture of 

genotoxic substances, and an extract of roasted meat is therefore a good indicator of the 

exposure and the possibility of an increased risk of cancer development. In the presentstudy 

we tested two extracts isolated from the crust and the core of roasted chicken meat. The 

extract from the crust contained HCAs (2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridine  - 

PhIP, 2-amino-3,8-dimethylimidazo[4,5-f]quinoxaline - MeIQx and 2-amino-3,4,8-

trimethylimidazo[4,5-f]quinoxaline - DiMeIQx), while the extract from the core served as 

control, since it did not contain HCAs. The main purpose of our research was to examine the 

mutagenic and genotoxic activity of the extracts of roasted chicken meat and to determine 

whether it influences the expression of selected genes. The mutagenic activity of the extracts 

was examined with the Ames test on the bacteria Salmonella typhimurium strain TA98, while 

the genotoxic activity was assessed with the comet assay and micronucleus test on HepG2 

cells. The influence of the extracts on the expression of selected genes was examined with the 

quantitative real time polymerase chain reaction (qrtPCR). The Ames test showed that the 

extract of the crust caused mutations even at the lowest concentrations tested (0.125 µL 

extract/plate), causing a -1 reading frame shift, while the extract from the core caused only 

slightly increased mutations at 400 times higher concentrations. The extracts (1 vol%) proved 

not to be cytotoxic on HepG2 cells and did not cause DNA strand breaks. The extract from 

the crust caused the formation of micronuclei, but it had no effect on the formation of nuclear 

buds and nucleoplasmic bridges. Furthermore, the extract from the crust (1 vol%) increased 

the expression of genes included in the metabolic activation of xenobiotics (CYP1A1, 

CYP1A2, NAT2, UGT1A1) as well as genes involved in cell response to DNA damage 

(CDKN1A), and decreased the expression of the anti-apoptotic gene (BCL-2). 
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vol% volumski odstotek 

DEPC voda brez RN-az (angl. diethyl pyrocarbonate-phosphate buffer) 

IARC Mednarodna agencija za raziskave raka (angl. International Agency 

of Research of Cancer 

CBMN test elektroforeze posameznih celic (angl. the cytokinesis-block 

micronucleus assay) 

NPB nukleoplazmatski mostiĉki (angl. nucleoplasmic bridges) 

NB jedrni brsti (angl. nuclear budds) 

SNP polimorfizem v enem nukleotidu gena (angl. single nucleotide 

polymorphism) 

His histidin 

RT reverzna (obratna) transkripcija 

NOC N-nitro spojine (nitrozamin) 

PAH policikliĉni aromatski ogljikovodiki (angl. polycyclic aromatic 

hydrocarbons) 

ESI ionizacija z elektrorazprševanjem 

SIR ang. Selected Ion Recording 

SPE ekstrakcija s trdno fazo (angl. Solid Phase Extraction) 

Ct cikel v katerem amplifikacijska krivulja seka praţno vrednost 

(treshold cycle)  
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1 UVOD 

 

Prehrana je namenjena predvsem preskrbi organizma z energijo. Z uţivanjem razliĉnih 

prehrambnih izdelkov smo ljudje dnevno izpostavljeni številnim sestavinam ţivil. Enega 

izmed glavnih virov beljakovin v ĉlovekovem jedilniku predstavlja meso. Obiĉajno ga pred 

zauţitjem na razliĉne naĉine termiĉno obdelamo. S tem pridobimo ţeljen okus in aromo ter se 

izognemo morebitni okuţbi z razliĉnimi mikrobi. Pri mnogih naĉinih toplotne obdelave mesa 

se v mesnem izdelku lahko tvorijo snovi, ki so zdravju škodljive. Eno skupino takih spojin 

predstavljajo heterocikliĉni aromatski amini.  

 

Heterocikliĉni aromatski amini (HCA) so snovi, ki nastanejo kot produkt toplotne obdelave, 

predvsem proteinsko bogate hrane. Najpogosteje jih zasledimo v peĉenem mesu in razliĉnih 

mesnih izdelkih ţivalskega izvora. Za nastanek HCA je kljuĉna prisotnost ustreznih 

gradnikov in visoka temperatura, ki sproţi potek oblikovanja aromatskih spojin. Osnovni 

gradniki, iz katerih se tvori veĉina HCA, so proste aminokisline, saharidne komponente in 

kreatin oz. kreatinin.  

 

Koliĉina HCA, ki se tvori pri toplotni obdelavi mesa, je odvisna od vrste izdelka (prisotnost in 

koliĉina gradnikov), naĉina in pogojev toplotne obdelave (temperatura in ĉas) in metode 

priprave ţivila (dodatek zaĉimb, soli, moke). Najpomembnejši dejavnik je temperatura, kar 

potrjuje dejstvo, da se najveĉ HCA tvori pri peĉenju, praţenju ali cvrtju z doseganjem visokih 

temperatur.  

 

HCA so v svoji izvorni, naravni obliki nereaktivne in neškodljive snovi. Po zauţitju in vstopu 

v telo so molekule izpostavljene delovanju številnih encimov, ki jih v procesu metabolizma 

pretvorijo v razliĉne metabolite. Reakcije bioaktivacije pretvorijo HCA v reaktivne in 

nestabilne molekule, ki imajo velik potencial za vezavo na razliĉne celiĉne komponente, s 

ĉimer se izrazi njihov strupen uĉinek. Glavni in najbolj škodljiv pojav, ki ga HCA povzroĉijo, 

so DNA adukti. Povezava HCA-DNA vpliva na nastanek razliĉnih sprememb v dednem 

materialu in napak pri podvajanju. Številne nepravilnosti, ki so posledica napaĉnega 

delovanja celiĉnih mehanizmov, izpostavljajo celice in posredno tkivo organizma k razvoju 

karcinogenega procesa. 

 

HCA so snovi, ki imajo visok mutagen potencial in povzroĉajo nastanek raka v razliĉnih 

organih glodavcev. Tveganje za nastanek raka v povezavi z uţivanjem HCA pri ĉloveku je 

pogojeno z mnogimi dejavniki: od genetskih lastnosti, ki vplivajo na potek vseh reakcij v 

organizmu, številnih okoljskih dejavnikov in ne nazadnje prehrambnih navad posameznika, 

med katerimi je pomembna tudi pogostost uţivanja mesa.  
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1.1 NAMEN RAZISKOVANJA IN HIPOTEZA 

 

Namen naše raziskave je bil ugotoviti ali izvleĉek peĉenega pišĉanĉjega mesa povzroĉa 

mutacije, kar smo preverjali na bakterijah Salmonella thyphimurium, sev TA98. Poleg tega 

smo na modelu ĉloveških jetrnih celic HepG2 ugotavljali potencialno strupeno delovanje 

izvleĉka s testom 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid (MTT), 

genotoksiĉno delovanje pa s testom komet in testom mikrojeder. Vpliv na izraţanje izbranih 

genov, ki so vkljuĉeni v aktivacijo in detokisfikacijo ksenobiotikov, smo preverjali s 

kvantitativno veriţno reakcijo s polimerazo v realnem ĉasu. 

 

Hipoteza diplomske naloge je, da izvleĉek skorje peĉenega pišĉanĉjega mesa deluje mutageno 

na bakterije S. thyphimurium, sev TA98 in povzroĉa poškodbe dednega materiala na celicah 

ĉloveškega hepatoma (HepG2). Predvidevamo, da izvleĉek vpliva na izraţanje izbranih 

genov, ki so vpleteni v metabolizem heterocikliĉnih aminov, odgovor celice na poškodbe 

DNA in apoptozo.  

 

 

2 PREGLED OBJAV 

 

2.1 TOPLOTNA OBDELAVA MESA 

 

Zaenkrat ni poznane ĉloveške skupnosti, ki bi bila sposobna preţiveti s hranjenjem le s 

toplotno neobdelanimi ţivili. Uţivanje surove hrane nudi malo energije in slabi reproduktivno 

sposobnost ter je poleg tega velikokrat neugodno za ţveĉenje. Toplotna obdelava ţivil je na 

podlagi teh dveh dejstev zato predlagana kot nuja za ĉloveka (Wrangham in Conklin-Brittain, 

2003). 

 

Ljudje smo slabo prilagojeni na prehranjevanje s surovim mesom. Toplotna obdelava nam 

izboljša kvaliteto hrane, omogoĉa mehĉanje ţivil in poveĉa kaloriĉno vsebnost, kar je 

poslediĉno pripeljalo do poveĉanega uţivanja mesnih izdelkov (Wrangham in Conklin-

Brittain, 2003). Meso toplotno obdelujemo zato, da zagotovimo mikrobiološko varnost ţivila, 

oblikujemo ţeleno senzoriĉno kakovost in zmanjšamo vsebnost moţnih škodljivih substanc 

(Jägerstad in Skog, 2005). Meso je eden izmed glavnih virov proteinov v prehrani, kamor 

prištevamo meso rib in skeletne mišice ţivali (Felton in sod., 1995). Nastane v veĉ stopnjah, v 

katerih pride do biokemijskega in strukturnega preoblikovanja mišice v meso (Ouali in sod., 

2006). Fizikalno-kemijski procesi med segrevanjem vplivajo na osnovne gradnike mesa, 

njegovo teksturo, barvo in aromo ter inducirajo številne encimske reakcije. Prihaja do 

denaturacije beljakovin, konformacijskih sprememb, razgradnje in cepitev vezi ter tvorbe 

novih vezi med razliĉnimi gradniki (Palka, 2004). Veĉina ogljikovodikov in lipidnih 

prekurzorjev se vkljuĉi v mreţo kemijskih reakcij, medtem ko so proste aminokisline bolj 

termostabilne in je za njihovo razgradnjo potrebna temperatura višja od 100°C (Pegg in 
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Shahidi, 2004). Pri peĉenju in cvrtju mesa ali rib lahko pride do nastanka mutagenih in 

karcinogenih spojin, ki jih imenujemo heterocikliĉni aromatski amini (HCA) (Slika 1).  

Številni HCA nastanejo v procesu Millardove reakcije med prostimi amino kislinami, 

kreatinom in monosaharidnimi enotami, ki predstavljajo sestavine surovega mesa (Skog in 

sod., 1998). Proste aminokisline in sladkorji so sestavni del mišiĉnih proteinov in glikogena, 

kreatin pa je energijski metabolit, prisoten v velikih koliĉinah le v mišiĉni celici (Jägerstad in 

Skog, 2005). 

 

Poleg vseh pozitivnih uĉinkov, ki jih ima toplotna obdelava mesa, med drugim uniĉenje 

veĉine patogenih bakterij in parazitov, visoke temperature kuhanja in peĉenja vplivajo na 

nastanek mnogih genotoksiĉnih snovi v mesu. Visoko mutageni heterocikliĉni amini so bili 

odkriti v površinski skorji zapeĉenega mesa in rib (Sugimura in sod., 1977; Nagao in sod., 

1977). Dandanes je ozavešĉanje o vplivu teh škodljivih snovi na ĉloveško zdravje vedno 

veĉje, izpostavljenost pa je moĉno povezana s prehrambnimi navadami in naĉinom 

pripravljanja hrane (Jägerstad in Skog, 2005).  

 

Naĉin toplotne obdelave lahko povzroĉa velika odstopanja v celokupni mutageni aktivnosti in 

koliĉini nastalih genotoksiĉnih snovi v mesnem izdelku (Felton in sod., 1995). Nastanek 

spojin, ki povzroĉajo spremembe v DNA, je kompleksen proces in je zelo pogojen z naĉinom 

priprave hrane (Felton, 1995a). Poglavitni pomen ima temperatura kuhanja oz. peĉenja in 

dolţina ĉasa toplotne obdelave (Felton in sod., 1995), vrsta hrane, ki vkljuĉuje tako 

prekurzorje kot inhibitorje HCA in naĉin toplotne obdelave (Skog in sod., 1998). Obstaja 

veliko razliĉnih poti in razmerij v koliĉini nastanka mutagenov, zaradi ĉesar je pomembno 

poznavanje njihovih gradnikov in pogojev reakcij, v katerih nastajajo (Felton, 1995a). Razlike 

v koncentraciji HCA se od naĉina priprave mesa lahko razlikujejo tudi za 100-krat. Spreminja 

se tako vsebnost posameznih predstavnikov kot njihova koliĉina (Knize in sod., 1994; Sinha 

in sod., 1995; Turesky, 2005). 

 

Glavna dejavnika, ki vplivata na koliĉino nastanka HCA 

 

Z narašĉanjem temperature in daljšim ĉasom toplotne obdelave se vsebnost HCA poveĉa 

(Skog in sod., 1998). V poskusu, ki ga je izvedel Felton (1995a), je koliĉina posameznih 

mutagenov narašĉala sorazmerno z narašĉanjem temperature, z izjemo heterocikliĉnega amina 

PhIP, ki je pri visokih temperaturah narašĉal eksponentno. Pri obiĉajnem peĉenju v ponvi ali 

na ţaru nastane pri temperaturah 200°C in veĉ velika koliĉina HCA (Jägerstad in Skog, 2005). 

Mutagena aktivnost mesa se pri temperaturah do 300°C še poveĉa, medtem ko je produkcija 

HCA pod 140°C majhna (Murkovic in sod., 1998). HCA nastanejo tudi pri niţjih 

temperaturah (≈100°C), ĉe je ĉas toplotne obdelave mesa podaljšan (Jägerstad in sod., 1998). 

S pomoĉjo modelnih sistemov, s katerimi so prouĉevali povezavo med temperaturo in ĉasom 

toplotne obdelave, je Arvidsson s sod. (1997) dokazal, da peĉenje razliĉnih gradnikov HCA 

(kreatinin, glukoza in mešanica aminokislin) po 5 do 10 minutah pri 150 do 225°C doseţe 

najveĉjo koliĉino nastalih mutagenov. HCA se pri podaljšani izpostavitvi visokim 

temperaturam (225°C) tudi razgrajujejo (Arvidsson s sod., 1997).  
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Dejavniki v mesu, ki vplivajo na koliĉino nastanka HCA 

 

Sprva je veljalo, da je za nastanek mutagenih snovi v hrani voda nujno potrebna. Primerjave 

med eksperimenti suhih in vodnih modelov so kasneje pokazale, da je nastanek nekaterih 

mutagenov v odsotnosti vode veĉji (npr. PhIP) in da prisotnost vodnih molekul celo inhibira 

nastanek nekaterih tipov HCA (npr. IQ tip HCA molekul). Med peĉenjem mesa se voda in v 

njej topni prekurzorji potisnejo na obrobje zrezka, kjer v kontaktu z vroĉo in suho površino 

tvorijo razliĉne HCA. Voda na ta naĉin poveĉa koncentracijo gradnikov v zunanjih plasteh 

mesa (Felton, 1995a). Pri podaljšanem peĉenju pri nizkih temperaturah lahko pride do 

izloĉanja vode (izceje) (Skog in sod., 1998). Mesni sok, ki nastane pri peĉenju mesa, je zaradi 

visoke vsebnosti HCA in izloĉenih gradnikov moĉno mutagen (Felton, 1995a). 

 

Na koliĉino HCA, ki so nastali pri toplotni obdelavi mesa, vpliva tudi mašĉoba (Knize in sod., 

1985; Chen in sod., 1989). Vpliv mašĉob se nanaša na uĉinkovit prenos toplote znotraj 

mašĉobnih molekul (Spingarn in sod., 1981; Barnes in sod., 1983; Holtz in sod., 1985) in 

moţnost izpiranja lipofilnih gradnihov HCA (Knize in sod., 1985; Chen in sod., 1989). 

Mašĉobe so v nastanek HCA vpletene tudi preko kemijskih reakcij. S produkcijo prostih 

radikalov v procesu lipidne oksidacije in sodelovanjem v Millardovi reakciji vplivajo na 

poveĉano koliĉino nekaterih gradnikov HCA (npr. pirazinov in piridinov) (Arnoldi in sod., 

1990). 

 

Veĉje koncentracije gradnikov (kreatinin oz. kreatin, sladkorji in aminokisline) vplivajo na 

nastanek veĉjih koliĉin HCA v hrani, še posebno polarnih tipov HCA (Murkovic, 2004). 

Zaradi vpliva razliĉnih tipov gradnikov, še posebno aminokislin, na velike razlike v strukturi 

in kemijskih lastnostih HCA, ima pomembno vlogo tudi vrsta mesa (Pais in sod., 1999). Pais 

in Knize (2000) navajata, da se v peĉenem mesu perutnine nahaja vsebnost npr. PhIP od n.d. 

(vsebnost pod mejo detekcije) do 37.5 µg/g mesa, v peĉenem mesu govedine od n.d. do 18.4 

µg/g mesa, peĉenem mesu svinjine od n.d. do 7.4 µg/g in peĉenem mesu ribe od n.d. do 3 

µg/g mesa. 

 

Drugi dejavniki, ki vplivajo na koliĉino nastanka HCA 

 

Na celokupni izkupiĉek HCA, ki se tvorijo med toplotno obdelavo mesa, ima vpliva naĉin 

priprave ţivila (Skog in sod., 2003). Pri obiĉajnem peĉenju na ţaru ali v ponvi nastane veliko 

HCA, pri dušenju malo ali niĉ, pri peĉenju v peĉici, cvrtju ali praţenju pa se koliĉine nastalih 

HCA spreminjajo (Jägerstad in Skog, 2005). Dodajanje soli, sojinih proteinov, škroba in 

drugih polisaharidov zmanjša prenos v vodi topnih gradnikov HCA v zgornje sloje mesnega 

izdelka in zniţuje temperaturo na površini mesa ter tako vpliva na manjšo koliĉino nastalih 

mutagenov (Wang in sod., 1982; Skog in sod., 1992b). Na koncentracijo nastalih HCA vpliva 

tudi dodajanje reducirajoĉih sladkorjev (Skog in sod., 1992b) in mariniranje izdelkov 

(Tikkanen in sod., 1996; Salmon in sod., 1997).  
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Vpliv razliĉnih mašĉob, kot so npr. maslo, margarina in razliĉna rastlinska olja, ki se 

uporabljajo pri peĉenju mesa, na tvorbo HCA so prouĉevali Johansson in sod. (1995c) in 

predpostavili, da so razlike v koliĉini nastalih mutagenih snovi posledica razliĉnega 

oksidacijskega stanja in vsebnosti antioksidantov v mašĉobah. 

 

Prehrambeni izdelki vsebujejo številne sestavine, ki lahko vplivajo na poveĉano ali zmanjšano 

tvorbo HCA in njihov mutagen potencial. Med te sestavine spadajo kovine, antioksidanti in 

prehrambeni dodatki. V procesu pretvorbe promutagenega HCA lahko pride do nastanka 

prostih radikalov. Antioksidanti, ki delujejo kot lovilci spojin s prostim elektronom, se z njimi 

poveţejo in tako lahko zmanjšujejo koliĉino nastalih HCA (Skog in sod., 1998). Zaviralni 

uĉinek na tvorbo HCA imajo še prehrambeni dodatki kot so askorbinska kislina in vitamin E 

(Chen in sod., 1992) ter biogeni amini, kamor spadajo rastlinski flavonoidi (Alldrick in sod., 

1986; Alldrick in Rowland, 1987). Raznolika zelenjava in sadje ter klorofilin, vlaknine in 

glikozidi vplivajo na zmanjšano mutageno delovanje HCA (Edenharder in sod., 1995).  

 

 

2.2 HETEROCIKLIČNI AMINI (HCA) 

 

Heterocikliĉni amini so skupina nevarnih kemijskih spojin, ki jih v zadnjih desetletjih 

velikokrat povezujemo z nastankom razliĉnih rakavih obolenj (Turesky, 2007). V hrani jih je 

leta 1977 na Japonskem prviĉ odkril profesor Sugimura s sodelavci (Sugimura in sod., 1977). 

Z uporabo Ames testa na bakteriji S. thyimurium je dokazal, da so v zapeĉenem delu govejega 

in ribjega peĉenega mesa prisotne snovi z visoko mutageno aktivnostjo (Skog in sod., 1998; 

Felton in sod., 2000; Sugimura in sod., 2004; Turesky in sod., 2007). 

 

Do danes so v razliĉno toplotno obdelani hrani, predvsem proteinsko bogati hrani ţivalskega 

izvora, izolirali in identificirali pribliţno 20 HCA (Felton in Knize, 1990; Wakabayashi in 

sod., 1992; Sugimura in sod., 1993). Nastajajo med peĉenjem rdeĉega mesa, rib in perutnine. 

Koncentracije HCA v peĉenem mesu so obiĉajno nizke in se gibljejo med 0.1 do 50 µg/g 

mesa (ppb; iz angl. parts per billion) (Felton, 1995a). Mnogi heterocikliĉni amini so prisotni 

tudi v tobaĉnem dimu, izpušnih plinih, vinu in pivu (Turesky, 2005).  

 

Kljub majhnim koliĉinam veljajo HCA za najbolj mutagene spojine prisotne v hrani (Felton, 

1995a). Snovi imajo karcinogen potencial in povzroĉajo nastanek tumorjev na razliĉnih 

organih pri glodavcih (Turesky, 2007). Na osnovi zbranih podatkov poskusov na ţivalih in 

epidemioloških raziskav IARC (Mednarodna agencija za raziskave raka: iz angl. International 

Agency of Research of Cancer) razvršĉa heterocikliĉni amin IQ v skupino 2A »verjetno 

karcinogen za ljudi« in osem drugih HCA v skupino 2B »moţno karcinogen za ljudi«. 

 

HCA zaradi svoje kemijske strukture imenujemo tudi policikliĉni aromatski amini. Vsi 

predstavniki vsebujejo vsaj en aromatski in en heterocikliĉni obroĉ (Cheng in sod., 2006). 

Veĉina jih vsebuje izvencikliĉno amino-skupino, ki le pri predstavnikih β-karbolinov manjka 

(Jagerstad in sod., 1998). Odsotnost NH2 skupine pri harmanu in norharmanu je kljuĉna, da 
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spojini β-karbolinov nista mutageni (Sugimura in sod., 1982). HCA glede na temperaturo, pri 

kateri nastanejo, delimo v dve skupini. Po A. J. Miller to temperaturno loĉnico predstavlja 

300°C (Miller, 1985). 

 

 

Slika 1: Kemijske strukture glavnih piroliznih in termiĉnih (AIA) heterocikliĉnih aminov (Turesky, 

2010: 39). 

 

HCA prve skupine imenujemo termiĉni HCA ali aminoimidazoazareni (AIA) (Slika 1). 

Spojine se tvorijo pri obiĉajni, vsakodnevni toplotni pripravi mesa in nastajajo pri temperaturi 

med 100 in 300°C (Turesky, 2005). AIA so sestavljeni iz enega ali dveh aromatskih obroĉev 

in enega imidazolnega obroĉa. Na C-2 atom heterocikliĉnega obroĉa vseh predstavnikov AIA 

je vezana amino-skupina (NH2), spojine pa imajo lahko tudi metilno skupino (CH3) na 

razliĉnih lokacijah in v razliĉnem številu (Felton, 1995b). Na podlagi modelnega sistema, ki 

so ga izvedli Jägerstad s sodelavci, molekule nastajajo iz kreatina, prostih aminokislin, 

sladkorjev in nekaterih dipeptidov skozi Millardovo reakcijo in Strecker-jevo razgradnjo 

(Jägerstad in sod., 1983; Felton in sod., 2000) (Slika 2). Iz molekule kreatina se skozi 

ciklizacijo in z odcepitvijo molekule vode tvori spojina kreatinin, ki predstavlja amino-

imidazolni del molekule. Produkti Strecker-jeve razgradnje, kot sta piridin in pirazin, nastala 

v Millardovi reakciji med aminokislino in heksozo, pa prispevajo preostali del skeleta 

molekul AIA (Jägerstad in sod, 1991; Milić in sod., 1993).  

 

PIROLIZNI HCA TERMIĈNI HCA 
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Glede na derivat, iz katerega nastanejo, termiĉne HCA delimo v tri podskupine: 

imidazokinolinske derivate, kamor spada IQ (2-amino-3-metilimidazo[4,5-f]kinolin) in 

MeIQx (2-amino-3,8-dimetilimidazo[4,5-f]kinoksalin), imidazokinoksalinske derivate, kamor 

uvršĉamo DiMeIQx (2-amino-3,7,8-trimetilimidazo[4,5-f]kinoksalin) ter imidazopiridinske 

derivate, kamor spada PhIP (2-amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-b]piridin) (Sanz Alaejos in 

sod., 2008). Veĉino mutagene aktivnosti v hitro pripravljeni zapeĉeni hrani pripisujemo ravno 

tej skupini HCA (Felton in Knize, 1991). 

 

 
Slika 2: Mehanizem tvorbe HCA (AIA), ki vkljuĉuje Millardovo reakcijo, Strecker-jevo razgradnjo in 

ciklizacijo kreatina (Turesky, 2010: 41). 

 

Drugo skupino spojin, ki se formirajo pri temperaturah višjih od 300°C, imenujemo amino-

karbolini ali pirolizni HCA (Slika 1). Pet ĉlenski heterocikliĉni obroĉ se za razliko od AIA 

nahaja na sredini in ga obdajata dva šestĉlenska obroĉa, pri ĉemer en ali oba predstavljata 

piridin. Karbolini imajo N-metilno skupino, za razliko od AIA, pripeto na enega od 6-ĉlenskih 

obroĉev, ali pa le ta manjka (Cheng in sod., 2006). Pirolizni HCA nastanejo s termiĉnim 

razpadom posameznih aminokislin kot so triptofan, glutaminska kislina, fenilalanin ali ornitin 

in proteinov, kot sta sojin globulin in kazein (Sugimura in sod., 1977; Sugimura, 1992). 

Pretvorba prekurzorjev pri visokih temperaturah povzroĉa nastanek reaktivnih prostih 

radikalov, ki kasneje kondenzirajo in tvorijo heterocikliĉne strukture (Skog in sod., 2000). 

Amino-karboline glede na strukturo delimo v pet skupin, ki vsebujejo: tetraazafluorantensko, 

fenilpiridinsko, benzimidazolno, piridoimidazolno in piridoindolno obliko molekule (Turesky, 

2010). Pirolizni HCA so v obiĉajno peĉenem mesu prisotni v veliko manjši meri kot AIA in 

so zato slabše raziskani (Cheng in sod., 2006). Amino-karboline lahko najdemo tudi v 

rastlinah, saj njihov nastanek ni pogojen s kreatin(in)om kot osnovnim gradnikom (Jägerstad 

in sod., 1998). 

 

β-karbonili so HCA, ki nastajajo endogeno v organizmu. Skupino sestavljata dva HCA, 

norharman in harman. β-karbolini so prisotni tako v tobaĉnem dimu kot toplotno obdelanem 

mesu, kjer se pojavljajo v veliko veĉjih koliĉinah kot obiĉajni HCA (Totsuka in sod., 1999). 

Norharman in harman sta nemutageni spojini in v Ames testu na bakterijski kulturi 
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S.typhimurium v prisotnosti in odsotnosti S9 jetrnega aktivacijskega sistema ne kaţeta 

mutagenih uĉinkov. Mutacije se pojavijo le s koinkubacijo dveh drugih molekul in sicer s 

spojino anilin ali o-toluidin (Totsuka in sod., 2006). Tako imenovan komutageni uĉinek izvira 

iz nastanka novih HCA (Hada in sod., 2006).  

 

HCA lahko glede na polarnost razdelimo na polarne in nepolarne. Polarne spojine 

predstavljajo veĉinoma IQ- in IQx-molekule ter imidazopiridinski tipi karbonilov, nepolarne 

pa skupina molekul s piridoindolnim ali dipiridoimidazolnim delom molekule (Murkovic, 

2004). 

 

 

2.3 METABOLIZEM HETEROCIKLIČNIH AMINOV (HCA) 

 

Ĉlovek je izpostavljen HCA predvsem zaradi uţivanja toplotno obdelanega mesa (Felton in 

Malfatti, 2010). Ko snovi vstopijo v telo, so sprva izpostavljene ţelodĉni kislini. Iz ţelodca 

vstopijo v tanko ĉrevo in se preko krvnega obtoka prenesejo v jetra in druge organe (Felton, 

1995b). Jetra veljajo za najbolj aktiven organ v procesu metabolizma HCA (Turesky, 2007). 

Metabolna aktivacija, z drugim imenom biotransformacija, je proces, pri katerem kemijske 

spremembe, ki jih povzroĉi reakcija tuje snovi z encimi citokrom P450, pretvorijo kemikalijo 

v bolj polarno obliko in poslediĉno biološko bolj reaktivno spojino (Felton, 1995b). V 

osrednji poti biotransformacije so udeleţeni encimi I. in II. faze metabolne aktivacije (Slika 

3), kamor štejemo druţino citokrom P450 (CYP), N-acetiltransferaze (NAT), sulfotransferaze 

(SULT), UDP-glukuroniltransferaze (UGT) in glutation-S-transferaze (GST). Glavni potek 

aktivacije HCA vkljuĉuje N-hidroksilacijo v I. fazi in zaestritev v II. fazi (Cheng in sod., 

2006). Bioaktivacijo katalizira encim CYP1A2, ki preko N-oksidacije zunajcikliĉne amino-

skupine tvori N-hidroksi-HCA metabolite. Reakcijo v izvenjetrnih tkivih omogoĉata tudi 

encima CYP1A1 in CYP1B1 (Crofts in sod., 1998; King in sod., 2000b). Produkti I. stopnje 

metabolizma so genotoksiĉni N-hidroksi-HCA, ki se veţejo na DNA, ali pa se naprej 

transformirajo pod vplivom encimov II. faze (Turesky, 2005). Adicija acetatne oz. sulfatne 

skupine na N-hidroksi metabolit poteĉe s pomoĉjo N-acetiltransferaze (NAT) oz. 

sulfotransferaze (SULT). Tvorijo se nestabilni estri, ki reagirajo z molekulo DNA in tvorijo 

adukte (Turesky, 2007). N-hidroksi estri se veţejo na C-8 in N² atom deoksigvanina v DNA 

(Turesky in sod., 2005). 
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Slika 3: Potek metabolizma, ki vkljuĉuje reakcije detoksifikacije in aktivacije HCA (AIA) in vivo 

(Dashwood, 2002: 93; Schut in Snyderwine, 1999: 355). 

V prvem koraku bioaktivacije encim CYP1A2 pretvori HCA v reaktivne N-hidroksi metabolite. 

Produkti v nadaljevanju reagirajo z encimom NAT ali ST (SULT). Nastanejo nestabilni HCA estri, ki 

se preko oblikovanja visoko reaktivnega arilnitrenijevega iona, poveţejo z molekulo DNA in tvorijo 

DNA adukte. V procesu detoksifikaije HCA reagirajo z CYP1A1. Produkti se v drugi stopnji poveţejo 

z razliĉnimi molekulami, s pomoĉjo encimov UGT in GST, postanejo bolj polarni in se izloĉijo iz 

organizma. 

 

CYP1A1 in 1A2 lahko HCA pretvorita tudi v nestrupene oblike, pri ĉemer katalizirata 

oksidacijo heterocikliĉnega obroĉa ali metilne skupine HCA (Turesky, 2007). Produkti 

delovanja encimov CYP, NAT in SULT, nekateri elektrofilni N-hidroksi-HCA ali N-hidroksi 

estri se lahko v procesu pretvorbe reducirajo nazaj do izvornih aminov. Reakcija poteĉe s 

pomoĉjo encima glutation-S-transferaze (GST), ki na HCA metabolite prenese molekulo 

glutationa (Turesky in sod., 2005). Pretvorbo v izvorne amine katalizira tudi NADPH 

reduktaza (King in sod., 2000a). N-hidroksi-HCA so izpostavljeni detoksifikaciji tudi z 

encimom UDP-glukuroniltransferazo (UGT), ki tvori stabilne konjugate glukuronidov. 
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Glukuronizacija in sulfamacija zunajcikliĉnih amino skupin nekaterih HCA sta pomembni 

alternativni metabolni poti pri številnih ţivalskih vrstah in ĉloveku (Turesky in sod., 2005). 

Namen vezave reaktivnih HCA na specifiĉne molekule, kot so glukoronid, glutation, acetat, 

sulfat, glicin, glutamin idr., je produkcija stabilnih in neškodljivih spojin ter olajšano izloĉanje 

molekul iz organizma (Sanz Alaejos in sod., 2008). 

 

HCA se iz organizma primarno izloĉajo preko ledvic (Felton, 1995b). Urin je uporaben 

biološki pokazatelj prisotnosti HCA in njihovih metabolitov. Prisotnost heterocikliĉnih 

aromatskih spojin v urinu ne odraţa vpliva na DNA poškodbe, temveĉ daje vpogled v 

relativno sposobnost posameznega organizma za bioaktivacijo in detoksifikacijo 

prokarcinogenov. Biomarkerji HCA, ki se nahajajo v urinu, se lahko uporabljajo za raziskave 

odnosa med izpostavitvijo HCA in aktivnostjo citokroma P450 1A2 ter encimi II. faze 

metabolne transformacije. Koncentracije HCA v urinu so pogosto pod mejo detekcije 

(Turesky, 2010). Veĉina študij, ki so prouĉevale ĉloveški metabolizem s pomoĉjo urina, je 

bilo narejenih na molekulah MeIQx in PhIP. Spojini sta hitro absorbirani skozi 

gastrointestinalni trakt in izloĉeni v številnih metabolnih oblikah. Le nekaj odstotkov celotne 

izloĉene koliĉine je predstavljala nespremenjena oblika molekul (Boobis in sod., 1994; Sinha 

in sod., 1995; Stillwell in sod., 1997; Turesky in od., 1998a; Kulp in sod., 2004; Walters in 

sod., 2004; Fede in sod., 2009). 

 

 

2.4 POLIMORFIZEM GENOV METABOLNE AKTIVACIJE 

 

Genetski zapis je odgovoren za raznolike odgovore organizma, ki je izpostavljen strupenim 

kemikalijam. Doloĉitev nukleotidnega zaporedja ĉloveškega genoma in odkritje številnih 

genetskih polimorfizmov sta omogoĉila razumevanje vpliva genetskih lastnosti na razliĉne 

odzive med posamezniki (Orphanides in Kimber, 2003). Veĉina variabilnosti v zapisu DNA 

ĉloveka izvira iz razlik v enem nukleotidu ali SNP (iz angl. single nucleotide polymorphism). 

Polimorfizem lahko spremeni biološko funkcijo na veĉ naĉinov in vpliva na: a) spremenjeno 

povezovanje (splicing)  mRNA (Kuehl in sod., 2001), b) aminokislinsko zaporedje proteina 

(Iida in sod., 2001), c) regulacijo in stopnjo izraţanja proteina ali d) stabilnost, aktivnost in 

mesto delovanja encima (Marez in sod., 1997).  

 

Encime, ki so vkljuĉeni v aktivacijo in detoksifikacijo HCA, kodirajo geni, ki so v ĉloveški 

populaciji podvrţeni številnim genskim polimorfizmom (Turesky, 2002). Razlike med 

posamezniki pomembno vplivajo na zmoţnost in koliĉino pretvorbe snovi v procesu 

metabolizma (Turesky, 2002) in se odraţajo v razliĉni dovzetnosti posameznikov za nastanek 

rakastega obolenja (Sanz Alaejos in sod., 2008).  

 

Zaĉetni metabolizem tujih snovi v glavni vrsti vršijo encimi druţine citokrom P450 

(Danielson, 2002; Nebert in Russell, 2002). Veĉina izmed CYP genov je podvrţena genskemu 

polimorfizmu (Ingleman-Sundberg in sod., 1999; Nelson, 1999). Medvrstna odstopanja v 

genih CYP1A2 so se kazala v razliĉni stopnji izraţanja gena, katalitiĉni aktivnosti proteina in 
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specifiĉnem mestu oksidacije HCA, ki jo katalizira encim CYP1A2 (Turesky, 2010). Na 

izraţanje ĉloveškega jetrnega P450 1A2 vpliva tako genski polimorfizem (Nakajima in sod., 

1999; Sachse in sod., 2003) kot okoljski dejavniki in prehrana (Conney, 1982). Gen kodira 

vsaj deset razliĉnih alelnih oblik (Chevalier in sod., 2001; Murayama in sod., 2004), številni 

med njimi pa izraţajo razliĉno katalitiĉno aktivnost do mnogih HCA (Zhou in sod., 2004). 

Obstajata dve razliĉici citokroma P450  CYP1A2 s hitrim in poĉasnim metabolnim fenotipom 

(Sanz Alaejos in sod., 2008). Razlike vplivajo na toksikološke lastnosti molekul HCA, zaradi 

ĉesar moramo biti pri interpretaciji škodljivega uĉinka doloĉenega HCA na ĉloveka pazljivi 

(Turesky, 2010). 

 

Genski polimorfizem je prisoten tudi v genih, odgovornih za encime druge stopnje 

metabolizma (Strange in sod., 2001). Obseţen polimorfizem, kjer so identificirali veĉ kot 50 

razliĉnih alelov, je bil dokazan pri genih, ki kodirajo NAT (Rovito in sod., 2005). Obstajata 

dve obliki N-acetiltransferaz, in sicer NAT1 in NAT2. Oba izoencima sta polimorfna in 

katalizirata tako N-acetilacijo (veĉinoma deaktivacija) kot O-acetilacijo (veĉinoma aktivacija) 

številnih HCA. Alelne razliĉice NAT1 in NAT2 vplivajo na katalitiĉno aktivnost in stabilnost 

proteina ter razliĉno afiniteto do mnogih substratov (Hein in sod., 2000). Slednje je pripeljalo 

do delitve ĉloveške populacije na poĉasne, srednje, hitre ter normalne acetilatorje (Jenne, 

2002). Na izraţanje fenotipa NAT vplivajo številni dejavniki. Pomembno vlogo imajo tako 

genetski in okoljski vplivi (Vesell in Gaylor, 1995), kot tudi relativna substratna specifiĉnost 

NAT2 encima (Weber in Hein, 1985; Weber, 1987). Najvišja aktivnost ĉloveškega NAT2 

encima naj bi bila v jetrih in prebavnem traktu, medtem ko je delovanje NAT1 izraţeno v 

številnih drugih, nejetrnih tkivih (Hein in sod., 2000). Izpostavitev HCA poveĉa dovzetnost za 

nastanek raka v povezavi s polimorfizmom NAT. Številne epidemiološke študije 

predpostavljajo vpliv poĉasnih NAT2 acetilatorjev na nastank raka na mehurju in hitrih NAT2 

na razvoj raka na ĉrevesju (Hein in sod., 2000).  

 

SNP je znaĉilen za gene, ki kodirajo encim sulfotransferazo (SULT) (Turesky, 2010). 

Spremembe v 1 nukleotidu gena se odraţajo v treh alelih in oznaĉujejo SULT1A1*1, 1*2 in 

1*3. SULT1A1 katalizira reakcijo prenosa sulfatne skupine na HCA (Caughtrie in Johnston, 

2001) in vpliva na bioaktivacijo številnih prokarcinogenov in genotoksiĉnih spojin (Glatt, 

2000). Polimorfizem gena SULT1A1 vpliva na funkcionalne lastnosti proteina, in sicer na 

stabilnost in katalitiĉno aktivnosti (Turesky, 2010) ter substratno specifiĉnosti encima (Nagar 

in sod., 2006). 

 

 

2.5 GENOTOKSIČNOST HCA 

 

Številne snovi v okolju niso strupene, vse dokler ne pridejo v stik z organizmom in se znotraj 

celice v procesu bioaktivacije pretvorijo v reaktivno obliko (Abel, 1996). Primarno 

neškodljive snovi se preoblikujejo v elektrofilne molekule in postanejo genotoksiĉne (Josephy 

in sod., 1997). Genotoksini so spojine, ki reagirajo z DNA in/ali z DNA povezanimi celiĉnimi 

sestavinami ter povzroĉajo vse oblike poškodb dednega materiala. Genotoksiĉni uĉinki so 
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lahko prehodni (Dearfield in sod., 2002), dolgoroĉno pa se odraţajo v mutagenih in 

karcinogenih pojavih (Fairbairn in sod., 1995). Mutagene snovi predstavljajo spojine, ki 

povzroĉajo poškodbe DNA s strukturnimi spremembami genov, medtem ko karcinogene 

snovi inducirajo nastanek tumorjev ali drugih malignih tvorb. Pribliţno 80 do 90% mutagenih 

snovi je prav tako karcinogenih (Felton, 1995a). Glavni mutagen in karcinogen uĉinek je 

kovalentna vezava molekule ali le del karcinogena na DNA in poslediĉno tvorba DNA 

aduktov (Jägerstad in Skog, 2005). Epidemiološke študije potrjujejo vpliv genotoksiĉnega 

delovanja HCA na zdravstveno stanje ĉloveka (Cheng in sod., 2006). 

 

2.5.1 DNA ADUKTI 

 

Adukti so kovalentne povezave kemijskih spojin z velikimi molekulami, kot so DNA ali 

proteini. Najpogosteje se pojavijo po biotransformaciji kemikalije, ko se nastali reaktivni 

metaboliti poveţejo z razliĉnimi celiĉnimi komponentami. Adukti so pokazatelji 

izpostavljenosti posameznika karcinogenim snovem in obsegu bioaktivacije promutagenov. 

DNA adukti sluţijo kot biološki »markerji« pri ocenjevanju tveganja za nastanek raka 

(Felton, 1995b). 

 

HCA so sposobni reagirati z DNA molekulo in tvoriti adukte (Slika 4) po metabolni aktivaciji 

v telesu (Pelkonen in sod., 2003; Jägerstad in Skog, 2005). DNA adukti se pojavljajo v zelo 

nizkih koncentracijah v razliĉnih ĉloveških tkivih in povzroĉajo poškodbe dednega materiala 

(Turesky, 2007). Povezave HCA z molekulo DNA in tvorba aduktov predstavljajo glavni 

vzrok za nastanek mutacij in poslediĉno karcinogen potencial HCA (Schut in Snyderwine, 

1999). DNA adukti nastanejo v reakciji med N-hidroksi-HCA metabolitom in purinsko bazo 

deoksigvanozinom (dG) (Schut in Snyderwine, 1999; Turesky in Vouros, 2004). Vez, ki 

povezuje HCA z verigo DNA, se veĉinoma tvori med oksidirano, zunajcikliĉno aminsko 

skupino HCA in C-8 atomom deoksigvanozina (Turesky in Vouros, 2004). V primeru IQ in 8-

MeIQx lahko vez nastane tudi med N² atom dG in C-5 atomom heterocikliĉnega obroĉa HCA 

(Turesky in Vouros, 2004). Nedavno so identificirali, da molekuli IQ in MeIQx tvorita DNA 

adukte tudi na bazi adenina. Vez povezuje N⁶ atom adenina in C-8 atom molekule IQ oz. 

MeIQx. Adukti HCA povzroĉajo konformacijske spremembe v molekuli 

deoksiribonukleinske kisline in imajo pomembno vlogo pri nastanku mutacij. Med 

prepisovanjem DNA lahko povzroĉajo zamenjave baznih parov ali premike bralnega okvirja 

(Hoffmann in sod., 1997; Broyde in sod., 2008; Delaney in Essigmann, 2008). 
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Slika 4: Tvorba DNA aduktov preko metabolne aktivacije HCA (primer IQ) (Turesky, 2010: 65). 

Heterocikliĉni amin IQ je v procesu oksidacije, ki jo katalizira encima CYP1A2, pretvorjen v N-

hidroksi-IQ. Metabolit v nadaljevanju reagira z encimom NAT ali SULT, ki molekulo preoblikujeta v 

nestabilen ester. Produkt, N-acetoksi-IQ ali N-sulfoniloksi-IQ, se preko tvorbe visoko reaktivnega 

nitrenijevega iona poveţe z DNA in tvori DNA adukt. 

 

Zmoţnost DNA adukta, da inducira nastanek mutacij, ali ustavi delovanje DNA polimeraze, 

se skriva v njegovi strukturi. Pomembno vlogo ima tudi oligonukleotidno zaporedje, ki DNA 

adukt obdaja (Hoffmann in sod., 1997; Broyde in sod., 2008; Delaney in sod., 2008), encim 

polimeraza in vrsta gostiteljske celice (Tan in sod., 2002). Struktura in pozicija vsakega 

posameznega HCA adukta ima svojevrsten uĉinek na natanĉnost in katalitiĉno aktivnost 

polimeraze. Uĉinkovitost encimov nukleotidnega popravljalnega mehanizma, ki odstranjujejo 

poškodbe povzroĉene s tvorbo DNA aduktov, je odvisna od obsega strukturne spremembe. 

Glede na strukturno konformacijo se lahko nekatere povezave HCA z molekulo DNA 

odstranijo hitro, medtem ko se druge poĉasi (Culp in sod., 1993; Turesky in sod., 1997; 

Turesky, 2010). Nukleotidno izrezovanje DNA-HCA aduktov poteka na 3´ koncu verige 

DNA (Felton in sod., 2007). Kljub majhni koliĉini dG-N² aduktov v primerjavi z dG-C8 in 

vitro dodeljujejo prvemu (dG-N² aduktu), zaradi njegove stabilnosti v DNA verigi, veĉji 

pomen pri karcinogenih lastnostih HCA (Beland in Kadlubar, 1985; Turesky in sod., 1997). 

 

2.5.2 MUTAGENOST IN KARCINOGENOST HCA 

 

Mednarodna agencija za raziskave raka (IARC) je MeIQ, MeIQx, PhIP, AαC, MeAαC, (3-

amino-1,4-dimetil-5H-pirido[3,4-b]indol) Trp-P-1, (3-amino-1-metil-5H-pirido[3,4-b]indol) 

Trp-P-1 in Glu-P-2 oznaĉila kot moţni (skupina 2B) in IQ kot kot verjetni (skupina 2A) 

ĉloveški karcinogen (Cheng in sod., 2006). 

 

Prve uĉinke HCA v in vitro pogojih so preverjali z Amesovim testom mutagenosti na 

prokariontskih celicah. V ta namen so v številnih študijah uporabili bakterijske kulture S. 

typhimurium sev TA98, ki kaţe linearen odnos med indukcijo mutacij in koliĉino testirane 

snovi (Sugimura, 1997). Visok potencial HCA za premik bralnega okvirja v omenjenem sevu 

izvira iz tvorbe DNA aduktov, ki povzroĉajo delecijo CG baznega para (Shibutani in sod., 

1999; Choi in sod., 2006). 
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Razlike med najšibkejšim in najmoĉnejšim mutacijskim delovanjem HCA so eksponencialne 

narave in se lahko razlikujejo tudi za faktor >10⁶ (Kosakarn in sod., 1993; Watanabe in sod., 

1993; Solomon in sod., 1996). MeIQx, 8-MeIQx in IQ so v testu povratnih mutacij 

najmoĉnejši mutageni (Maron in Ames, 1983; Sugimura, 1988; Sugimura in sod., 2004), 

mutagenost PhIP pa je pri enakih pogoji od 100 do 1000-krat manjša (Turesky, 2010). 

Potencial mutagenosti HCA je odvisen od kemijske strukture spojine in sposobnosti 

molekule, da tvori visoko reaktiven nitrenijev ion. Metabolno aktivni produkti, kot so 

terciarni amini (NR₂⁺) in N-hidroksi-HCA metaboliti, lahko reagirajo z DNA in tvorijo adukte 

(Turesky, 2010). Majhne spremembe v strukturi molekul imajo lahko velik vpliv na 

mutagenost HCA. Poveĉano mutageno delovanje se pojavi, ĉe je na imidazolni obroĉ HCA 

vezana metilna skupina, pomembno vlogo pa ima tudi število CH3 skupin in njihovo mesto v 

pet-ĉlenskem obroĉu (Felton, 1995b).  

 

Hitri bakterijski testi, ki se uporabljajo za preverjanje mutagenosti HCA, so uporaben 

pripomoĉek za ocenjevanje mutagenega potenciala spojin v kompleksnih izvleĉkih, 

pridobljenih iz hrane, in lahko sluţijo za spoznavanje lastnosti encimov, vpletenih v 

bioaktivacijo HCA (Sugimura in sod., 2004). Po potencialu mutagenosti si AIA v Ames testu 

sledijo v sledeĉem zaporedju: MeIQ> IQ> DiMeIQx>MeIQx>PhIP (Felton in Knize, 1991). 

Dejansko ocenjevanje tveganja zaradi uţivanja HCA v prehrani obiĉajno ocenujemo na 

podlagi uĉinka MeIQx in PhIP (Turesky, 2007). 

 

Visok genotoksiĉen potencial nekaterih HCA izvira iz toĉkovnih mutacij (Beland in 

Kadlubar, 1985). Odstopanja v zmogljivosti za nastanek poškodb dednega materiala razliĉnih 

HCA se v bakterijskih testih lahko moĉno razlikujejo (Wu in sod., 1997), medtem ko so v 

sesalĉjih tkivnih kulturah te razlike bistveno manjše (Sugimura in sod., 2004). Vzroki 

neskladja razliĉnih testnih modelov so v razliĉnih eksogenih in endogenih metabolnih 

aktivacijskih sistemih, razliĉni uĉinkovitosti DNA popravljalnih mehanizmov, razliĉni 

obĉutljivosti za nastanek mutacij, razliĉnih DNA zaporedij in vplivu sosednjih zaporedij na 

tvorbo HCA-DNA aduktov (Turesky, 2007). 

 

Deset HCA, med njimi MeIQx in PhIP, sproţijo ob daljši izpostavitvi nastanek tumorjev na 

glodavcih. Ugotovili so, da se je rak razvil v ustni votlini, ţelodcu, jetrih, pljuĉih, debelem 

ĉrevesju, prostati in mleĉnih ţlezah (Turesky, 2007). Kljub velikim razlikam v genotoksiĉnem 

potencialu HCA so razlike v zmogljivosti tvorbe rakastega tkiva pri glodavcih manjše in se 

gibljejo znotraj 10-kratnega ranga (Sugimura in sod., 2004). Raziskave na ĉloveku podobnih 

primatih so pokazale, da je molekula IQ ena od moĉnejših jetrnih karcinogenov (Turesky, 

2007). 
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2.5.2.1 MUTAGENOST IN KARCINOGENOST MeIQx 

 

MeIQx velja za moţen ĉloveški karcinogen. Dejstvo podpirajo številne raziskave 

karcinogenosti na eksperimentalnih ţivalih in podatki o genotoksiĉnem potencialu (NTP, 

2002). MeIQx povzroĉa mutacije na razliĉnih kulturah (bakterijskih in sesalĉjih) in tvorbo 

rakastega tkiva na glodavcih (Kang in sod., 2007). Pri miših in podganah, ki so bile hranjene z 

MeIQx, se je tumor pojavil v razliĉnih tkivih. Pri miših je MeIQx povzroĉil raka na jetrih pri 

obeh spolih, pljuĉni tumor pri samicah in limfom ter levkemijo pri samcih. Pri podganah se je 

tumor pri samicah in samcih razvil na jetrih in obušesni ţlezi, koţni tumor se je razvil pri 

samcih, pri samicah pa je rak nastal na ţlezi ob klitorisu (NTP, 2002). MeIQx je predlagan 

kot moţni povzroĉitelj poveĉanega tveganja za nastanek ĉrevesnega adenoma in pljuĉnega 

raka (Sinha in sod., 2001).  

 

MeIQx spada v skupino AIA, ki po metabolni aktivaciji tvorijo reaktivne metabolite, ki lahko 

reagirajo z DNA molekulo in tvorijo DNA adukte (Slika 5). Poleg obiĉajne tvorbe na C-8 

atomu gvanina lahko MeIQx sproţi nastanek adukta tudi na N
2
 mestu nukleotidne baze 

gvanina (Herman in Synderwine, 1999). Natanĉen mehanizem delovanja MeIQx še ni 

popolnoma raziskan (Kang in sod., 2007). Karcinogen potencial spojine se lahko spreminja 

pod vplivom razliĉnih dejavnikov, vkljuĉno z interakcijami kompleksnih meĉanih HCA 

(NTP, 2002). Najvišje koncentracije MeIQx se tvorijo v dobro peĉenem pišĉanĉjem in 

govejem mesu ter šunki (Sinha in sod., 1995), prisoten pa je tudi v vinu in aromah toplotno 

odbelane prehrane (NTP, 2002).  

 
Slika 5: Glavne poti v procesu metabolizma molekule MeIQx (Turesky, 2010: 55). 

 

2.5.2.2 MUTAGENOST IN KARCINOGENOST PhIP 

 

PhIP je moţen ĉloveški karcinogen. Molekula je koliĉinsko najbolj zastopan HCA v peĉenem 

mesu govedine, svinjine in perutnine (NTP, 2002). Koliĉina dnevnega vnosa PhIP je ocenjena 

na od nekaj nanogramov do veĉ 10 mg/dan (Layton in sod., 1995). Karcinogenost PhIP je 

potrjena na številnih eksperimentalnih modelih. Pri miših, ki so bile hranjene s PhIP, se je 

limfom razvil pri obeh spolih, rak na tankem ĉrevesu pa le pri samcih. Pri podganah se je pri 
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samcih razvil limfom in rak na prostati ter tankem in debelem ĉrevesu, samice pa so bile 

dovzetne za tumor na mleĉnih ţlezah (NTP, 2002). PhIP kaţe poveĉano tveganje za nastanek 

raka na prsih in ţelodcu (De Stefani in sod., 1997 in 1998; Delfino in sod., 2000; Sinha in 

sod., 2000a) nima pa vpliva na razvoj raka na mehurju, ledvicah, pljuĉih ter prostati in 

ĉrevesju (Augustsson in sod., 1999; Norrish in sod., 1999; Sinha in sod., 2000b).  

 

Biotransformacija je za mutagen in karcinogen uĉinek molekule PhIP nujno potrebna (Slika 

6). Zaĉetno bioaktivacijo vršijo encimi I. faze metabolizma, druţina citokromov P450. 

CYP1A2 in 1A1 pretvorita PhIP v hidroksiliran produkt, HONH-PhIP, ki je sam po sebi 

mutagen (Holme in sod., 1989; Kaderlik in Kadlubar, 1995). V nadaljnem procesu aktivacije 

je vmesni metabolit podvrţen encimu NAT ali SULT in nastane biološko še bolj reaktivna 

oblika molekule. Produkta zaestritve sta O-sulfonil ali O-acetilester, ki imata zaradi svoje 

elektrofilne narave sposobnost vezave na DNA in celiĉne proteine (Buonarati in sod., 1990). 

PhIP povzroĉa veriţne prelome DNA, izmenjavo sestrskih kromatid in tvori DNA adukte v in 

vitro in in vivo pogojih (Buonarati in sod., 1990 in 1991; Synderwine in sod., 1994; Fan in 

sod., 1995; Dragsted in sod., 1995; Thompson in sod., 1998).  

 
Slika 6: Glavne poti v procesu metabolizma molekule PhIP (Turesky, 2010: 55). 

 

MeIQx in PhIP povzroĉata mutacije in vivo na glodavcih ter in vivo na bakterijskih, sesalĉjih 

in ĉloveških celiĉnih kulturah. V primerjavi z drugimi dobro poznanimi mutageni, npr. BaP – 

benzo(a)pirenom, HCA izraţata veĉji potencial za nastanek dednih sprememb. Spojini 

povzroĉata zamenjave sestrskih kromatid, oblikovanje mikrojeder, nepredvidljivo sintezo 

DNA in spremembe v številu ali strukturi kromosomov (IARC, 1993; NTP, 2002). Skozi 

proces bioaktivacije se MeIQx in PhIP pretvorita v reaktivne ione, ki v interakciji z DNA 

tvorijo adukte. Frekvenca pojavljanja DNA aduktov pri enaki dozi izpostavitve je pri ĉloveku 

v primerjavi z glodavci višja. Izkupiĉek induciranih aduktov je odvisen od koliĉine MelQx in 

PhIP in je povezan z nastankon karcinogeneze na eksperimentalnih ţivalih (NTP, 2002).  
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2.5.2.3 MUTAGENOST IN KARCINOGENOST DiMeIQx 

 

DiMeIQx je eden izmed HCA, ki tvori DNA adukte (Frandsen in sod., 1994) in kaţe vpliv na 

poveĉano napredovanje karcinogenega procesa na pankreatiĉnih vodih (Yoshimoto in sod., 

1999). Nastane pri toplotni obdelavi mesa, prav tako pa je prisoten tudi v hlapih, ki se 

sprošĉajo pri peĉenju govejega in svinjskega mesa (Sinikka in sod., 1993). V Ames testu na 

bakteriji S. typhimurium sev TA1538 spojina kaţe izjemno visok mutagen potencial, v 

prisotnosti poveĉanega izraţanja N-acetiltransferaze (NAT) pa se število mutacij še poveĉa 

(S. typhimurium sev YG1019). V testu mikrojeder na celicah ĉloveškega limfoblasta 

DiMeIQx izkazuje najveĉjo aktivnost v tvorbi mikrojeder in tudi citotoksiĉnemu vplivu v 

primerjavi z aktivnostjo MeIQx in PhIP ter nekaterimi drugih HCA (Pfau in sod., 1999). 

DiMeIQx so identificirali tudi v nekaterih izdelkih peĉenega pišĉanĉjega in svinjskega mesa, 

v koncentraciji 0.4 do 0.35 ng/g mesa, vendar v Ames testu na bakteriji S. typhimurium sev 

TA98 ni bilo opazne povezave z mutagenim uĉinkom (Tikkanen in sod., 1993). 

 

 

2.6 RAK IN HCA 

 

Ĉlovek je s hrano izpostavljen številnim snovem, ki so lahko koristne in potrebne za 

ohranjanje zdravja, ali škodljive in vplivajo na nastanek razliĉnih bolezni. Trditev, da toplotno 

obdelani prehrambeni izdelki vsebujejo mutagene snovi, je napaĉna. Toplotno obdelana hrana 

vsebuje promutagene spojine, ki se kasneje v metabolizmu s pomoĉjo številnih encimov 

pretvorijo v eno ali veĉ reaktivnih mutagenih oblik (Felton, 1995a). Pojav mutacij v 

somatskih celicah je kljuĉni dejavnik v zaĉetnih stopnjah nastanka raka (Gatehous in sod., 

1990; Mortelmans in Zieger, 2000; MacGregor in sod., 2000; Flamand in sod., 2001). 

Številne epidemiološke in populacijske študije so izpostavile hrano in prehrambene navade 

kot enega izmed kljuĉnih dejavnikov, ki pripomorejo k nastanku rakavih obolenj (Luch, 

2005). 

 
Slika 7: Potek nastanka raka preko zauţitja in metabolne pretvorbe prokarcinogena (HCA) (prirejeno 

po Felton, 1995b: 8). 
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Pot, ki vodi v nastanek rakavega obolenja zaradi izpostavitve HCA (Slika 7), je kompleksna 

in dolgotrajna ter vkljuĉuje številne kemijske reakcije, encime, metabolite, inhibitorje in gene, 

ki vplivajo na to, ali bo posameznik nagnjen k nastanku tumorja, ali ne (Felton, 1995b). 

Proces nastanka raka vkljuĉuje veĉ stopenj: 

 

 zauţitje; ĉlovek zauţije oz. se prehranjuje s hrano, kot je npr. peĉeno meso, ki vsebuje 

promutagene HCA, 

 bioaktivacija; po vstopu in absorbciji skuša organizem izloĉiti tuje snovi iz telesa. 

Aktivirajo se znotrajceliĉni encimi, ki katalizirajo reakcije pretvorbe spojin. Nastali 

metaboliti imajo visok potencial reagiranja s celiĉnimi komponentami, 

 DNA adukti; reaktivne molekule se kovalentno veţejo na specifiĉne atome v molekuli 

DNA in tvorijo DNA adukte, 

 mutacije; strukturne spremembe, ki jih povzroĉijo nastale poškodbe, lahko vplivajo na 

nastanek napak pri podvajanju DNA. V proces se vkljuĉijo popravljalni mehanizmi. 

Poškodbe se popravijo, ali ostanejo in se prenesejo na hĉerinske celice, 

 celiĉna delitev; v nekaterih primerih se mutacije pojavijo v genih, ki regulirajo 

podvajanje DNA in celiĉno delitev, kar vodi v nastanek tumorja. Pomembne gene 

predstavljajo tumor-supresorski geni in proto-onkogeni (Felton, 1995b). 

 

Za nastanek in razvoj raka so pomembni številni dejavniki, med katere spada genetska 

predispozicija, ţivljenjski slog posameznika in mnogi okoljski dejavniki (Luch, 2005). 

Podedovane lastnosti lahko vplivajo na obseg bioaktivacije in detoksifikacije ksenobiotikov 

po absorbciji v telo, sposobnosti popravljalnih mehanizmov, ki vplivajo na konĉni obseg 

DNA poškodb, in stopnji delitve celic tarĉnega tkiva (Felton, 1995b).  

 

Pri ocenjevanju tveganja za nastanek razliĉnih bolezni povezanih z uţivanjem HCA so 

potrebni podatki o njihovi koliĉini v ţivilu (Ristic in sod., 2004). Koncentracije policikliĉnih 

aromatskih aminov v peĉenem mesu so odvisne od vrste mesa in naĉina priprave ţivila (Sinha 

in sod., 1995; Sinha in sod., 1998). Glavni pomen pri kuhanju ima temperatura in ĉas toplotne 

obdelave hrane. Dejavnika, ki lahko pripomoreta k tveganju za nastanek raka sta tudi 

pogostost uţivanja mesa in v hrani prisotne sestavine, kot so antioksidanti, vitamini, fenoli, 

karotenoidi, ipd. (Bacon in sod., 2003; Cheng in sod., 2006). Peĉeno meso vsebuje poleg 

HCA tudi druge karcinogene spojine. V nizkih koncentracijah so prisotni policikliĉni 

aromatski ogljikovodiki, N-nitrozo spojine, mašĉobni peroksidi in druge prooksidativne 

spojine. Karcinogen potencial peĉenega mesa zato ni odvisen zgolj od vsebnosti HCA, 

temveĉ tudi od kompleksne mešanice genotoksiĉnih komponent (Cross in Sinha, 2004). 
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3 MATERIALI IN METODE 

 

3.1 KEMIKALIJE IN LABORATORIJSKA OPREMA 

 

3.1.1 KEMIKALIJE 

 

Preglednica 1: Seznam uporabljenih kemikalij 

kemikalija Proizvajalec, drţava kataloška številka 

Benzo(a)piren (BaP) Sigma, St. Louis, ZDA B-1760 

DMSO Sigma, St. Louis, ZDA 154938-1L 

EDTA Sigma, St. Louis, ZDA E5134-500G 

etanol Sigma, St. Louis, ZDA 32221 

etidijev bromid Gibco BRL, VB 15585-011 

FBS Euro Clone, Italija EC S0180L 

glukoza-6-fosfat Sigma, St. Louis, ZDA G-7879 

HCl Merck, Nemĉija 1.09063.1000 

KCl Fluka, Nemĉija 60130 

4 mM (2%) L-glutamin Euro Clone,  Italija EC B3000D 

LMP agaroza Invitrogen, VB 15517-022 

MgCl2x6H2O Fluka, Nemĉija 63072 

MgSO4x7H2O Fulka, nemĉija 63140 

MTT Sigma, St. Louis, ZDA M-5655 

NaCl Merck, Nemĉija 1.06404.100 

NaH2PO4xH2O Merck, Nemĉija 1.06346.0500 

Na2HPO4 Fluka, Nemĉija 71640 

Na2HPO4x2H2O Merck, Nemĉija 1.06580.1000 

Na2CO3 Sigma, St. Louis, ZDA S-2127 

NaOH Merck, Nemĉija 1.06482.1000 

NMP agaroza Invitrogen, VB 16500-100 

PBS (10x) PAA, Pasching, Avstrija H15-011 

penicilin/streptomicin Euro Clone,  Italija EC B3001D 

S9 Moltox, ZDA 11-01L.2 

tripansko modrilo Sigma, St. Louis, ZDA T-8154 

tripsin Sigma, St. Louis, ZDA T-4174 

TRIS Merck, Nemĉija 1.08382.1000 

Triton X-100 Fluka, Nemĉija 93420 

Williamsov medij Sigma, St. Louis, ZDA W1878 

MeIQx Toronto Research Chemicals, 

North York 

A606600  

PhIP Toronto Research Chemicals,  

North York 

A617000  
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Citohalazin B Sigma, St. Louis, ZDA C-6762 

Formaldehid Sigma, St. Louis, ZDA 533998-500ML 

Metanol Sigma, St. Louis, ZDA M1775-1GA 

Nutrient Broth N°2 Oxoid Oxoid, VB CM0067 

Fosfatni pufer PAA, Pasching, Avstrija H15-011 

Trizol reagent  Invitrogen, VB 15596-018 

Kloroform Sigma, St. Louis, ZDA 366919-1L 

Glikogen Sigma, St. Louis, ZDA 6-8751 

Izopropilalkohol Sigma, St. Louis, ZDA 19,076-4 

High capacativ cDNA Applied Biosystem, ZDA 4368813 

TaqMan PCR Master mix Applied Biosystem, ZDA 4304437 

Ocetna kislina Merck, Nemĉija 607:002-00-6 

Akridin oranţ  Sigma, St. Louis, ZDA 318337-16 

Primer kit 

CYP1A1,  

CYP1A2, 

NAT2, 

UGT, 

BAX, 

BCL2,  

MDM2, 

CDKN1A 

GAPDH 

Applied Biosystem, ZDA  

Hs00153120_m1, 

Hs01070374_m1, 

Hs006605099_m1, 

Hs02511055_s1, 

Hs99999001_ml, 

Hs00608023_m1, 

Hs00234753_m1, 

Hs00355782_m1, 

4310884E,  
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3.2 METODE DELA 

 

3.2.1 PRIPRAVA HCA IZVLEČKA PIŠČANČJEGA MESA 

 

HCA izvleĉke iz peĉene perutnine je pripravil dr. Tomaţ Polak z Oddelka za ţivilstvo 

Biotehniške fakultete Univerze v Ljubljani. 

 

Zrezke pišĉanĉjega mesa, debeline 20 mm, so toplotno obdelali na dvoplošĉnem ţaru pri 

temperaturi 220°C, do dveh središĉnih temperatur, 70°C in 90°C. HCA so ekstrahirali iz 3 

mm debele skorje in iz sredice pišĉanĉjega zrezka. Homogenizirane vzorce so raztopili v 1 M 

NaOH in jih 12 ur mešali na magnetnem mešalu pri 500 obratih/min. Prvo ekstrakcijo so 

izvedli na diatomejski zemlji Extrelut z etilacetatom kot ekstrakcijskim topilom. Sledila sta 

ĉišĉenje vzorcev z ekstrakcijo na trdni fazi (SPE; iz angl. solid phase extraction) in 

evaporacija konĉnega izvleĉka v toku dušika. SPE metoda je potekala na kolonah Oasis MCX 

z etilacetatom, kot ekstrakcijskim topilom. 

 

3.2.1.1 DOLOČANJE HCA V MESNEM IZVLEČKU 

 

Vsebnost HCA v izvleĉkih so doloĉili dr. Tomaţ Polak in sod. v skladu z metodami: 

Murkovic, Weber, Geiszler, Frohlich in Pfannhauser (1999), Zöchling in Murkovic (2002) in 

Messner in Murkovic (2004), z manjšimi spremembami, ki so opisane v ĉlankih Polak in sod. 

(2008 in 2009). 

 

Del izvleĉkov so pred analizo na LC-MS/MS (tekoĉinska kromatografija sklopljena z masno 

spektrometrijo) raztopili v metanolu. Tekoĉinska kromatografija visoke loĉljivosti (HPLC) je 

potekala na sistemu Adilent 1100. Uporabili so gelsko kolono z reverzno fazo, podjetja Tosho 

Bioscience GmbH. Kromatografija je potekala z gradientom mobilne faze A: 20 mM 

amonijev formiat s pH 3.2 in mobilne faze B: acetonitril, pri konstantnem pretoku 0.3 

mL/min. Program gradienta je bil: 95% A, 0–0,5 min; 95%–80% A, 0,5–15 min; 80%–40% 

A, 15–18 min; 40% A, 18–24 min; 40%–95% A, 24–27 min; 95% A, 27–40 min. HCA so 

doloĉili na podlagi retencijskih ĉasov in m/z posameznih standardov HCA. Za detekcijo 

posameznih HCA so uporabili masnoselektivni detektor (Waters, Quattro micro API) v ESI+ 

naĉinu. Sušenje v toku dušika je potekalo pri temperaturi 350 °C in pretoku 10 L/min. 

Detekcija na masnem detektorju je potekala v SIR naĉinu. 

 

3.2.2 TESTI NA BAKTERIJAH - AMESOV TEST 

 

3.2.2.1 OPIS METODE 

 

Amesov test je široko uporabljena metoda za zaznavanje dejavnikov, ki povzroĉajo mutacije 

v genih. Za ugotavljanje mutagenosti preiskovane snovi se uporablja razliĉne od histidina 

odvisne seve bakterije S. typhimurium ali od triptofana odvisne seve Escherichia coli. Vsak 

testni sev ima drugaĉno mutacijo v histidinskem oz. triptofanskem operonu, zaradi ĉesar ni 
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sposoben sintetizirati posamezne aminokisline, ki je nujno potrebna za rast. Sevi so tudi 

specifiĉno obĉutljivi na delovanje razliĉnih mutagenov, kar nam omogoĉa identifikacijo 

posameznih razredov mutagenih spojin. Amesov test z bakterijo S. typhimurium sta razvila B. 

N. Ames in Maron okrog leta 1970 (Maron in Ames, 1983). Sprva so test uporabljali za 

testiranje mutagenosti razliĉnih vrst ĉistih kemikalij, danes pa ga uporabljamo tudi za 

preverjanje genotoksiĉnega uĉinka razliĉnih kompleksnih vzorcev. Mutacije na mestu 

predhodnih mutacij, ali v njihovi bliţini, lahko obnovijo funkcijo gena in na ta naĉin 

bakterijam omogoĉajo ponovno sintezo aminokislin. Take bakterije imenujemo prototrofi 

(His+/Trp+) in v gojišĉu brez histidina oz. triptofana tvorijo kolonije. Bolj kot je neka snov 

mutagena, veĉje je število povratnih mutacij, kar poslediĉno poveĉa število razraslih 

revertantnih kolonij. 

 

Prednosti Ames testa so hitrost, zanesljivost, nizek strošek in obseţna podatkovna baza, 

pomankljivosti pa predstavljajo razlike med zgradbo in delovanjem evkariontske in 

prokariontske celice ter predvsem odsotnost nekaterih metabolnih encimov. Pomankljivost se 

nanaša predvsem na ekstrapolacijo morebitnega mutagenega potenciala testirane snovi na 

ĉloveka.  

 

3.2.2.2 SALMONELLA TYPHIMURIUM sev TA98 

 

Sev bakterije S. typhimurium TA98, ki smo ga uporablili v Amesovem testu, je pridobljen iz 

bakterije S.typhimurium LT2. Sev TA98 ima prisotne mutacije v razliĉnih genih na 

histidinskem operonu in je odvisen od aminokisline histidin. Specifiĉna tarĉna sekvenca S. 

thyphimurium TA98 je hisD3052. S tem sevom prepoznavamo mutacije, kjer pride do -1 

premika bralnega okvirja blizu ponavljajoĉega se zaporedja -C–G–C–G–C–G–C–G- (»hot 

spots«). Ĉe pride do mutacije, ki povzroĉi delecijo baznega para, se ponovno vzpostavi 

normalno stanje (divji tip) in pravilno bralno zaporedje bakterijam omogoĉa rast na 

minimalnem glukoznem gojišĉu brez His. 

 

3.2.2.2.1 GOJENJE S.typhimurium 

 

Bakterijo S.typhimurium smo dan pred izvedbo Amesovega testa nagojili v hranilnem gojišĉu. 

Sev TA98 hranimo na -80°C. Odtaljeno kulturo smo inokulirali v hranilni bujon (Nutrint 

Broth N°2 Oxoid) z ampicilinom (25 µg/ml) in centrifugirko inkubirali ĉez noĉ na 37°C z 

rahlo odvitim pokrovĉkom, s ĉemer smo zagotovili dostop zraka in s tem zadostno 

prezraĉenje. Pred izvedbo testa smo bakterijsko kulturo 1.5 do 2 uri stresali na stresalniku pri 

600 obratih/minuto na 37°C.  
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3.2.2.3 METABOLNA AKTIVACIJA S9 

 

Številne karcinogene snovi, med katere spadajo tudi HCA, se primarno nahajajo v biološko 

neaktivni obliki. Proces, pri katerem prihaja do pretvorbe neškodljivih snovi v njihovo 

strupeno obliko, imenujemo biotransformacija. Transformacijo karcinogenih snovi vršijo 

številni metabolni encimi. Pri ljudeh in ţivalih takšne reakcije omogoĉa metabolni 

oksidacijski sistem citokrom P450, ki se nahaja veĉinoma v jetrih in do doloĉene mere tudi v 

drugih tkivih. Encimi metabolizirajo kemikalije v reaktivne elektrofilne oblike, ki se lahko 

kovalentno poveţejo s celiĉnimi sestavinami in povzroĉajo mutacije. Bakterije takšnega 

metabolnega sistema nimajo, zato biološka aktivacija brez dodanega ustreznega kompleksa 

encimov ni mogoĉa. V testu smo uporabili eksogen metabolni aktivacijski sistem S9 

glodalskega izvora (Moltox, ZDA). S9 je mikrosomalna frakcija pridobljena iz podganjih 

jeter, v kateri so ohranjeni encimi metabolne aktivacije. Ţivali navadno tretirajo s 

polikloriniranim bifenilom (Aroklor 1254) s ĉimer poveĉajo raven presnovnih encimov. 

Podgane po 5 dneh ţrtvujejo, jetra pa homogenizirajo in raztopijo v pufru. Tako pripravljeno 

frakcijo S9 hranimo v skrinji na -20°C (Maron in Ames, 1984). 

 

Slabosti zunanjega aktivacijkega sistema pri interpretaciji škodljivega potenciala trestirane 

snovi predstavljajo: loĉeno mesto bioaktivacije mutagena in bakterijskega dednega materiala 

(bariera v obliki bakterijske celiĉne stene), razlike med bioaktivacijskimi procesi glodalcev in 

ĉloveka (Josephy in sod., 1997) ter razlike v delovanju prokariontske in evkariontske celice 

(absorbcija, izloĉanje, metabolizem, porazdelitev) (Gatehouse in sod., 1990). 

 

3.2.2.4 PRIPRAVA GOJIŠČ 

 

Plošĉe minimalnega glukoznega gojišĉa 

 
Preglednica 2: Minimalno glukozno gojišĉe. 

Sestavine za 1000 mL:  

Agar 15 mL 

Destilirana voda 930 mL 

50x VB soli 20 mL 

40% glukoza 50 mL 

 

Agar smo dodali v steklenice za avtoklaviranje v destilirano vodo ter mešali z magnetnim 

mešalom ob segrevanju (≈50°C) dokler se agar ni raztopil. Raztopino smo avtoklavirali 20 

min pri 121°C. Nato smo sterilno dodali sterilno raztopino 50x VB soli in 40% glukozo (ti 

smo avtoklavirali loĉeno). Raztopino smo premešali, razlili v petrijevke (v vsako pribliţno 30 

ml gojišĉa) in poĉakali, da se je agar strdil. Plošĉe smo hranili v obrnjenem poloţaju v 

plastiĉnih vreĉkah na hladnem. 
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Vogel-Bonner soli (50x VB soli) 

 
Preglednica 3: Vogel-Bonner soli (50x VB soli). 

Sestavine za 1000 mL:  

Destilirana voda 670 mL 

Magnezijev sulfat (MgSO4 x 7 H2O) 10 g 

Citronska kislina monohidrat 100 g 

Kalijev fosfat anhidrid (K2HPO4) 500 g 

Natrijev amonijev fosfat (NaHNH4PO4 x 4 H2O) 175 g 

 

Soli smo dodali v toplo destilirano vodo v navedenem vrstnem redu (vedno smo poĉakali, da 

se je ena sol raztopila in šele nato smo dodali naslednjo). Raztopino smo avtoklavirali 20 min 

pri 121°C, nato pa smo jo hranili v hladilniku. 

 

40% glukoza 

 
Preglednica 4: 40% glukoza. 

Sestavine za 100 mL:  

Destilirana voda 100 mL 

Glukoza  40 g 

 

Glukozo smo raztopili v destilirani vodi ob mešanju z magnetnim mešalom in segrevanjem 

(≈50°C). Raztopino 40% glukoze smo avtoklavirali 20 min pri 121°C, nato pa smo jo hranili 

v hladilniku. 

 

Top agar 

 
Preglednica 5: Top agar. 

Sestavine za 1000 mL:  

Agar 6 g 

NaCl 5 g 

Destilirana voda 1000 mL 

 

Agar in sol smo raztopili v destilirani vodi ob mešanju z magnetnim mešalom in segrevanju 

(≈50°C). Raztopino smo avtoklavirali 20 min pri 121°C, nato pa smo jo hranili v hladilniku. 

Pred uporabo smo dodali histidin/biotin (5 mM) s konĉno koncentracijo 0.05 mM. 

 

Raztopina histidin/biotin (5 mM) 

 
Preglednica 6: Raztopina histidin/biotin (5 mM) 

Sestavine za 50 mL:  

D-biotin  61.8 mg 

L-histidin 48 mg 

Destilirana voda 50 mL 

 

Biotin smo raztopili s segrevanjem v mikrovalovni peĉici, raztopili smo tudi histidin. 

Raztopino smo avtoklavirali 20 min pri 121°C, nato pa smo jo hranili v hladilniku. 
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Hranilno gojišĉe za bakterije 

 
Preglednica 7: Hranilno gojišĉe za bakterije 

Sestavine za 1000 mL:  

Nutrint Broth N°2 Oxoid 25 mL 

Destilirana voda 1000 mL 

 

Hranilni agar smo raztopili v destilirani vodi ob mešanju z magnetnim mešalom in segrevanju 

(~50°C). Raztopino smo avtoklavirali 20 min pri 121°C, nato pa smo jo hranili v hladilniku. 

 

Fosfatni pufer (NaHPO4, pH 7.4) 

 
Preglednica 8: Fosfatni pufer (NaHPO4, pH 7.4). 

Sestavine za 500 mL:  

0.2 M natrijev dihidrogen fosfat 60 mL 

0.2 M dinatrijev hidrogen fosfat 500 mL 

 

0.2 M raztopini natrijevega dihidrogen fosfata in dinatrijevega hidrogen fosfata smo zmešali v 

navedenih volumnih in umerili pH na 7.4 (ĉe je bil pH prenizek, smo dodali 0.2 M dinatrijev 

hidrogen fosfat). Pufer smo avtoklavirali 20 min pri 121°C. 

 

Metabolna aktivacija S9 

 
Preglednica 9: 4% metabolno aktivna frakcija S9. 

Sestavine za 10 mL:   

1 M KCl 330 µL 

0.2 M MgCl2 x 6H2O 320 µL 

0.2 M glukoza-6-fosfat  250 µL 

0.2 M NADPH 1000 µL 

0.2 M NaHPO4  500 µL 

sterilna H2O 2700 µL 

raztopina S9 400 µL 

 

Sprva smo pripravili mešanico vseh raztopin, razen sterilne vode in S9 jetrne frakcije. 

Raztopino soli smo sterilizirali s filtriranjem skozi z 0.22 μm membranski filter (Corning 

Costar Corporation, New York, ZDA). Tik pred uporabo smo sterilno dodali še ustrezen 

volumen sterilne vode in S9 frakcije. Med testom smo pripravljeno S9 mešanico imeli ves ĉas 

na ledu. 
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3.2.2.5 POTEK DELA 

 

Amesov test, s katerim smo preverili mutagen vpliv HCA iz izvleĉka skorje in sredice peĉene 

perutnine, smo izvedli po protokolu standardnega testa z vgradnjo v plošĉo. Uporabili smo 

bakterijo S. typhimurium sev TA98, ki je obĉutljiv na -1 premike bralnega okvirja in v 

primerjavi z ostalimi sevi, kaţe veĉjo obĉutljivost na HCA.  

 

Bakterije S. typhimurium TA98, ki smo jih ĉez noĉ gojili pri 37°C, smo dve uri pred zaĉetkom 

testa stresali na stresalniku pri 600 obratih/minuto na 37°C. Bakterije so v ĉasu inkubacije 

prešle v eksponentno fazo rasti, mi pa smo si v tem ĉasu pripravili redĉine vzorcev, 

aktivacijsko mešanico S9 in top agar. Izvleĉka HCA peĉene perutnine smo redĉili 10, 20, 40 

in 80-krat za vzorec sredice in 100, 200, 400 in 800-krat za vzorec skorje. Na ta naĉin smo 

dobili konĉne koncentracije 10, 5, 2.5 in 1.25 µL izvleĉka/plošĉo za vzorec sredice in 1, 0.5, 

0.25 in 0.125 µL izvleĉka/plošĉo za vzorec skorje. Izvleĉek smo redĉili v destilirani vodi z 

1% metanolom, ki smo ga ohranjali pri vseh redĉitvah. Za pozitivno kontrolo smo uporabili 

400.3 nM MeIQx (8.536 ng/plošĉo) in 10 µg/plošĉo BaP. Topilo pozitivnih kontrol, MeIQx in 

BaP, je bilo DMSO. 

 

Top agar smo segreli in mu dodali 5 mM raztopino histidin/biotin (1 mL his/bio na 100 mL 

top agarja). V termobloku smo si na 43°C pripravili ustrezno število epruvetk in vanje 

odpipetirali 2 mL top agarja. V vsako od epruvetk smo nato dodali 100 µL vzorca ĉistega 

MeIQx ali BaP oz. ustrezno redĉino izvleĉka, 100 µL bakterijske suspenzije in 500 µL 

mešanice S9. Vsebino epruvetke smo na kratko premešali na mešalniku in razlili na plošĉe z 

minimalnim glukoznim gojišĉem, da se je top agar enakomerno porazdelil po plošĉi. Vsako 

koncentracijo posameznega izvleĉka in ĉistega MeIQx oz. BaP smo testirali na 3 plošĉah. 

Plošĉe smo inkubirali 3 dni na 37°C. Po konĉani inkubaciji smo prešteli število revertiranih 

kolonij in izraĉunali povpreĉje vseh treh paralelk. Preverili smo tudi ozadje plošĉ, s ĉimer 

smo izkljuĉili morebitno strupeno delovanje vzorcev in mutagenov (povzeto po navodilih 

10G-Pos02-02, Ames (S. typhimurium), laboratorija GEN). 

 

 

3.2.3 TESTI NA MODELU SESALČJIH CELIC ČLOVEŠKEGA HEPATOMA 

(HepG2 celice) 

 

3.2.3.1 CELICE HepG2 

 

Celice HepG2 so celiĉna linija ĉloveškega jetrnega karcinoma. Ker so jetra glavni organ v 

katerem prihaja do biotransformacije strupenih snovi, se celiĉne kulture, pridobljene iz jetrnih 

celic, pogosto uporabljajo za modele prouĉevanja citotoksiĉnih in genotoksiĉnih uĉinkov 

ksenobiotikov. Celiĉno linijo HepG2 so leta 1979 izolirali iz primarnega hepatoblastoma 11-

letnega argentinskega deĉka (Aden s sod., 1979). Glavne znaĉilnosti celic so, da imajo 

ohranjene encime I. in II. faze metabolne aktivacije in da izloĉajo številne plazemske 

proteine. Encimi, kot so npr. citokrom P450 1A1 in 1A2, glutation-S-transferaza, N-acetil 
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transferaza in drugi, so bistveni pri aktivaciji in detoksifikaciji genotoksiĉnih 

prokarcinogenov, ki delujejo na DNA. Aktivnost encimov je podobna oziroma nekoliko niţja 

kot aktivnost sveţe izoliranih primarnih ĉloveških hepatocitov (Knasmüller in sod., 1998). 

 

3.2.3.1.1 GOJENJE CELIC HepG2 IN PRESAJANJE 

 

Celiĉno linijo HepG2 smo imeli shranjeno v tekoĉem dušiku. Po odmrznitvi smo celice 

uporabljali do najveĉ enajste pasaţe, saj se s ĉasom gojenja in pri višjih pasaţah spremenijo 

tako morfogenetske lastnosti celic kot aktivnost njihovih encimov. Celice HepG2 smo gojili v 

plastenkah za gojenje celiĉnih kultur razliĉnih velikosti (Corning Costar Corporation, New 

York, USA) v gojišĉu za celiĉno kulturo HepG2 (Preglednica 10) pri 37°C in 5% CO2 v 

vlaţni atmosferi. Pri 80% prerašĉenosti plošĉe smo celice presadili na nove plastenke in jim 

zamenjali gojišĉe (i.t. pasaţa celic). 

 

Pri presajanju smo iz plastenke sprva odstranili medij in celice sprali s 5 mL 1x PBS. Dodali 

smo 1.5 mL 0.1% tripsina za celice HepG2 in plošĉo inkubirali 2 do 3 minute. Po inkubaciji 

smo plošĉe s celicami rahlo potresli, da so se celice odlepile od podlage in delovanje tripsina 

zaustavili s 5 mL celiĉnega medija (vsaj 2-kratni volumen tripsina). Serum v gojišĉu zavre 

delovanje tripsina in tako prepreĉi morebitne dodatne poškodbe, ki bi nastale zaradi predolge 

izpostavljenosti celic tripsinu. Suspenzijo celic smo centrifugirali 5 minut pri 800 

obratih/minuto. Odstranili smo supernatant, celiĉno usedlino resuspendirali v 5 mL sveţega 

medija in vse skupaj prenesli v novo centrifugirko. Celice smo nato 7 do 10-krat previdno in 

poĉasi potegnili s pomoĉjo brizge skozi injekcijsko iglo in na ta naĉin dobili suspenzijo 

posameznih celic. 

 

Ţeleno gostoto celic, s katero smo nato nasajali nove manjše plastenke T25 ali druge 

mikrotitrske plošĉe, smo preraĉunali s pomoĉjo štetja celic v Burker-Türkovi komori. 10 µL 

celiĉne suspenzije smo obarvali s 40 µL 0.4% tripan modrega (razmerje 1:5) in 10 µL 

obarvane celiĉne suspenzije nanesli na objektno stekelce. Celice smo prešteli v vseh 

kvadratkih komore (mreţe) in izraĉunali povpreĉno število. Gostoto celic na mililiter smo 

ocenili po formuli: 

 

ρ = X(povpreĉno število celic na kvadrat)*5(redĉitev celiĉne suspenzije)*10 000 (površina) 

 

Preglednica 10: Celiĉni medij za celiĉno kulturo HepG2. 

Sestavine za 250 mL:  

William´s medij 205 mL 

15% FBS 37,5 mL 

Penicilin/Streptomicin 2,5 mL 

L-glutamin 5 mL 
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3.2.3.2 TEST 3-(4,5-DIMETILTIAZOL-2-IL)-2,5-DIFENILTETRAZOLIJEV 

BROMID 

 

3.2.3.2.1 OPIS METODE 

 

S testom MTT smo na HepG2 celicah testirali potencialno citotoksiĉen uĉinek izvleĉkov 

skorje in sredice, izoliranih iz peĉenega pišĉanĉjega mesa. Test MTT je enostavna in natanĉna 

metoda, pri kateri preţivetje celic spremljamo na podlagi pretvorbe substrata v barvni 

produkt. 

 

MTT ali 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difeniltetrazolijev bromid je rumena vodoodporna 

substanca, ki jo mitohondrijska sukcinat-dehidrogenaza metabolno aktivnih celic reducira v 

vijoliĉate nevodotopne kristale formazana. Kristali formazana so topni v dimetil sulfoksidu 

(DMSO), izopropanolu in drugih podobnih organskih topilih. Optiĉno gostoto, ki nam pove 

kolikšen je izplen nastalega produkta, merimo spektrofotometriĉno pri svetlobi z valovno 

dolţino 570 nm in z referenĉnim filtrom 690 nm. Razmerje med koliĉino formazana in 

številom ţivih celic je linearno.  

 

3.2.3.2.2 POTEK DELA 

 

Za test MTT smo celice HepG2 po odlepljanju nasadili na mikrotitrsko plošĉo s 96-timi 

vdolbinicami (Nunc, Naperville, ZDA) s prozornim dnom. V vsako vdolbinico smo nasadili 

8000 celic/200 µL celiĉnega medija. Plošĉo smo inkubirali 24 ur pri 37°C in 5% CO2 v vlaţni 

amosferi. Naslednji dan smo celiĉni medij odstranili in dodali sveţ medij z ustreznimi 

koncentracijami izvleĉka skorje in sredice izoliranega iz peĉenega pišĉanĉjega mesa. Testirali 

smo 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5 in 1 vol% vzorca skorje in sredice. V vseh vzorcih smo ohranili 

koncentracijo topila (metanola) na 1%. Za pozitivno kontrolo smo uporabili heterocikliĉni 

amin MeIQx (500 µM). Naredili smo tudi kontrolo gojišĉa in topila (1% metanol), da smo 

izloĉili morebiten vpliv topila na celice. Vsako koncentracijo vzorca smo testirali v petih 

paralelkah. Celice smo izpostavili vzorcem za 24 ur, nato pa smo dodali 20 µl MTT (5 

mg/mL). Po 3 urah smo odstranili celiĉni medij in kristale formazana raztopili v DMSO. 

Absorbanco smo izmerili s spektrofotometrom (Tecan, Genios) pri 570 nm in z referenĉnim 

filtrom 690 nm (povzeto po navodilih 10G-Pos03-01, MTT test, laboratorija GEN). 
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3.2.3.3 ALKALNI TEST KOMET 

 

3.2.3.3.1 OPIS METODE 

 

Alkalni test komet, imenovan tudi test elektroforeze posameznih celic (SCGE; iz angl. single 

cell gel electrophoresis), je razliĉica testa komet, ki ga danes uporabljamo za doloĉanje 

poškodb DNA in s tem odkrivanje in dokazovanje genotoksiĉnega vpliva testiranih snovi. 

Test komet sta leta 1984 razvila Östling in Johanson za ugotavljanje poškodb dednega 

materiala na ravni posamezne celice. Celice, obsevane z X-ţarki, sta vklopila v agarozo in jih 

v tankem sloju nanesla na objektna stekelca. Celice sta nato lizirala s pomoĉjo detergentov in 

visokih koncentracij soli ter jih izpostavila elektroforezi pri nevtralnem pH. Takšni pogoji so 

omogoĉili zaznavo dvoveriţnih prelomov DNA (DSB; iz angl. double-strand breaks). Nekaj 

let zatem (1988) so Singh in sod. pri elektroforezi uporabili alkalne pogoje (pH>13). 

Obĉutljivost testa se je poveĉala in omogoĉila zaznavanje tako enoveriţnih (SSB; iz angl. 

single-strand breaks) kot dvoveriţnih prelomov (DSB) ter alkalno labilnih mest (ALS; iz angl. 

alkali labile sites). 

 

Poškodbe DNA, ki jih lahko zaznamo pri alkalni razliĉici testa komet so dvojni in enojni 

prelomi DNA verige, ter poškodbe, ki nastanejo kot produkt celiĉnega popravljanja napak 

DNA in so prehodnega znaĉaja. Te predstavljajo prelome DNA, ki so nastali kot vmesna 

stopnja baznega ali nukleotidnega izrezovanja popravljalnega mehanizma, ali pa gre za 

alkalno labilna mesta. Veĉina genotoksiĉnih agensov povzroĉi veĉ enoveriţnih prelomov 

DNA ter alkalno labilnih mest kot pa dvoveriţnih. Ker se pri pH>12.6 alkalno labilna mesta 

izrazijo kot enoveriţni prelomi, je alkalna razliĉica testa najprimernejša za doloĉanje 

genotoksiĉnega delovanja, saj na ta naĉin zaznamo najveĉ poškodb (Tice s sod., 2000).  

 

V primerjavi z drugimi metodami za ugotavljanje genotoksiĉnega potenciala ima test komet 

številne prednosti. Metoda je enostavna, hitra in zanesljiva, poleg tega pa izkazuje visoko 

obĉutljivost na majhne koliĉine DNA poškodb, poraba testirane snovi je relativno majhna, 

zahteva majhno število celic na poskus in je razen raĉunalniške obdelave slik relativno 

poceni. Za test komet lahko uporabljamo vse vrste evkariontskih celic. 

 

Pri testu komet suspenzijo posameznih celic pomešamo z agarozo, jo nanesemo na objektna 

stekelca in celice liziramo pri pH 10 najmanj 1 uro. Detergenti in visoka koncentracija soli v 

raztopini za liziranje povzroĉijo razgradnjo membrane in celiĉne vsebine, zaradi ĉesar 

ostanejo le poškodovana in nepoškodovana jedra celic (DNA). Stopnji liziranja sledi 

odvijanje DNA in elektroforeza v alkalnih pogojih (pH>13). Visok pH omogoĉa hidrolizo 

alkalno labilnih aduktov, DNA se odvije in izrazijo se enoveriţni prelomi DNA. V procesu 

elektroforeze prelomljeni in odviti fragmenti DNA potujejo proti pozitivno nabiti anodi. 

Hitrost potovanja je odvisna od poškodovanosti DNA; veĉ poškodb kot vsebuje dedni 

material in manjši kot so fragmenti, veĉja je hitrost. To opazimo kot potovanje DNA iz jedra 

in po videzu nastala oblika jedra spominja na komet.  
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Nepoškodovana jedra celic ostanejo okrogla. Po elektroforezi stekelca poloţimo v raztopino 

za nevtralizacijo. Sledi barvanje DNA s fluorescenĉnim barvilom (etidijev bromid; 5 µg/mL) 

in vizualizacija s pomoĉjo fluorescenĉnega mikroskopa (povzeto po Ţegura in Filipiĉ, 2004).  

 

Barvila, ki jih najpogosteje uporabljamo za obarvanje DNA, so etidijev bromid, propidijev 

jodid in DAPI (4,6-diamidin-2-fenilindol) (povzeto po Ţegura in Filipiĉ, 2004). Barvila, ki se 

vrinejo med bazne pare DNA, fluorescirajo in tako omogoĉajo opazovanje s pomoĉjo 

fluorescenĉnega mikroskopa (Collins in sod., 1995). 

 

Za ocenitev poškodb DNA, ki jih zaznamo s testom komet, se uporabljajo razliĉni parametri. 

Najpogosteje uporabljen je odstotek DNA, ki je potovala iz glave v rep kometa, dolţina repa 

(najdaljša razdalja, ki so jo prepotovali delci DNA od glave kometa), Olivin repni moment 

(produkt odstotka DNA v repu in razdalje od centra repa do centra glave kometa) ter razširjen 

repni moment (produkt DNA v repu in dolţine repa) (Ţegura in Filipiĉ, 2004). Ĉe s testom 

komet zazamo veliko poškodb DNA, lahko to pomeni bodisi moĉno poškodovanost dednega 

materiala ali pa uĉinkovito popravljanje poškodb DNA (Collins, 2004). 

 

3.2.3.3.2 PRIPRAVA REAGENTOV IN RAZTOPIN ZA TEST KOMET  

 

Agaroza 

 

Preglednica 11: NMP in LMP agaroza. 

Sestavine za 20 mL:  

NMP ali LMP agaroza 0.20 g 

1x PBS 20 mL 

 

Pripravili smo 1% NMP in 1% LMP agarozo. Pred nanosom na objektna stekelca smo 

agarozo v mikrovalovni peĉici segreli do vrelišĉa in mešali na magnetnem mešalu. Po potrebi 

smo jo med poskusom ponovno raztopili. 

 

Raztopina za odvijanje DNA in elektroforezo 

 

Preglednica 12: Raztopina za odvijanje DNA in elektroforezo (pH 13). 

Za 1000 mL:  

10 M NaOH 30 mL 

0.2 M EDTA 5 mL 

Destilirana voda 965 mL 

 

Za vsak poskus smo pripravili sveţo raztopino in jo do uporabe hranili pri 4°C. 
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Raztopina za lizo 

 

Preglednica 13: Raztopina za lizo (pH 10). 

Za 100 mL:  

2.5 M NaCl 14.64 g 

100 mM EDTA 3.72 g 

10 mM Tris 0.121 g 

Destilirana voda do 100 mL 

 

Za vsak poskus smo pripravili sveţo raztopino. Na dan poskusa smo uravnavali pH na 

vrednost 10 z 10 M NaOH ali s HCl (33%). Raztopino smo ohladili na 4°C. Tik pred uporabo 

smo dodali še 1 mL  Triton X-100 (1%) in dobro premešali. 

 

Raztopina za nevtralizacijo 

 

Preglednica 14: Raztopina za nevtralizacijo. 

Za 100 mL:  

Tris 4.844 g 

Destilirana voda 100 mL 

 

Za vsak poskus smo pripravili sveţo raztopino in ji uravnali pH na 7.5 z 10 M NaOH ali s 

HCl (33%). Do uporabe smo jo hranili pri 4°C (povzeto po navodilih Alkalni komet test, 

laboratorija GEN). 

 

3.2.3.3.3 POTEK DELA 

 

Priprava celic HepG2 

Celice HepG2 smo nasadili na prozorno plošĉo z 12-timi vdolbinicami. V vsako vdolbinico 

smo nasadili 40.000 celic/luknjico celiĉnega medija in plošĉo inkubirali 24 ur pri 37°C in 5% 

CO2 vlaţni atmosferi. Naslednji dan smo serumski medij odstranili in dodali novega z 

razliĉnimi redĉinami vzorca peĉenega pišĉanĉjega mesa. Testrali smo štiri koncentracije 

izvleĉka skorje in sredice: 1, 0.2, 0.04 in 0.008 vol% ter ves ĉas ohranjali 1% koncentracijo 

metanola v mediju. Za pozitivno kontrolo smo uporabili mutagen benzo(a)piren (BaP) s 30 

µM koncentracijo in MeIQx s 250 µM koncentracijo. Po tretiranju smo celice ponovno 

inkubirali za 24 ur pri 37°C in 5% CO2 v vlaţni atmosferi. Po inkubaciji smo celice poţeli in 

jih v sveţem mediju centrifugirali 5 minut pri 800 obratih/minuto. Po konĉanem 

centrifugiranju smo odstranili supernatant, dodali celicam 60-80 µL sveţega medija in 

resuspendirano celiĉno suspenzijo razdelili po 30 µL v dve epici. 

  

Priprava stekelc 

Za test smo uporabili objektna stekelca peskana po celi površini (Surgipath, ZDA). Ĉez noĉ 

smo stekelca razmastili z namakanjem v metanolu in jih pred uporabo posušili z obţiganjem. 

Na stekelca smo nanesli 1% NMP agarozo, 2-krat po 80 µL loĉeno, jih pokrili s krovniki in za 
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5-10 minut poloţili v hladilnik (4°C). Ko se je agaroza strdila, smo previdno odstranili krovna 

stekelca. 30 µL celiĉne suspenzije smo premešali s 70 µL 1% LMP agaroze in 70 µL nanesli 

na prvo plast NMP agaroze. Objektnike smo ponovno pokrili s krovnimi stekelci in poloţili 

za 5-10 minut na hladno. 

 

Alkalna liza celic 

Objektna stekelca, ki smo jim odstranili krovnike, smo poloţili v raztopino za liziranje (pH 

10) in jih inkubirali za 1 uro na hladnem (4°C) v temi.  

 

Odvijanje DNA in elektroforeza 

Po konĉanem liziranju celic smo objektna stekelca preloţili v elektroforetsko kadiĉko in jo 

napolnili z elektroforetskim pufrom z visokim pH (13). Alkalno odvijanje je poteklo v 20 

minut pri 4°C v temi. Po odvijanju je sledila 20 minutna elektroforeza (25 V, 300 mA) pri 

napetosti 0.5-1 V/cm.  

 

Nevtralizacija 

Po elektroforezi je sledila 15 minutna nevtralizacija (pH 7.5) pri 4°C v temi. 

 

Shranjevanje stekelc 

Preparate smo do obdelave shranjevali na 4°C v kadiĉkah na vlaţni staniĉevini, da smo 

ohranili zadostno vlago.  

 

Barvanje 

Preparate smo pred mikroskopiranjem barvali z etidijevim bromidom (EtBr). Na vsak gel 

objektnega stekelca smo nanesli po 20 µL EtBr (s koncentracijo 5 µg/mL). 

 

Zajemanje slike in obdelava rezultatov 

Komete smo opazovali z mikroskopom (Nicon Eclipse E800, Japonska) s fluorescentno 

svetlobo (Nikon HB-10104AF, Japonska) pri 400-kratni poveĉavi. Slike jeder celic smo 

zajemali s pomoĉjo kamere (Marlin F046B, Allied, Vision Technologies, Velika Britanija). 

Ekscitacijski filter za etidijev bromid je 515-560 nm, zaporni pa 590 nm. Na vsakem stekelcu 

smo poslikali 50 kometov, pri ĉemer je glava kometa predstavljala jedro celice, rep pa DNA, 

ki je potovala iz jedra. Izogibali smo se obrobnim delom gela. 

Slike smo obdelali s pomoĉjo programa Comet Assay IV (Perceptive Instruments, Velika 

Britanija). Program je izmeril veĉ parametrov, za prikaz rezultatov pa smo izbrali % DNA v 

repu kometa. Rezultate smo obdelali s statistiĉnim programom GraphPad Prism5, kjer smo za 

analizo razlik med skupinami uporabili enosmerno analizo variance (ANOVA, Kruskal-

Wallis). Za primerjavo vrednosti median % DNA v repu znotraj poskusov smo uporabili test 

Dunnet; p<0.05 smo doloĉili kot statistiĉno znaĉilno razliko. Vsako izvedbo testa smo 

ponovili v treh neodvisnih poskusih. 
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3.2.3.4 TEST MIKROJEDER 

 

3.2.3.4.1 OPIS METODE 

 

Test mikrojeder je citogenetski test, s pomoĉjo katerega ocenjujemo genotoksiĉen vpliv 

testirane snovi na celice. Metoda je enostavna in obĉutljiva ter nam omogoĉa prepoznavanje 

genomske nestabilnosti na nivoju kromosoma. Ali doloĉen agens povzroĉa poškodbe dednine, 

lahko opazimo z nastankom razliĉnih izvenjedrnih struktur kromatinskega materiala. V in 

vitro pogojih se poškodbe kromosomov odraţajo v nastajanju prelomov, prerazporeditvi, 

izgubi ali neloĉevanju kromosomov v mitozi, amplifikaciji genov ter nekrozi oz. apoptozi. 

Spremembe na molekularnem nivoju v celicah opazimo s tvorbo mikrojeder, 

nukleoplazmatskih mostiĉkov ali jedrnih brstov. Za oblikovanje takih struktur, ki so posledica 

citogenetskih poškodb, je citokineza kljuĉnega pomena. Celiĉno delitev inhibiramo z uporabo 

citohalazina B, celice pa imajo znaĉilen dvojedrni izgled (Fenech, 1993 in 2000). 

 

Test CBMN (iz angl. the cytokinesis-block micronucleus assay) je danes med najpogosteje 

uporabljenimi metodami za ugodavljanje poškodb DNA pri ĉloveku. Pri tej metodi po 

doloĉenem ĉasu z uporabo citohalazina B zaustavimo celiĉno delitev ter  mikrojedra 

preštejemo le v dvojedrnih celicah, ki so se po izpostavljenosti testirani kemikaliji enkrat 

delile . Štetje mikrojeder se je izkazalo za mnogo enostavnejši naĉin ocenjevanja, kot jih 

uporabljajo drugi genotoksikološki testi (npr. test kromosomskih aberacij) (Randa in sod., 

2006). 

 

Mikrojedro (MN; iz angl. mikronukleus) 

Mikrojedro predstavlja skupek jedrne vsebine in je po obliki in strukturi podobno jedru. 

Nastane kot posledica preloma kromosoma ali nepravilnega delovanja delitvenega vretena. 

Pod vplivom klastogenega dejavnika mikrojedro vsebuje kromosomski fragment, imenovan 

tudi acentriĉni fragment oz. delec brez centromere, pod vplivom anevgenega dejavnika pa je v 

mikrojedro vkljuĉen celoten kromosom (Uhl in sod., 2003). Tako fragment kot cel kromosom, 

ki ni pripet na delitveno vreteno, v anafazi celiĉne delitve ne more usmerjeno potovati na pol 

celice. Strukturi ostaneta zunaj glavnega jedra in kasneje oblikujeta novo jedro. V redkih 

primerih se zgodi, da delca prispeta do pola in postaneta del novo nastajajoĉega hĉerinskega 

jedra. Ta dogodek je odvisen od velikosti fragmenta ali kromosoma in velikosti same celice. 

Manjši fragment se v majhni celici laţje vkljuĉi v nastajajoĉe glavno jedro, medtem ko veliki 

obiĉajno ostane zunaj in tvori mikrojedro. V veĉji celici kromosomi v anafazi prepotujejo 

daljšo razdaljo, zaradi ĉesar obstaja majhna verjetnost, da bo odlomljeni fragment ravno v 

bliţini novo nastajajoĉega jedra. 

 

Nukleoplazmatski mostiĉki (NPBs; iz angl. nucleoplasmic bridges) 

Tretirane celice se nahajajo v dvojedrnem stanju, kar omogoĉa zaznavanje nukleoplazmatskih 

mostiĉkov. Mostiĉki izraţajo asimetriĉne prerazporeditve kromosomov (in/ali spajanje 

telomeraznih koncev) (Randa in sod., 2006) in nastanejo, ko centromere dicentriĉnih 

kromosomov ali kromatid v anafazi celiĉne delitve potujejo na nasprotne pole. Z inhibirano 
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citokinezo celic se prepreĉi prekinitev anafaznega mostiĉka. Povezavo med dvema jedroma 

obda jedrna membrana in nastane nukleoplazmatski mostiĉek. 

Jedrni brsti (NB; iz angl. nuclear budds) 

Poleg mikrojeder in nukleoplazmatskih mostiĉkov metoda CBMN omogoĉa zaznavanja tudi 

jedrnih brstov. Jedrni brsti predstavljajo mehanizem, s katerim celice izloĉijo pomnoţeno 

DNA. Skupek pomnoţenih genov je selektivno lociran na obrobju jedra in je z njim povezan z 

ozkim ali širokim pecljem nukleoplazmatskega materiala.  

 

Kriteriji za štetje mikrojeder v CBMN testu:  

 MN se šteje samo v dvojedrnih celicah, 

 barva MN mora biti enaka ali temnejša kot barva glavnih jeder,  

 MN morajo biti okrogle ali ovalne oblike,  

 MN mora biti od jedra popolnoma loĉen, 

 MN naj ne bi bil oddaljen od glavnih jeder veĉ kot dva premera glavnega jedra, 

 ĉe ima celica glavni jedri in veliko manjših jeder je verjetno apoptotska, tega ne 

štejemo 

 MN mora biti manjši kot ¼ velikosti glavnega jedra 

 šteje se lahko tudi celice, ki so v skupkih, vendar morajo biti meje med citoplazmo 

vidne 

 šteje se mikrojedra, nukleoplazmatske mostiĉke in jedrne brste. 

 

Poleg mikrojeder se v testu CBMN vedno upošteva tudi število eno- (M1), dvo- (M2) in veĉ-

jedrnih celic (M3). S tem se doloĉi delitveni indeks celic (NDI; iz angl. nuclear division 

index) in morebitni vpliv preiskovane snovi na delitveni cikel. Na vzorec se prešteje 1000 

dvojedrnih celic (N), z razliĉnimi oblikami poškodb (MN, NPB,..) ter dodatnih 500 celic, kjer 

se upošteva le število eno-, dvo- in tro- oziroma veĉ-jedrnih celic (Fenech, 1993 in 2000). 

 

NDI (delitveni indeks celic) = (M1+2xM2+3xM3)/N 

 

3.2.3.4.2 POTEK DELA 

 

Priprava celic HepG2 

Celice HepG2 smo nasadili na plastenke za gojenje celiĉnih kultur s površino 25 cm
2
 (T25). 

Nasajali smo z gostoto 800.000 celic/plošĉo, dodali 5 mL celiĉnega medija in inkubirali 24 ur, 

pri 37°C in vlaţni 5% CO2 atmosferi. Po inkubaciji smo serumski medij celicam odstranili in 

dodali novega z razliĉnimi koncentracijami HCA iz izvleĉka skorje in sredice peĉene 

perutnine ter kontrolami. Koncentracije izvleĉka skorje in sredice so bile 1, 0.2 in 0.04 vol% 

in pri tem v mediju ves ĉas ohranjali 1% koncentracijo metanola. Za kontrolo topila smo 

uporabili celiĉni medij z 1% metanolom, za pozitivni kontroli pa sta nam sluţila 10 µM BaP 

ter 250 µM MeIQx. Tretirane celice smo inkubirali 24 ur, pri 37°C in 5% CO2 atmosferi. Po 

preteĉeni inkubaciji smo medij z mutageni odstranili, celice 2-krat sprali s 1% PBS in dodali 

sveţe gojišĉe s citohalazinom B, v konĉni koncentraciji 2 µg/mL. HepG2 celice smo 
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inkubirali 26 ur, saj se v tem ĉasu 40-60% celic v kontrolni populaciji nahaja v dvojedrnem 

stanju. Po inkubaciji smo celicam odstranili gojišĉa in ta spravili v loĉene epruvete. Plošĉe 

smo nato sprali s 4 mL 1x PBS-a, ga odstranili in dodali v epruveto z odstranjenim medijem 

istega vzorca. Celice smo tripsinizirali z 1 mL tripsina in inkubirali 2-3 minute. Po inkubaciji, 

ko so se vse celice odlepile od podlage, smo plošĉe sprali z raztopino medija in PBS-a, ki smo 

jo hranili v epruveti. Suspenzijo smo s pomoĉjo stripete resuspendirali in jo nato centrifugirali 

5 minut pri 800 obratih/minuto in 4°C. Po centrifugiranju smo odstranili supernatant in dodali 

1 mL 1x PBS. S pipeto s plastiĉnim nastavkom smo razbili usedlino, suspenziji dodali novih 3 

mL PBS in raztopino centrifugirali 5 minut pri 800 obratih/minuto in 4°C. Po centrifugiranju 

smo vzorcem odstranili toliko supernatanta, da ga je v centrifugirki ostalo malo nad delom, 

kjer le-ta postane koniĉasta. S plastiĉno, pasteurjevo pipeto smo usedlino resuspendirali, v 

nagnjeno centrifugirko pa na rob poĉasi dodali 5 mL hladne hipotoniĉne raztopine (4°C) 75 

mM KCl. Centrifugirko smo 2-krat previdno obrnili med prsti (gor in dol med palcem in 

kazalcem). Po 5 minutah smo vzorce centrifugirali 5 minut pri 600 obratih/minuto in 4°C. 

Po centrifugiranju smo odstranili supernatant, tokrat pod ĉrto, ki oznaĉuje zaĉetek koniĉastega 

dela centrifugirke. Ob zgornji rob smo poĉasi dolivali 1 mL Karnojevega fiksativa (metanol-

ocetna raztopina v razmerju 3:1), s prsti potresli po centrifugirki, da se je usedlina odlepila od 

površine in dodali še 4 mL Karnojevega fiksativa. Takoj po dodanem fiksativu smo vzorcem 

dodali še 3 kapljice formaldehida in centrifugirke 2-krat obrnili med prsti. Vzorce smo nato za 

5 minut centrifugirali pri 600 obratih/minuto in 4°C. Postopek fiksacij s Karnojevim 

fiksativom smo ponovili še 2-krat, le da v naslednjih korakih nismo veĉ dodajali 

formaldehida. Po zadnjem fiksiranju smo odstranili supernatant do pribliţno 3 mm nad 

usedlino in le-to razbili z neţnimi udarci s prsti po centrifugirki. Suspenzijo celic smo s 

Karnojevim fiksativom nato razredĉili na ustrezno gostoto.  

 

Priprava stekelc 

Za test mikrojeder smo uporabili obiĉajna objektna stekeleca, ki smo jih ĉez noĉ namakali v 

etru. Pred uporabo smo stekelca posušili z obţiganjem. Na objektnike smo nanašali 15 µL 

celiĉne suspenzije in jo skušali porazdeliti po celotni površini stekelca. Za vsak vzorec smo 

naredili štiri stekelca, jih posušili na sobni temperaturi in shranili v škatlico za preparate. 

Preparate smo imeli med ovrednotenjem zakodirane. 

 

Barvanje stekelc 

Preparate smo pred mikroskopiranjem v zatemnjenem prostoru barvali z barvilom akridin 

oranţ (AO), v koncentraciji 10 µg/mL. Na preparate smo nanašali pribliţno 50 µl barvila in 

jih pokrili s krovnimi stekelci. 

 

Štetje mikrojeder 

Mikrojedra celic smo opazovali in šteli s pomoĉjo mikroskopa (Nicon Eclipse E800, 

Japonska) s fluorescentno svetlobo (Nikon HB-10104AF, Japonska) pri 400-kratni poveĉavi. 

Za vsak posamezen vzorec smo prešteli 1000 dvojedrnih celic, ki smo jih glede na vrsto 

poškodbe uvrstili v skupino z enim, dvema ali tremi mikrojedri, nukleoplazmatskim 

mostiĉkom, jedrnim brstom, mikrojedrom in jedrnim brstom ali mikrojedrom in 
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nukleoplazmatskim mostiĉkom in dodatnih 500, pri ĉemer smo upoštevali le to, ali ima celica 

eno, dve ali veĉ jeder. S pomoĉjo razmerja med enojedrnimi, dvojedrnimi in veĉjedrnimi 

celicami smo doloĉili delitveni indeks celic (povzeto po navodilih 10G-Pos, Test mikrojeder, 

laboratorija GEN). 

 

Analiza rezultatov 

Rezultate smo analizirali s statistiĉnim programom GraphPad Prism 5 in jih ovrednotili s 

Student t-testom (p<0.05). 

 

 

3.2.3.5 IZRAŽANJE IZBRANIH GENOV, KI SO VKLJUČENI V METABOLNO 

PRETVORBO KSENOBIOTIKOV, ODGOVOR CELICE NA POŠKODBE 

DNA IN APOPTOZO 

 

3.2.3.5.1 PRIPRAVA IN TRETIRANJE CELIC HEPG2 

 

Celice HepG2 smo nasadili na plastenke s površino 25 cm² (T25) z gostoto 800.000 celic/mL, 

dodali 5 mL celiĉnega medija in inkubirali 24 ur pri 37°C in vlaţni 5% CO2 atmosferi. Po 

inkubaciji smo serumski medij odstranili in celicam dodali sveţ medij z dodanimi vzorci. 

Testirali smo 1 vol% izvleĉka skorje in 1 vol% izvleĉka sredice peĉene perutnine, PhIP 

(koliĉino heterocikliĉnega amina PhIP, ki jo vsebuje 1 vol% izvleĉka skorje in znaša 0.647 

µg/mL), MeIQx (koliĉino heterocikliĉnega amina MeIQx, ki jo vsebuje 1 vol% izvleĉka 

skorje in znaša 0.6721 µg/mL), PhIP z MeIQx (koliĉino obeh heterocikliĉnih aminov, ki ju 

vsebuje 1 vol% izvleĉka skorje in znaša 0.647 µg/mL in 0.6721 µg/mL), 250 µM MeIQx 

(53.31 µg/mL) in 30 µM benzo(a)piren (BaP) kot pozitivno kontrolo poskusov. Testirali smo 

tudi kontrolo celiĉnega medija in kontrolo topila, kjer je serumski medij vseboval 1% 

metanol. Celice smo po tretiranju inkubirali za 24 ur, pri 37°C in 5% CO2 atmosferi.  

 

3.2.3.5.2 IZOLACIJA mRNA S TRIZOL
®

 REAGENTOM 

 

Izolacija mRNA s Trizol
®
 reagentom omogoĉa pridobivanje celokupne RNA iz celiĉnih 

kultur ali tkiv. Ta naĉin izolacije uporabljamo v primeru, kadar ţelimo izolirati veĉje koliĉine 

RNA, od 50 mg do 1 g, ali krajše fragmente ribonukleinskih kislin. Trizol
®
 reagent 

(GibcoBRL Life Tehnology) je monofazna raztopina fenola in gvanidin izotiocianata, ki na 

vzorec deluje na veĉ naĉinov. Med homogenizacijo in lizo vzorca vzdrţuje integriteto RNA, 

celice, njene komponente pa razgradi. Po dodatku kloroforma v vzorce, se raztopina loĉi na 

zgornjo vodno fazo in spodnjo organsko fazo. RNA se nahaja v vodni fazi, ekstrahira pa se jo 

z izopropilalkoholom. Potopek izolacije RNA je v našem eksperimentu sluţil kot predhodnji 

korak za analizo izraţanja genov z qrtPCR. 
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3.2.3.5.2.1 POTEK IZOLACIJE mRNA 

 

Po inkubaciji smo tretiranim celicam medij z mutageni odstranili. Celice smo 2-krat sprali s 

1x PBS in plošĉe prestavili v digestorij. Vsakemu vzorcu smo dodali 1.5 mL Trizol
® 

reagenta 

in celice inkubirali, dokler se niso odlepile od podlage. S 5 mL stripeto smo viskozno 

raztopino prenesli v epice in vzorce razdelili na dva dela (2x750 µL). Po homogenizaciji smo 

v vsako epico odpipetirali 150 µL kloroforma in 8 µL glikogena (v zaĉetni koncentraciji 2 

mg/mL). Epice v stojalu smo prekrili z brisaĉko, jih moĉno pretresli in centrifugirali 15 

minut, pri 12000 g in 4°C. V nadaljnih korakih testa smo ves material in pripomoĉke pred 

uporabo razkuţili z RNA inhibitorji. S tem smo ţeleli prepreĉiti morebitno kontaminacijo in 

razgradnjo obĉutljive ribonukleinske kisline. Po centrifugiranju smo vodno fazo raztopin, v 

kateri se je nahajala RNA, prenesli v nove epice. V vsak vzorec smo dodali 0.375 ml 

izopropilalkohola, ga premešali na vibracijskem stresalniku in shranili ĉez noĉ na -20°C. 

Naslednji dan smo vzorce RNA na sobni temperaturi odtalili in jih za 10 minut centrifugirali 

pri 12000 g in 4°C. Po centrifugiranju smo odstranili supernatant, dodali vzorcem 750 µL 

75% etanola in jih premešali na vorteksu, da se je RNA v obliki usedline odlepila od površine 

epice. Vzorce smo nato centrifugirali 5 minut, pri 7500 g in 4°C in postopek spiranja še 1-krat 

ponovili. Po centrifugiranju smo vzorcem previdno odstranil supernatant in usedlino RNA 

vzorcev posušili v laminariju. Ĉas sušenja je trajal od 10 do 30 minut. V tem ĉasu smo bili 

pozorni, da se usedlina ni popolnoma izsušila, saj bi s tem moĉno zmanjšali njeno topnost. Ko 

se je RNA posušila, smo vzorĉke raztopili v 10 µL DEPC (iz angl. diethyl pyrocarbonate-

phosphate buffer) vode (voda brez RN-az) in jih poloţili na led (povzeto po navodilih 10G-

Pos07-02, Izolacija RNA in DNA s Trizol
®
 reagentom, laboratorija GEN). 

 

3.2.3.5.2.2 MERJENJE KONCENTRACIJE mRNA 

 

Merjenje koncentracije mRNA sluţi za doloĉitev celokupne koliĉine ribonukleinske kisline v 

vzorcu. S postopkom smo ţeleli preveriti uspešnosti izolacije mRNA. Izraĉunali smo 

koncentracijo mRNA in jo v vseh vzorcih uravnali na 1 µg za reverzno transkripcijo. 

Koncentracijo mRNA smo merili na aparaturi NanoDrop 1000 (NanoDrop Tehnologis, ZDA). 

Podatke smo spremljali v raĉunalniškem programu ND-1000 V3.3.0, kjer smo oznaĉili 

moţnost za zaznavanje nukleinskih kislin.  

 

3.2.3.5.2.2.1 POTEK MERJENJA KONCENTRACIJE mRNA 

 

Epice z vzorci smo poloţili v termoblok na 55-60°C in jih inkubirali 10 minut. Usedlina RNA 

se je v vodi brez RN-az tako bolje raztopila, takoj zatem pa smo epice poloţili nazaj na led. Z 

10 µL pipeto smo posamezne vzorĉke premešali in vzorec, ki smo ga na zaĉetku izolacije 

mRNA razdelili na dva dela, zdruţili v skupno epico. Vzorce smo centrifugirali z namizno 

centrifugo (short spin), 2-krat do 3000 obratov, in jih poloţili na led. Aparat NanoDrop 1000 

smo umerili z 1 µL DEPC vode nato pa priĉeli z analizami koncentracij RNA posameznih 

vzorĉkov.  
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Na aparat smo nanašali po 1 µL vzorca. Po konĉani analizi smo vzorĉke razredĉili z DEPC 

vodo na pribliĉno 1000 ng/µL in postopek merjenja ponovili. Vsak vzorĉek smo na koncu 

razdelili na tri dele in jih shranili na -80°C. 

 

3.2.3.5.3 PREPIS mRNA V cDNA 

 

Reverzna transkripcija je postopek, s katerim iz matriĉne RNA sintetiziramo njej 

komplementarno verigo, imenovano komplementarna DNA (cDNA). Reakcija pridobivanja 

DNA poteka v nasprotni smeri kot obiĉajni prepis, zaradi ĉesar je postopek dobil ime 

reverzna oz. obratna transkripcija. Molekula RNA je zelo nestabilna, enoveriţna in tvori 

sekundarne strukture. Z reverzno transkripcijo smo celokupno mRNA prepisali v cDNA. 

Veriga cDNA je stabilnejša in nam poleg tega sluţi za nadaljnjo uporabo v kvantitativnem 

rtPCR. Postopek veriţne reakcije s polimerazo uporablja encim DNA polimerazo, zaradi 

ĉesar je zapis z deoksiribonukleotidnimi gradniki za analizo izraţanja genov nujno potreben. 

Reakcijo obratnega prepisovanja smo izvedli z nespecifiĉnimi, nakljuĉnimi 

oligonukleotidnimi zaĉetniki, ki so nam omogoĉili prepisovanje celotne RNA, neodvisno od 

nukleotidnega zaporedja matriĉne verige. 

 

3.2.3.5.3.1 PRIPRAVA REAKCIJSKE ZMESI ZA REVERZNO TRANSKRIPCIJO (RT) 

 

Preglednica 15: Reakcijska mešanica za RT. 

Volumni za 1 vzorec (µL):  

10x RT pufer 5 µL 

25X dNTP mešanica 2 µL 

10x nakljuĉni oligonukleotidni zaĉetniki 5 µL 

Multi scribe RT (50 U/µL) 2.5 µL 

RNAzni inhibitor (20 U/µL) 2.5 µL 

DEPC voda 8 µL 

VSOTA 25 µL 

 

Sestavine potrebne za reakcijsko mešanico za RT smo odtajali na sobni temperaturi in 

centrifugirali z namizno centrifugo. V 1.5 ml epico smo odpipetirali volumne zmesi, 

preraĉunane na vsoto števila vzorcev plus dva, za morebitne napake pipetiranja. Reakcijsko 

zmes smo premešali na vibracijskem stresalniku in centrifugirali z namizno centrifugo.  

 

3.2.3.5.3.2 POTEK PREPISA mRNA v cDNA (reverzna transkripcija) 

 

Vzorce mRNA smo odtajali na sobni temperaturi in centrifugirali z namizno centrifugo. V 

mikrocentrifugirkah smo pripravili 25 µL redĉine vzorcev mRNA, katere koncentracija za 

prepis je bila uravnana na 1 µg/µL. mRNA smo redĉili z DEPC vodo v razmerju 1:25 (1 µl 

mRNA v 24 µL DEPC vode) in vzorce centrifugirali z namizno centrifugo od 3 do 5 sekund 

(do 3000 obratov). V redĉine vzorcov smo dodali 25 µL reakcijske mešanice za RT in vzorce 

ponovno centrifugirali. Sledila je reakcija reverzne transkripcije. 
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Obratno prepisovanje je potekalo v aparatu GeneAmp System 9700 (Applied Biosystem, 

ZDA). Pogoji reverzne transkripcije v termobloku so bili: 

 10 minut pri 25°C (prileganje nakljuĉnih oligonukleotidnih zaĉetnikov) 

 120 minut pri 37°C (sinteza cDNA). 

 

3.2.3.5.4 KVANTITATIVNA VERIŢNA REAKCIJA S POLIMERAZO (qPRC) 

 

Veriţna reakcija s polimerazo (PCR; iz angl. polymerase chain reaction) je in vitro metoda, s 

katero lahko v kratkem ĉasu sintetiziramo veliko število kopij ţeljenega odseka DNA. 

Metodo je leta 1983 razvil Kary B. Mullis in 10 let kasneje zanjo prejel Nobelovo nagrado. Z 

leti so razvili veĉ razliĉic PCR. Danes je metoda ena od osnovnih laboratorijskih tehnik, ki jo 

razliĉni raziskovalni inštituti uporabljajo z mnogimi aplikacijami (DNA sekvenciranje, 

analiza genov, kliniĉna diagnostika, id.). 

 

Kvantitativna veriţna reakcija s polimerazo v realnem ĉasu je zelo natanĉna in obĉutljiva 

metoda za doloĉanje izraţanja genov v vzorcu. V primerjavi z obiĉajnim PCR nam ta oblika 

metode poleg zaznavanja prisotnosti vzorca in loĉevanja segmentov omogoĉa tudi merjenje 

koliĉine produkta v vsakem ciklu posamezne reakcije. S pomoĉjo slednjega podatka lahko v 

toĉno doloĉeni stopnji reakcije (eksponentni fazi) sklepamo na zaĉetno število kopij zapisa, ki 

ga analiziramo. Teoretiĉno lahko s kvantitativnim PCR v realnem ĉasu zaznamo eno samo 

kopijo gena, v praksi pa je najniţja vrednost, ki jo zanesljivo doloĉimo, ocenjena na 5 kopij 

(Wong in sod., 2005). 

 

Reakcijsko zmes PCR reakcije sestavljajo matriĉna DNA, kratki zaĉetni oligonukleotidi, 

DNA polimeraza, deoksiribonukleozid-trifosfati in pufer. Reakcija poteka cikliĉno in v veĉih 

fazah. V prvi, ki jo imenujemo stopnja denaturacije, se zaradi segrevanja do pribliţno 95°C 

razklene dvoveriţna matriĉna DNA. Temperatura reakcije se v drugi fazi zniţa na 40-60°C, 

kar omogoĉa vezavo zaĉetnih oligonukleotidov (stopnja prileganja). V zadnji fazi temperatura 

ponovno naraste, tokrat na 72°C, kar je optimum delovanja DNA polimeraze (stopnja 

podaljševanja). Polimeraza izgradi novo, komplementarno DNA v smeri od 5´ proti 3´koncu 

verige, ki nato v nadaljnih ciklih reakcije predstavlja matrico za pomnoţevanje. Obiĉajno 

število ciklov pomnoţevanja je od 20 do 40 (Arko, 2004). 

 

TaqMan metoda (Applied Biosystems, ZDA) je ena izmed oblik kvantitativnega PCR. V 

razliĉici se poleg vseh sestavin reakcijske zmesi uporablja še s fluorofori oznaĉeno sondo, ki 

se veţe na del zaporedja med zaĉetnimi oligonukleotidi, ki se pomnoţuje. Metoda TaqMan 

temelji na tem, da aparat po vsakem ciklu pomnoţevanja zazna fluorescentni signal, ki nastaja 

med pomnoţevanjem produkta PCR. Za meritev le-tega izkorišĉa princip fluorescentnega 

resonanĉnega prenosa energije (FRET; iz angl. fluorescence resonance energy transfer) iz 

donorske (reportersko barvilo) na akceptorsko molekulo (dušilec). Sonda, ki se uporablja, je 

enoveriţni oligonukleotidni fragment. Ta se komplementarno prilega eni verigi amplikona in 

se pomnoţuje (specifiĉnost sonde). Na 5´ koncu je oznaĉena z reporterskim fluorescentnim 

barvilom (FAM), na 3´ koncu pa z zaviralcem signala (fluorecsentno barvilo TAMRA) 
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(Eurogentec, 2004; Arko, 2004). Dokler sta na sondo vezani obe molekuli v razdalji manjši 

od 0.1 nm, ekscitacija reporterskega barvila povzroĉi prenos energije na molekulo akceptorja 

(zaviralca). Donor se vrne v osnovno stanje in poslediĉno zato ne oddaja fluorescentne 

svetlobe. Po prileganju in zaĉetku podaljševanja Taq polimeraza s svojo 5´ eksonukleazno 

aktivnostjo, sondo razgradi in barvili reporterja in dušilca se sprostita v raztopino. Prihaja do 

ireverzibilnega porasta fluorescence reporterja (FAM), kar se zazna kot signal sporoĉevalnega 

barvila. Pri prepisu ene molekule tarĉnega zaporedja se sprosti ena molekula fluorescentnega 

barvila. Koliĉina fluorescence je tako sorazmerna koliĉini produkta danega cikla, zaporedna 

številka cikla, pri katerem produkt preide doloĉen prag detekcije, pa je sorazmeren s koliĉino 

tarĉne cDNA v vzorcu. Koncentracija cDNA sluţi za merilo relativne koliĉine mRNA 

posameznega gena (Eurotgentec, 2004; Bustin, 2004). 

 

Analiza rezultatov poteka s pomoĉjo raĉunalnika in ustreznih programov, ki med procesom 

pomnoţevanja zbira podatke o fluorescenci in jih na koncu prikaţe v grafiĉni obliki. Graf 

rezultatov prikazuje spremembo med fluorescenco produkta in fluorescenco ozadja. Zaznava 

fluorescentnega signala se vrši v vsakem ciklu PCR reakcije. V zgodnjih ciklih, ko 

fluorescenca produkta ne preseţe obarvanosti ozadnja, doloĉimo bazno linijo. Toĉka, kjer 

signal poroĉevalske molekule preide nad vrednost praga (bazne linije), predstavlja Ct 

vrednost (Giulietti in sod., 2001). Ct vrednost predstavlja intenziteto fluorescence, ki se 

znaĉilno razlikuje od fluorescence ozadja. Med eksponentno fazo je pomnoţevanje DNA 

optimalno. Pri 100% uĉinkovitosti pomnoţevanja in v idealnih pogojih se z vsakim ciklom 

koliĉina produkta podvoji. V zadnji stopnji reakcija doseţe plato fazo. Produkt ne nastaja veĉ, 

saj pride do porabe reagentov in drugih sestavin, kopiĉenja inhibitornih produktov in upada 

encimske aktivnosti polimeraze (Arko, 2004, Wong in Medrano, 2005). 

 

Parametri, ki jih moramo poznati za interpretacijo rezultatov so sledeĉi: 

 Bazna linija: pove število ciklov reakcije, pri katerih jakost fluorescence še ne doseţe 

praga detekcije.  

 ΔRn: ΔRn je razlika med emisijo fluorescence produkta (Rn) in fluorescentnim 

signalom bazne linije.  

 Praţna vrednost: je vrednost, pri kateri signal nastalega produkta preseţe signal 

ozadja. Vrednost je obiĉajno izraĉunana kot 10-kratna standardna deviacija 

povpreĉnega signala bazne linije. 

 Ct vrednost: je cikel, v katerem fluorescenca produkta preseţe linijo praţne vrednosti. 

Ct vrednost je obratnosorazmerna z zaĉetnim številom kopij matrice. Veĉ kopij 

tarĉnega zaporedja pomeni manjše število ciklov za pojav fluorescence (Walker, 

2002), 

 Standardna krivulja: je krivulja, ki prikazuje logaritem zaĉetne koliĉine vzorca v 

odvisnosti od vrednosti Ct. Pripravimo jo z redĉitveno vrsto znanih koncentracij 

standarda.  
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Za analizo podatkov se uporabljata dve metodi: absolutna in relativna kvantifikacija. Ĉe 

ţelimo podatek o toĉni koncentraciji specifiĉnega gena, uporabljamo absolutno kvantifikacijo. 

Analiza podatkov poteka s pomoĉjo standardne krivulje, pridobimo jo s serijskim redĉenjem 

referenĉnega gena znane koncentracije, kar omogoĉa doloĉitev števila kopij iskanega gena na 

podlagi njegove Ct vrednosti. Z relativno kvantifikacijo doloĉimo razmerje med koncentracijo 

gena, ki ga analiziramo in standardom (referenĉni gen). Rezultate pridobimo na razliĉne 

naĉine iz Ct vrednosti in uĉinkovitosti pomnoţevanja (Wong in Medrano, 2005). 

 

Pri izvedbi kvantitativnega PCR v realnem ĉasu smo uporabljali TaqMan metodo in 

specifiĉne oligonukleotidne zaĉetnike za pomnoţevanje genov CYP1A1, CYP1A2, UGT1A1, 

NAT2, CDKN1A, MDM2,  BAX in BCL-2. Kot kontrolo, na katero smo normalizirali izraţanje 

preiskovanih genov, smo uporabili gen GAPDH. Za univerzalno mešanico (za veriţno 

reakcijo s polimerazo) smo uporabljali Taqman Universal PCR Master Mix (Applied 

Biosystem, ZDA), ki vsebuje Taq polimerazo in vse potrebne kofaktorje. 

 

3.2.3.5.4.1 PRIPRAVA REAKCIJSKE MEŠANICE ZA PCR POSAMEZNEGA GENA  

 

Preglednica 16: Reakcijska mešanica za PCR posameznega gena. 

Volumni za 1 vzorec (µL):  

Master-Mix 5 µL 

Prim.kit 0.5 µL 

DEPC voda 3.5 µL 

VSOTA 9.0 µL 

 

Master-Mix in oligonukleotidne zaĉetnike smo odtajali na sobni temperaturi, centrifugirali z 

namizno centrifugo in postavili na led. V loĉene epice smo za vsak posamezen 

oligonukleotidni zaĉetnik odpipetirali volumne reakcijske zmesi, preraĉunane na vsoto števila 

vzorcev plus dva, za morebitne napake pipetiranja. Epice z raztopinami smo premešali na 

vibracijskem stresalniku in centrifugirali z namizno centrifugo. 

 

3.2.3.5.4.2 POTEK KVANTITATIVNE REAKCIJE Z VERIŽNO POLIMERAZO 

 

Zamrznjene vzorce cDNA smo na sobni temperaturi odmrznili in jih centrifugirali ter 

postavili na led. Z veĉstopenjsko pipeto smo na prozorno plošĉo s 384 luknjicami sprva 

nanašali po 9 µL reakcijske zmesi za posamezen gen, nato pa ji dodali 1 µL posameznega 

vzorca. Za vsak vzorec smo naredili dve paraleli. Po konĉanem nanašanju smo plošĉico 

prelepili z adhezivno folijo, ki prepreĉuje izhlapevanje, in jo centrifugirali za 3 minute pri 

3000 obratov/minuto. Po centrifugiranju smo plošĉo prestavili v aparat za kvantitativni PCR - 

ABI Prism 7900 Sequence Detection System (Applied Biosystem, ZDA), kjer se je izvajalo 

pomnoţevanje specifiĉnih odsekov cDNA. 
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Reakcija qrtPCR je potekala pri standardnih temperaturnih pogojih: 

 Zaĉetna denaturacija vzorca: 

o 2 minuti pri 50°C, 

o 10 minut pri 95°C (aktivacija DNA polimeraze). 

 Pomnoţevanje (45 ciklov): 

o 15 sekund pri 95°C (denaturacija), 

o 1 minuta pri 60°C (pripenjanje zaĉetnih oligonukleotidov in podvajanje DNA). 

 

Analiza podatkov 

Podatke smo analizirali z uporabo ΔΔCt algoritma, ki razlike v izraţanju prikaţe kot deleţ 

spremembe izraţanja tarĉnega gena glede na kontrolni vzorec. Test smo izvedli v treh 

neodvisnih poskusih. Statistiĉno znaĉilno razliko glede na kontrolno skupino smo ovrednotili 

s Student t-testom in p<0.05. 
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4 REZULTATI 

 

4.1 DOLOČANJE HCA V IZVLEČKU PIŠČANČJEGA MESA 

 

Najprej smo v izvleĉku iz peĉenega pišĉanĉjega mesa z uporabo tekoĉe kromatografije-masne 

spektrometrije (LC-MS/MS) in masnoselektivnega detektorja (ESI+ naĉin) doloĉili vsebnost 

in sestavo HCA. Analizo izvleĉkov so pripravili na Oddelku za ţivilstvo Biotehniške fakultete 

Univerze v Ljubljani. 

 

Piščančji izvleček 

(SKORJA) 

µg/mL 

PhIP 64.70 

MeIQx 67.21 

DiMeIQx 8.33 

Vsota HCA 140.24 

Piščančji izvleček 

(SREDICA) 

n.d. 

Preglednica 17: Sestava in koliĉina HCA v izvornem in 100-krat redĉenem (1 vol%) izvleĉku 

peĉenega pišĉanĉjega mesa. 
Pišĉanĉji izvleĉek je bil pripravljen iz 10.134 kg pišĉanĉjega mesa po postopku opisanem v metodah in 

materialih (3.2.1). 

 

Rezultati analize mesnega izvleĉka (Preglednica 17) so pokazali prisotnost treh 

heterocikliĉnih aminov, in sicer PhIP, MeIQx in DiMeIQx, v izvleĉku skorje peĉenega 

pišĉanĉjega mesa. Najvišjo koncentracijo ima MeIQx, z 67.21 µg/mL, sledi mu PhIP, z 64.70 

µg/mL, v veliko niţji koncentraciji pa je prisoten DiMeIQx, z 8.33 µg/mL. Celokupna 

koliĉina HCA v izvleĉku skorje peĉenega pišĉanĉjega mesa je 140.24 µg/mL. HCA v 

izvleĉku sredice peĉenega pišĉanĉjega mesa nismo zaznali. Spodnja meja zaznave pri analizi 

HCA je bila 0.001 µg/mL. Razpredelnica 1% koncentracije izvleĉka skorje peĉene perutnine 

predstavlja 100-kratno redĉitev vzorca, ki smo jo v nadaljnih poskusih uporabili kot najvišjo 

testirano koncentracijo.  

 

1 vol% izvlečka 

skorje 

µg/mL 

PhIP 0.647 

MeIQx 0.6721 

DiMeIQx 0.0833 
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4.2 TESTI NA BAKTERIJAH  

 

V prvem delu diplomske naloge smo ţeleli preveriti ali imata izvleĉka peĉenega pišĉanĉjega 

mesa mutagen uĉinek na bakterije. Uporabili smo Amesov test na bakterijah vrste S. 

typhimurium, sev TA98.  

 

4.2.1 AMESOV TEST 

 

Z Amesovim testom smo ugotavljali potencialno mutageno delovanje izvleĉkov skorje in 

sredice peĉenega pišĉanĉjega mesa. Bakterije vrste S. typhimurium, sev TA98, smo izpostavili 

razliĉnim koncentracijam izvleĉka sredice peĉenega pišĉanĉjega mesa (1.25, 2.5, 5 in 10 

µL/plošĉo) (Slika 9) in izvleĉka skorje peĉenega pišĉanĉjega mesa (0.125, 0.25, 0.5 in 1 

µL/plošĉo) (Slika 10), v prisotnosti metabolnih aktivatorjev S9 (4%). Pri testu smo naredili 

tudi kontrolo gojišĉa in kontrolo topila (1% metanol). Na sliki je prikazana kontrola topila, ki 

se ni razlikovala od kontrole gojišĉa. 

 

Slika 8: Število revertiranih kolonij v odvisnosti od koncentracije izvleĉka sredice peĉenega 

pišĉanĉjega mesa. 
Bakterije S. typhimurium seva TA98 smo izpostavili razliĉnim koncentracijam izvleĉka sredice (0, 1.25, 2.5, 5 in 

10 µL/plošĉo). Rezultati so prikazani kot odnos med številom spontanih revertant glede na koncentracijo 

izvleĉka sredice peĉenega pišĉanĉjega mesa (±SD). 

 

Pri Amesovem testu predstavlja pozitiven rezultat od doze odvisno in najmanj dvakratno 

poveĉanje števila revertiranih kolonij v primerjavi s kontrolo. Iz rezultatov (Slika 8) je 

razvidno, da je izvleĉek sredice peĉenega pišĉanĉjega mesa povzroĉil statistiĉno znaĉilno 

poveĉanje števila revertant pri koncentracijah 5 in 10 µL/plošĉo. Pri ostalih dveh 

koncentracijah (2.5 in 1.25 µL/plošĉo) statistiĉno znaĉilnega poveĉanja števila kolonij nismo 

zasledili. Razvidno je narašĉanje števila revertiranih kolonij v odvisnosti od narašĉanja 

koncentracije izvleĉka. 
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Slika 9: Število revertiranih kolonij v odvisnosti od koncentracije izvleĉka skorje peĉenega 

pišĉanĉjega mesa. 
Bakterije S. typhimurium seva TA98 smo izpostavili razliĉnim koncentracijam izvleĉka skorje (0.125, 0.25, 0.5 

in 1 µL/plošĉo). Za kontrolno topila (0 µL/plošĉo) smo namesto izvleĉka dodali 1% metanol. Vsako 

koncentracijo smo testirali v treh paralelkah. Rezultati so prikazani kot odnos med številom spontanih revertant 

in koncentracijo izvleĉka skorje peĉenega pišĉanĉjega mesa (± SD). 

 

Vse testirane koncentracije izvleĉka skorje peĉenega pišĉanĉjega mesa kaţejo statistiĉno 

znaĉilno povišanje števila revertant glede na kontrolo (Slika 9). Ţe pri najniţji testirani 

koncentraciji (0.125 µL izvleĉka/plošĉo) smo zaznali pribliţno 4.5-kratno povišanje števila 

revertiranih kolonij, pri najvišji (1 µL izvleĉka/plošĉo) pa skoraj 30-kratno glede na kontrolno 

skupino. Iz rezultatov je razvidno od doze odvisno narašĉanje mutagenega uĉinka izvleĉka. 

 

 

* 

* 

* 

* 
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4.3 TESTI NA MODELU SESALČJIH CELIC ČLOVEŠKEGA HEPATOMA 

(HepG2) 

 

V drugem delu diplomske naloge smo ţeleli ugotoviti ali imata izvleĉka (skorja in sredica) 

peĉenega pišĉanĉjega mesa citotoksiĉen in genotoksiĉen uĉinek na celice ĉloveškega 

hepatoma, HepG2 celice. Za doloĉanje citotoksiĉnosti smo uporabili test MTT, za doloĉanje 

genotoksiĉnosti pa alkalni test komet in test mikrojeder. Spremembo izraţanja genov zaradi 

delovanja izvleĉkov smo ugotavljali s kvantitativno veriţno reakcijo s polimerazo (qrtPCR). 

 

4.3.1  TEST MTT 

 

S testom MTT smo najprej ţeleli preveriti morebitno citotoksiĉno delovanje izvleĉka skorje in 

sredice peĉenega pišĉanĉjega mesa. Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili razliĉnim 

koncentracijam izvleĉka sredice in skorje peĉenega pišĉanĉjega mesa (0.0625, 0.125, 0.25, 

0.5 in 1 vol% vzorca). Testirali smo tudi kontrolo topila, kjer smo gojišĉu celic dodali 1% 

metanol. Za pozitivno kontrolo smo uporabili MeIQx (500 µM). 

 

Slika 10: Doloĉanje citotoksiĉnega delovanja razliĉnih koncentracij izvleĉka skorje in sredice 

peĉenega pišĉanĉjega mesa na celiceh HepG2. 
Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili razliĉnim koncentracijam izvleĉka sredice in skorje peĉenega pišĉanĉjega 

mesa (0, 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5 in 1 vol%) in nato ugotavljali ţivost celic s testom MTT. Za pozitivno kontrolo 

smo uporabili MeIQx (500 µM). Rezultati so podani kot odstotek preţivetja celic glede na kontrolo (± SD). 

 

Nobena od testiranih koncentracij izvleĉka skorje in sredice peĉenega pišĉanĉjega mesa ni 

zmanjšala preţivetja celic HepG2 v primerjavi s kontrolno skupino (Slika 10). Statistiĉno 

znaĉilno zniţanje preţivetja je povzroĉila le pozitivna kontrola MeIQx (500 µM= 106.62 

µg/mL), ki vsebuje 158.64-krat višjo koncentracijo MeIQx, kot ga vsebuje 1 vol% izvleĉka 

skorje peĉene perutnine.  
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4.3.2 ALKALNI TEST KOMET 

 

Z alkalno razliĉico testa komet smo preverjali genotoksiĉni uĉinek izvleĉkov peĉenega 

pišĉanĉjega mesa na podlagi nastanka prelomov v molekuli DNA. Celice HepG2 smo za 24 

ur izpostavili razliĉnim koncentracijam izvleĉkov sredice in skorje peĉenega pišĉanĉjega 

mesa (0.008, 0.04, 0.2 in 1 vol%). Za pozitivno kontrolo smo uporabili MeIQx (250 µM) in 

BaP (30 µM), za kontrolo topila pa 1% metanol.  

 

Slika 11: Doloĉanje genotoksiĉnega delovanja razliĉnih koncentracij izvleĉkov skorje in sredice 

peĉenega pišĉanĉjega mesa na celicah HepG2. 
Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili razliĉnim koncentracijam izvleĉkov sredice in skorje peĉenega 

pišĉanĉjega mesa (0, 0.008, 0.04, 0.2 in 1 vol%). Celice pozitivne kontrole smo izpostavili MeIQx (250 µM) in 

BaP (30 µM) in genotoksiĉno delovanje preverjali s testom komet. Celoten poskus smo izvedli v treh neodvisnih 

ponovitvah in znotraj poskusa analizirali po 50 jeder za vsak vzorec. Rezultati so podani kot odstotek DNA v 

repu in prikazani kot grafikon kvantilov. Razlike med celicami, tretiranimi z razliĉnimi vzorci in kontrolnimi 

celicami, smo analizirali z enosmerno analizo variance (ANOVA, Kruskal-Wallis). Za primerjavo vrednosti 

median % DNA v repu (ĉrta, ki razmejuje kvantil) smo uporabli test Dunnet, s statistiĉno znaĉilno razliko 

p<0.05. 

 

Pri testiranju razliĉnih koncentracij izvleĉkov sredice in skorje peĉenega pišĉanĉjega mesa 

nismo zaznali statistiĉno znaĉilnega genotoksiĉnega delovanja (Slika 11). Rahlo povišanje v 

koliĉini poškodovane DNA opazimo pri 1 vol% izvleĉka skorje peĉene perutnine, vendar 

rezultat ne predstavlja statistiĉno pomembnega povišanja. Statistiĉno znaĉilno poveĉanje 

opazimo pri pozitivni kontroli BaP (30 µM), ki prikazuje 3.27-kratno poveĉanje koliĉine 

poškodovane DNA v primerjavi s kontrolo, medtem ko povišanja nismo zaznali pri MeIQx. 

 

 

% vzorca 

* 
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4.3.3 TEST MIKROJEDER 

 

S testom mikrojeder smo ţeleli ugotoviti ali izvleĉka peĉenega pišĉanĉjega mesa povzroĉata 

nastanek DNA poškodb na nivoju kromosomov. Poškodbe, ki jih zaznamo s testom, se kaţejo 

v nastanku mikrojeder, nukleoplazmatskih mostiĉov in jedrnih brstov. Celice HepG2 smo za 

24 ur izpostavili razliĉnim koncentracijam izvleĉkov sredice in skorje peĉenega perutnine 

(0.04, 0.2 in 1 vol%). Pri kontroli topila smo celice izpostavili 1% metanolu. Za pozitivno 

kontrolo smo uporabili MeIQx (250 µM) in BaP (10 µM).  

 

 

 

Slika 12: Število HepG2 celic z mikrojedri v odvisnosti od razliĉnih koncentracij izvleĉkov peĉenega 

pišĉanĉjega mesa. 
Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili razliĉnim koncentracijam izvleĉkov sredice in skorje peĉenega 

pišĉanĉjega mesa (0, 0.04, 0.2 in 1 vol%). Celice pozitivne kontrole smo izpostavili delovanju MeIQx (250 µM) 

in BaP (10 µM). Genotoksiĉno delovanje izvleĉkov peĉene perutnine na celice HepG2 smo preverjali s testom 

mikrojeder. Število celic z mikrojedri je bilo prešteto na 1000 dvojedrnih celic za vsak vzorec. Celoten poskus 

smo izvedli v treh neodvisnih ponovitvah. Za analizo rezultatov smo uporabili Studentov t-test s statistiĉno 

znaĉilno razliko p<0.05. Podatki so prikazani kot število HepG2 celic z mikrojedri na 1000 dvojedrnih celic, po 

izpostavitvi razliĉnim koncentracijam izvleĉkov peĉenega pišĉanĉjega mesa (± SD). 

 

Pri testu mikrojeder smo zaznali od doze odvisno povišanje števila celic z mikrojedri, ki se je 

statistiĉno znaĉilno od kontrole razlikovalo pri 0.2 in 1 vol% izvleĉka skorje peĉenega 

pišĉanĉjega mesa (Slika 12). Statistiĉno znaĉilni uĉinek je imela tudi pozitivna kontrola BaP 

(10 µM), medtem ko se ostali vzorci (izvleĉek sredice in MeIQx) niso razlikovali od 

kontrolne skupine.  

 

* 

% vzorca 

* 

* 

* 
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Slika 13: Vpliv razliĉnih koncentracij izvleĉkov skorje in sredica peĉenega pišĉanĉjega mesa na 

nastanek vseh mikrojeder v HepG2 celicah. 
Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili razliĉnim koncentracijam izvleĉkov sredice in skorje peĉenega 

pišĉanĉjega mesa (0, 0.04, 0.2 in 1 vol%). Za pozitivno kontrolo smo celice izpostavili MeIQx (250 µM) in BaP 

(10 µM). Genotoksiĉno delovanje izvleĉkov peĉenega pišĉanĉjega mesa na celice HepG2 smo preverjali s 

testom mikrojeder. Število mikrojeder je bilo prešteto na 1000 dvojedrnih celic za vsak vzorec. Celoten poskus 

smo izvedli v treh neodvisnih ponovitvah. Za analizo rezultatov smo uporabili Studentov t-test s statistiĉno 

znaĉilno razliko p<0.05. Podatki so prikazani kot število mikrojeder na 1000 dvojedrnih celic HepG2, po 

izpostavitvi razliĉnim koncentracijam izvleĉkov peĉenega pišĉanĉjega mesa (± SD). 

 

Iz rezultatov (Slika 13) je razvidno od doze vzorca (skorje pišĉanĉjega izvleĉka) odvisno 

povišanje števila mikrojeder, ki pa se je statistiĉno znaĉilno razlikovalo od kontrolne skupine 

le pri koncentraciji 0.2 vol% vzorca. Vzorec sredice ni vplival na nastanek mikrojeder. 

MeIQx (250 µM), ki smo ga uporabili kot pozitivno kontrolo heterocikliĉnih aminov, ni 

povišal števila jeder, medtem ko je BaP (10 µM) statistiĉno znaĉilno vplival na nastanek 

mikrojeder. 

 

* 

* 

% vzorca 
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Slika 14: Vpliv razliĉnih koncentracij izvleĉkov skorje in sredica peĉenega pišĉanĉjega mesa na 

nastanek nukleoplazmatskih mostiĉkov v HepG2 celicah. 
Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili razliĉnim koncentracijam izvleĉkov sredice in skorje peĉenega 

pišĉanĉjega mesa (0, 0.04, 0.2 in 1 vol%). Celice pozitivne kontrole smo izpostavili delovanju MeIQx (250 µM) 

in BaP (10 µM). Genotoksiĉno delovanje izvleĉkov peĉene perutnine na celice HepG2 smo preverjali s testom 

mikrojeder. Število nukleoplazmatskih mostiĉkov je bilo prešteto na 1000 dvojedrnih celic za vsak vzorec. 

Celoten poskus smo izvedli v treh neodvisnih ponovitvah. Za analizo rezultatov smo uporabili Studentov t-test s 

statistiĉno znaĉilno razliko p<0.05. Podatki so prikazani kot število nukleoplazmatskih mostiĉkov na 1000 

dvojedrnih celic, po izpostavitvi razliĉnim koncentracijam izvleĉkov peĉenega pišĉanĉjega mesa (± SD). 

 

Izvleĉka skorje in sredice peĉenega pišĉanĉjega mesa nista vplivala na nastanek 

nukleoplazmatskih mostiĉkov pri celicah HepG2 (Slika 14). Prav tako povišanja nismo 

zaznali v prisotnosti pozitivnih kontrol (MeIQx in BaP). 
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Slika 15: Vpliv razliĉnih koncentracij izvleĉkov skorje in sredica peĉenega pišĉanĉjega mesa na 

nastanek jedrnih brstov v HepG2 celicah. 
Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili razliĉnim koncentracijam izvleĉkov sredice in skorje peĉenega 

pišĉanĉjega mesa (0, 0.04, 0.2 in 1 vol%). Za pozitivno kontrolo smo celice izpostavili MeIQx (250 µM) in BaP 

(10 µM). Genotoksiĉno delovanje izvleĉkov peĉenega pišĉanĉjega mesa na celice HepG2 smo preverjali s 

testom mikrojeder. Število jedrnih brstov je bilo prešteto na 1000 dvojedrnih celic za vsak vzorec. Celoten 

poskus smo izvedli v treh neodvisnih ponovitvah. Za analizo rezultatov smo uporabili Studentov t-test s 

statistiĉno znaĉilno razliko p<0.05. Podatki so prikazani kot število jedrnih brstov na 1000 dvojedrnih celic po 

izpostavitvi razliĉnim koncentracijam izvleĉkov peĉenega pišĉanĉjega mesa (± SD). 

 

Izvleĉka skorje in sredice peĉenega pišĉanĉjega mesa nista statistiĉno znaĉilno vplivala na 

nastanek jedrnih brstov v celicah HepG2 (Slika 15).  
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Slika 16: Vpliv razliĉnih koncentracij izvleĉkov skorje in sredica peĉenega pišĉanĉjega mesa na 

delitev celic HepG2. 
Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili razliĉnim koncentracijam izvleĉkov sredice in skorje peĉenega 

pišĉanĉjega mesa (0, 0.04, 0.2 in 1 vol%). Celice pozitivne kontrole smo izpostavili MeIQx (250 µM) in BaP (10 

µM). Delitveni indeks celic smo ugotavljali tako, da smo v vsakem vzoru prešteli 500 celic, kjer smo upoštevali 

le število eno-, dvo- in tro- oziroma veĉ-jedrnih celic. Delitveni indeks smo izraĉunali po formuli: NDI= 

(M1+2xM2+3xM3)/N, kjer M1 predstavlja celico z enim jedrom, M2 celico z dvemi jedri, M3 celico s tremi ali 

veĉ-jedri in N 500 celic. Celoten poskus smo izvedli v treh neodvisnih ponovitvah. Za analizo rezultatov smo 

uporabili Studentov t-test (p<0.05). Podatki so prikazani kot število delitev HepG2 celic po izpostavitvi 

razliĉnim koncentracijam izvleĉkov peĉenega pišĉanĉjega mesa (± SD). 

 

Iz rezultatov (Slika 16) lahko razberemo, da izvleĉka sredice kot tudi skorje peĉenega 

pišĉanĉjega mesa po 24-urni izpostavitvi nista vplivala na delitev celic HepG2, medtem ko 

smo pri pozitivnih kontrolah (MeIQx in BaP) izraĉunali statistiĉno znaĉilno niţji delitveni 

indeks celic.  
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4.3.4 IZRAŢANJE IZBRANIH GENOV, KI SO VKLJUČENI V METABOLNO 

PRETVORBO KSENOBIOTIKOV, ODGOVOR CELICE NA POŠKODBE 

DNA IN APOPTOZO 

 

S kvantitativno veriţno reakcijo s polimerazo smo ţeleli preveriti ali izvleĉka skorje in 

sredice peĉenega pišĉanĉjega mesa vplivata na izraţanje izbranih genov, vkljuĉenih v 

metabolno pretvorbo ksenobiotikov (CYP1A1, CYP1A2 UGT1A1, NAT2), odgovor celice na 

poškodbe DNA (CDKN1A, MDM2) in v apoptozo (BAX, BCL-2). Celice HepG2 smo za 24 ur 

izpostavili 1 vol% izvleĉka sredice in skorje peĉenega pišĉanĉjega mesa, heterocikliĉnemu 

aminu PhIP (koliĉina PhIP, ki jo vsebuje 1 vol% izvleĉka skorje in znaša 0.647 µg/mL) in 

MeIQx (koliĉina MeIQx, ki jo vsebuje 1 vol% izvleĉka skorje in znaša 0.6721 µg/mL) ter 

kombinaciji PhIP z MeIQx (koliĉina obeh heterocikliĉnih aminov, ki ju vsebuje 1 vol% 

izvleĉka skorje in znaša 0.647 µg/mL PhIP in 0.6721 µg/mL MeIQx). Za pozitivno kontrolo 

smo uporabili MeIQx (250 µM=53.31 µg/mL) in BaP (30 µM), za kontrolo topila pa 1% 

metanol. Za kontrolo, na katero smo normalizirali izraţanja preiskovanih genov, smo 

uporabili gen GAPDH. 
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GENI kontrola 1 vol% sredice 1 vol% skorje 

MeIQx 

(0.6721 µg/mL) 

PhiP 

(0.647 µg/mL) 

PhiP + MeIQx 

(0.6721 + 0.647 µg/mL ) 

250 µM MeIQx 

(53.31 µg/mL) 

30 µM BaP 

(7.57 µg/mL) 

CYP1A1 1.00 ± 0.00 1.21 ± 0.37 64.38 ± 4.09 15.76 ± 4.55 2.81 ± 0.22 12.43 ± 1.17 126.41 ± 15.20 96.76 ± 64.70 

CYP1A2 1.00 ± 0.00 1.12 ± 0.37 43.04 ± 5.68 5.78 ± 2.19 1.18 ± 0.12 6.49 ± 0.19 106.26 ± 11.36 8.73 ± 2.35 

NAT2 1.01 ± 0.01 1.07 ± 0.58 2.05 ± 1.03 2.83 ± 1.81 2.47 ± 0.74 2.38 ± 1.35 2.16 ± 1.49 3.01 ± 1.69 

UGT1A1 1.00 ± 0.00 1.16 ± 0.03 3.19 ± 0.12 1.42 ± 0.02 1.04 ± 0.11 1.40 ± 0.04 5.06 ± 0.35 2.88 ± 0.08 

CDKN1A 1.00 ± 0.00 0.90 ± 0.06 1.68 ± 0.04 1.07 ± 0.01 1.16 ± 0.14 1.05 ± 0.10 3.33 ± 0.01 2.02 ± 0.04 

MDM2 1.00 ± 0.00 0.88 ± 0.06 1.03 ± 0.06 0.55 ± 0.01 0.74 ± 0.31 0.71 ± 0.02 1.07 ± 0.08 0.54 ± 0.05 

BCL-2 1.00 ± 0.01 0.71 ± 0.08 0.81 ± 0.01 0.56 ± 0.03 0.91 ± 0.13 0.50 ± 0.07 0.84 ± 0.16 n.d. 

BAX 1.00 ± 0.00 0.96 ± 0.32 0.96 ± 0.20 1.03 ± 0.43 0.88 ± 0.23 0.97 ± 0.19 1.00 ± 0.51 1.06 ± 0.58 

Preglednica 18: Vpliv 1 vol% izvleĉka sredice in skorje peĉene perutnine, 0.6721 µg/mL MeIQx, 0.647 µg/mL PhIP, kombinacije PhIP (0.647 

µg/mL) z MeIQx (0.6721 µg/mL), MeIQx (250 M) in BaP (30 M) na izraţanje genov HepG2 celic. 
Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili 1 vol% izvleĉka sredice in skorje peĉenega pišĉanĉjega mesa, heterocikliĉnemu aminu PhIP (koliĉina PhIP, ki jo vsebuje 1 

vol% izvleĉka skorje in znaša 0.647 µg/mL) in MeIQx (koliĉina MeIQx, ki jo vsebuje 1 vol% izvleĉka skorje in znaša 0.6721 µg/mL) ter kombinaciji PhIP z 

MeIQx (koliĉina obeh heterocikliĉnih aminov, ki ju vsebuje 1 vol% izvleĉka skorje in znaša 0.647 µg/mL PhIP in 0.6721 µg/mL MeIQx). Za pozitivno kontrolo 

smo uporabili 250 µM MeIQx in 30 µM BaP, za kontrolo topila pa 1% metanol. Prikazano je relativno izraţanje mRNA vzorcev, normalizirano na gen GAPDH. 

Test smo izvedli v dveh paralelah v dveh neodvisnih poskusih in podatke analizirali z uporabo ΔΔCt algoritma. Za statistiĉno znaĉilno razliko v izraţanju, glede na 

kontrolno skupino, smo rezultate ovrednotili s Student t-testom in p<0.05. Z zeleno barvo so oznaĉeni geni, ki se jim je izraţanje po izpostavitvi znaĉilno zniţalo, z 

rdeĉo barvo pa geni, ki se jim je izraţanje znaĉilno zvišalo. 
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Iz rezultatov (Preglednica 18) lahko razberemo, da so izraţanje gena CYP1A1 statistiĉno 

znaĉilno povišali vsi testirani vzorci, razen 1 vol% izvleĉka sredice peĉenega pišĉanĉjega 

mesa. Opazimo lahko, da je heterocikliĉni amin PhIP v koncentraciji 0.647 µg/mL kar 

ustreza 1 vol% vzorca skorje, povišal izraţanje CYP1A1 za 2.81-krat v primerjavi s 

kontrolno skupino, medtem ko je MeIQx v koncentraciji 0.6721 µg/mL, kar ustreza 1 vol% 

vzorca skorje, povišal izraţanje tega gena za 12.43. Kombinacija obeh heterocikliĉnih 

aminov v koncentracijah, ki so prisotne v 1 vol% izvleĉka skorje (0.647 µg/mL PhIP in 

0.6721 µg/mL MeIQx) je povišala izraţanje CYP1A1 za 12.43, medtem ko je celokupni 

izvleĉek pišĉanĉjega mesa (1 vol% vzorca), ki poleg omenjenih HCA vsebuje še DiMeIQx 

v koncentraciji 0.0833 µg/mL, povišal izraţanje za 64.38-krat. MeIQx v koncentraciji 250 

µM (kar ustreza 53.31 µg/mL), ki smo ga uporabili kot pozitivno kontrolo heterocikliĉnih 

aminov, je za 126.41-krat povišal izraţanje preiskovanega gena, BaP (30 µM, kar ustreza 

7.57 µg/mL), ki spada med poliaromatske ogljikovodike in smo ga uporabili zgolj kot 

pozitivno kontrolo sistema pa je izraţanje povišal za 96.76-krat v primerjavi s kontrolno 

skupino. 

 

Podatki analize izraţanja gena CYP1A2 so pokazali, da je 0.6721 µg/mL MeIQx (koliĉina 

MeIQx, ki jo vsebuje 1 vol% vzorca skorje), statistiĉno znaĉilno povišal izraţanje gena za 

5.78, medtem ko 0.647 µg/mL PhIP (koliĉina PhIP, ki jo vsebuje 1 vol% vzorca skorje), 

izraţanje gena ni statistiĉno znaĉilno povišal. Opazimo lahko, da je kombinacija PhIP z 

MeIQx (koliĉina obeh heterocikliĉnih aminov, ki ju vsebuje 1 vol% vzorca skorje in znaša 

0.647 µg/mL PhIP in 0.6721 µg/mL MeIQx) povišala izraţanje gena CYP1A2 za 6.49-krat, 

medtem ko je 1 vol% vzorca skorje peĉene perutnine, ki poleg PhIP in MeIQx vsebuje še 

DiMeIQx, povišala izraţanje za 43.04 v primerjavi s kontrolno skupino. 1 vol% vzorca 

sredice peĉene perutnine ni statistiĉno znaĉilno povišal izraţanje gena CYP1A2. Pozitivna 

kontrola MeIQx (250 µM) je izraţanje preiskovanega gena povišala za 106.26, 

poliaromatski ogljikovodik BaP (30 µM) pa je izraţanje gena povišal za 8.73-krat.  

 

Iz podatkov lahko opazimo, da so izraţanje gena NAT2 statistiĉno znaĉilno povišali vsi 

testirani vzorci, razen 1 vol% izvleĉka sredice peĉenega pišĉanĉjega mesa. Razberemo 

lahko, da je heterocikliĉni amin PhIP v koncentraciji 0.647 µg/mL povišal izraţanje NAT2 

za 2.47, medtem ko je MeIQx v koncentraciji 0.6721 µg/mL povišal izraţanje tega gena za 

2.83 v primerjavi s kontrolno skupino. Kombinacija obeh heterocikliĉnih aminov v 

koncentracijah, ki so prisotne v 1 vol% izvleĉka skorje  je povišala izraţanje NAT2 za 2.83, 

medtem ko je celokupni izvleĉek pišĉanĉjega mesa (1 vol% vzorca), ki poleg PhIP in 

MeIQx vsebuje še DiMeIQx, povišal izraţanje za 2.05-krat. MeIQx v koncentraciji 250 

µM, ki smo ga uporabili kot pozitivno kontrolo heterocikliĉnih aminov, je za 2.16-krat 

povišal izraţanje preiskovanega gena, BaP (30 µM) pa je izraţanje povišal za 3.01-krat v 

primerjavi s kontrolno skupino. 
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Analiza izraţanja gena UGT1A1 je pokazala, da je 0.6721 µg/mL MeIQx  povišal izraţanje 

gena za 1.42, medtem ko 0.647 µg/mL PhIP izraţanje gena ni statistiĉno znaĉilno 

spremenil. Opazimo lahko, da je kombinacije PhIP z MeIQx (koliĉina obeh heterocikliĉnih 

aminov, ki ju vsebuje 1 vol% vzorca skorje) povišala izraţanje gena UGT1A1 za 1.40 

glede na kontrolno skupino, medtem ko je 1 vol% vzorca skorje peĉene perutnine, ki poleg 

PhIP (0.0647 µg/mL) in MeIQx (0.06721 µg/mL) vsebuje še DiMeIQx (0.0833 µg/mL), 

povišal izraţanje za 3.19-krat. 1 vol% vzorca sredice peĉene perutnine ni statistiĉno 

znaĉilno povišal izraţanje preiskovanega gena. Pozitivna kontrola MeIQx je izraţanje gena 

UGT1A1 povišala za 5.06, poliaromatski ogljikovodih BaP, pa je izraţanje gena povišal za 

2.88-krat.  

 

Iz rezultatov izraţanja gena CDKN1A lahko razberemo, da heterocikliĉna amina PhIP v 

koncentraciji 0.647 µg/mL in MeIQx v koncentraciji 0.6721 µg/mL, kar ustreza 

koncentracji obeh HCA v 1 vol% vzorca skorje peĉene perutnine, nista statistiĉno znaĉilno 

spremenila izraţanje gena. Prav tako statistiĉno znaĉilnih sprememb v izraţanju 

preiskovanega gena ni povzroĉila kombinacija obeh HCA v koncentracijah, ki so prisotne 

v 1 vol% vzorca skorje, medtem ko je celoten izvleĉek peĉenega pišĉanĉjega mesa, ki 

poleg PhIP in MeIQx vsebuje še DiMeIQx, izraţanje gena CDKN1A povišal za 1.68. 

MeIQx (250 µM) je povišal izraţanje gena za 3.33-krat, BaP (30 µM), pa za 2.02-krat v 

primerjavi s kontrolno skupino. 

 

Podatki analize izraţanja gena MDM2 so pokazali, da izvleĉka peĉenega pišĉanĉjega mesa, 

1 vol% sredice kot tudi skorje, ne povzroĉata statistiĉno znaĉilnih sprememb v izraţanju 

gena. Opazimo lahko, da heterocikliĉni amin PhIP v koncentraciji 0.647 µg/mL ni 

povzroĉil statistiĉno znaĉilnih sprememb v izraţanju gena MDM2 v primerjavi s kontrolno 

skupino, medtem ko je MeIQx v koncentraciji 0.6721 µg/mL zniţal izraţanje na 0.55-krat. 

Prav tako je statistiĉno znaĉilno zniţala izraţanje preiskovanega gena kombinacija obeh 

HCA (PhIP z MeIQx) v koncentracijah, ki so prisotne v 1 vol% vzorca skorje in sicer na 

0.71-krat. Pozitivna kontrola MeIQx v koncentraciji 250 µM, ni povzroĉila statistiĉno 

znaĉilnih sprememb, medtem ko je poliaromatski ogljikovodik BaP zniţal izraţanje gena 

na 0.54-krat. 

 

Analiza rezultatov izraţanja antiapoptotskega gena BCL-2 je pokazala, da je 0.6721 µg/mL 

MeIQx  zniţal izraţanje gena na 0.56-krat, medtem ko 0.647 µg/mL PhIP ni vplival na 

izraţanje gena. Kombinacija PhIP z MeIQx v koncentracijah, ki ju vsebuje 1 vol% vzorca 

skorje, je izraţanje gena BCL-2 zniţala na 0.50, 1 vol% vzorca skorje peĉene perutnine, ki 

poleg PhIP in MeIQx vsebuje še DiMeIQx, pa na 0.81-krat v primerjavi s kontrolno 

skupino.  
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1 vol% vzorca sredice ni statistiĉno znaĉilno spremenil izraţanje preiskovanega gena. Prav 

tako izraţanje gena BCL-2 ni spremenila pozitivna kontrola MeIQx (250 µM) v 

koncentraciji 53.31 µg/mL, medtem ko je bilo izraţanje gena pod vplivom 

poliaromatskega ogljikovodika BaP (30 µM) v koncentraciji 7.57 µg/mL, pod mejo 

zaznavanja. 

 

Iz rezultatov lahko razberemo, da izraţanje proapoptotskega gena BAX ni statistiĉno 

znaĉilno spremenil nobeden od testiranih vzorcev, je pa zniţanje izraţanja BCL-2 vplivalo 

na poveĉanje razmerja med BAX/BCL-2, ki je pomemben pokazatelj procesa apoptoze, pri 

celicah izpostavljenih 0.6721 µg/ml MeIQx (BAX/BCL-2 = 1.84) in celicah izpostavljenih 

zmesi MeIQx in PhIP (BAX/BCL-2 = 1.94).  
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5 DISKUSIJA 

 

Z raziskavami v okviru diplomske naloge smo ţeleli preveriti in oceniti genotoksiĉen 

potencial izvleĉka izoliranega iz skorje in sredice peĉenega pišĉanĉjega mesa. Zanimal nas 

je vpliv izvleĉka na nastanek mutacij in poškodb DNA ter vpliv na izraţanje genov, ki 

igrajo pomembno vlogo pri aktivaciji in detoksifikaciji ksenobiotikov, odgovoru celice na 

poškodbe DNA in apoptozo. Kemijska analiza izvleĉka skorje je pokazala prisotnost treh 

heterocikliĉnih aminov, od katerih sta se MeIQx in PhIP pojavljala v pribliţno enakih 

koncentracijah, medtem ko je bilo DiMeIQx pribliţno desetkrat manj. Vsebnost 

heterocikliĉnih aminov v izvleĉku sredice je bila pod mejo detekcije analitskih metod. 

Podobne rezultate so opisali v študiji, kjer so raziskovali vpliv izvleĉkov iz razliĉnih vrst 

mesa, le da so v pišĉanĉjem mesu zaznali dvakrat veĉ PhIP kot MeIQx (Skrt, 2009).  

 

Genotoksiĉno delovanje in vpliv izvleĉka peĉenega pišĉanĉjega mesa na pojav mutacij 

smo preverjali z Amesovim testom na bakteriji S. typhimurium, sev TA98 v prisotnosti 

metabolne aktivacije, saj so HCA, ki jih vsebuje izvleĉek, kemijski prokarcinogeni. 

Rezultati testa povratnih mutacij so pokazali, da je izvleĉek skorje peĉenega pišĉanĉjega 

mesa ţe pri najniţji testirani koncentraciji, ki je vsebovala zelo nizke koncentracije PhIP 

(8.0875 ng), MeIQx (8.40125 ng) in DiMeIQx (1.04125 ng), povzroĉil znaĉilno povišanje 

mutacij in sicer delecije baznih parov. S temi rezultati smo potrdili dejstvo, da so 

heterocikliĉni amini bakterijski mutageni (Sugimura, 1977). Mutagenost štirih razliĉnih 

mesnih izvleĉkov so preverjali Constable in sod. (1999) in zaznali podoben odziv 

narašĉanja števila revertant v odvisnosti od koncentracije HCA v vzorcu. V študiji so 

opisali, da na mutagenost vzorca pridobljenega iz peĉenega mesa vpliva tako koliĉina in 

vrsta posameznih HCA kot tudi njihova celokupna vsebnost. Poleg predstavnikov HCA, ki 

smo jih zaznali tudi v naši raziskavi (PhIP, MeIQx in 4,8-DiMeIQx), so zaznali še IQ in 

7,8-DiMeIQx. Omenimo naj, da je bila to edina študija, v kateri so prouĉevali škodljiv 

vpliv celokupnega izvleĉka in ne le posameznih HCA, prisotnih v toplotno obdelanem 

mesu (Constable in sod., 1999). 

 

Rezultati izvleĉka sredice peĉenega pišĉanĉjega mesa so pokazali, da najniţji testirani 

koncentraciji, 1.25 in 2.5 µl/plošĉo, nista povzroĉili mutacij na sevu TA98, medtem ko sta 

koncentraciji 5 in 10 µg/mL število kolonij znaĉilno povišali. Glede na kemijsko analizo 

izvleĉka sredice peĉene perutnine smo priĉakovali negativne rezultate, zato nas je 

presenetil pozitiven odziv višjih testiranih koncentracij izvleĉka. Kemijska analiza, katere 

meja zaznave posameznega heterocikliĉnega amina je 0.001 µg/mL je pokazala, da v 

izvleĉku sredice HCA niso bili prisotni. Pozitiven odziv lahko razloţimo s seštevkom vseh 

HCA, ki so lahko v izvleĉku prisotni v sledovih, torej pod mejo detekcije. Rezultati študije 

Ohta (2006) na sevu TA1978 P so pokazali znaĉilno povišanje števila revertant mešanice 

HCA, prisotnih v koncentracijah pod spodnjo mejo zaznavanja mutagenega uĉinka na 

bakteriji S.typhimurium TA98. Doloĉili so t.i. biološki prag (meja, pod katero je 
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popravljalni mehanizem celice sposoben popraviti vse nastale DNA poškodbe in 

poslediĉno tako ni bilo zaznati nobene mutacije) posameznih HCA (Trp-P-1, Trp-P-2, Glu-

P-1, Glu-P-2, MeIQ in IQ) in nato prouĉevali mešanico vseh HCA, ki je izkazovala 

aditivni uĉinek na povišanje števila revertant TA1978 P. Vpliv mešanice so poimenovali 

kolektivna mutagenost. Tako lahko v naši študiji na podoben naĉin razloţimo pozitiven 

rezultat izvleĉka sredice, ki naj ne bi vseboval heterocikliĉnih aminov. Metabolna 

aktivacija pretvori HCA v reaktivne metabolite, ki z vezavo na DNA tvorijo adukte. Ti so 

kritiĉni za nastanek mutagenega delovanja HCA (Schut in Snyderwine, 1999). Na primeru 

molekule PhIP Malfatti in sod. (1995) navajajo, da je za nastanek ene mutacije na 

S.typhimurium TA98 potrebno 25 DNA aduktov. Prav tako predvidevajo, da je za 

rakotvorni uĉinek molekule MeIQx potrebna doloĉena koncentracija heterocikliĉnega 

amina in s tem minimalna koliĉina nastalih DNA aduktov (Schut in Snyderwine, 1999). 

Mutagena aktivnost HCA je zelo razliĉna, poleg tega pa mutagenost izvleĉkov iz mesa ne 

sovpada popolnoma s celokupno vsebnostjo HCA (Constable in sod., 1999). Naj omenimo, 

da ni pomembna samo celokupna koncentracija HCA v izvleĉku, temveĉ tudi oziroma 

predvsem sestava izvleĉka. Constable in sod. (1999) so opisali, da je izvleĉek B, ki je 

vseboval 2.5-krat niţjo celokupno koncentracijo HCA, vendar 2-krat višjo koncentracijo 

IQ kot izvleĉek A, izkazoval pribliţno enak mutagen potencial kot izvleĉek A. 

 

Rezultati testa povratnih mutacij potrjujejo dejstvo, da se veĉina mutagenih spojin pri 

toplotni obdelavi mesa, tvori v skorji zapeĉenega mesnega izdelka. Amesov test je zelo 

uĉinkovit pristop za ugotavljanje mutagenega potenciala izvleĉkov toplotno obdelanega 

mesa. Je zelo obĉutljiv za zaznavanje HCA v ţivilih, vendar je neprimeren za kvantitativno 

oz. kvalitativno ocenjevanje karcinogenosti teh spojin (Filipiĉ, 1997).  

 

Nadalje nas je zanimal genotoksiĉen potencial izvleĉkov skorje in sredice peĉenega 

pišĉanĉjega mesa, kar smo ugotavljali na modelu sesalĉjih celic ĉloveškega hepatoma 

(celice HepG2). Te celice se pogosto uporabljajo za preverjanje genotoksiĉnega potenciala 

snovi (Knasmuller in sod., 98; Uhl in sod., 99; Valentin-Severin in sod., 2003) in so zaradi 

ohranjenega izraţanja in aktivnosti encimov I. in II. faze metabolizma dober modelni 

sistem za prouĉevanje vpliva ksenobiotikov (Westerink in Schoonen, 2007). 

 

Za preverjanje genotoksiĉnega delovanja izvleĉka skorje in sredice peĉenega pišĉanĉjega 

mesa smo morali predhodno preveriti morebitno citotoksiĉno delovanje testiranih 

koncentracij. Vpliv izvleĉkov (0.0625, 0.125, 0.25, 0.5 in 1 vol%) na preţivetje celic 

HepG2 smo preverjali s testom MTT in ugotovili, da nobena od testiranih koncentracij 

izvleĉka skorje in sredice peĉene perutnine ni delovala citotoksiĉno na celice HepG2.  
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Genotoksiĉno delovanje izvleĉkov smo preverjali s testoma komet in mikrojeder, kjer smo 

za najvišjo testirano koncentracijo izbrali 1 vol% vzorca. 

 

Elektroforeza posameznih celic (SCGE) ali test komet je metoda, s katero ocenjujemo 

poškodovanost dednega materiala (DNA) celic. Metoda je zelo obĉutljiva na majhne 

koliĉine DNA poškodb in omogoĉa zaznavo eno- in dvoveriţnih prelomov ter alkalno 

labilnih mest (Collins, 2004). Poškodbe DNA so lahko posledica neposrednega delovanja 

ksenobiotikov, ali pa nastanejo kot produkt delovanja popravljalnih mehanizmov. Rezultati 

testa komet so pokazali, da izvleĉka skorje in sredice peĉene perutnine ne vplivata na 

nastanek prelomov v testiranih koncentracijah (0.008, 0.04, 0.02 in 1 vol%). Zaznali smo 

rahlo povišanje koliĉine DNA prelomov pri 1 vol% izvleĉka skorje, vendar to povišanje ni 

bilo statistiĉno znaĉilno glede na kontrolno skupino. Podatkov o genotoksiĉnih uĉinkih 

celokupnih mesnih izvleĉkov, razen za primer testa Ames, v literaturi nismo našli. Vse 

nadaljnje rezultate zato primerjamo in razlagamo na podlagi raziskav posameznih HCA, 

prisotnih v toplotno obdelanih mesnih izdelkih.  

 

Vpliv PhIP in MeIQx, ki sta najbolj zastopana HCA v toplotno obdelani hrani in sta bila 

tudi v našem izvleĉku prisotna v najveĉji koliĉini, so s testom komet preverjali na razliĉnih 

celiĉnih linijah. Wilkening in Blader (2003) sta prouĉevala genotoksiĉen vpliv PhIP na 

celicah HepG2 in opazila, da v koncentracijah pod 300 µM ne povzroĉa DNA poškodb. V 

nasprotju sta Haza in Morales (2010) pri enakih pogojih zasledila pozitiven uĉinek PhIP, 

pri ĉemer je število DNA poškodb narašĉalo z narašĉanjem njegove koncentracije. PhIP se 

je v testu komet na celicah HepaRG (celice ĉloveškega hepatoma) v 40 µM koncentraciji 

izkazal za enega najbolj genotoksiĉnih spojih. Nastanek poškodb je povzroĉil ţe pri 3-urni 

inkubaciji, medtem ko se je število DNA poškodb po 24 urah izpostavitve moĉno znaĉilno 

povišalo (Le Hegarat in sod., 2010). 200 µM koncentracija PhIP je na celicah MCL-5 

(celice ĉloveškega limfnega karcinoma) v prisotnosti inhibitorjev popravljanega 

mehanizma HU/ara-C (veĉja obĉutljivost testa komet), povzroĉila izrazito povišanje števila 

prelomov, medtem ko je bil uĉinek DiMeIQx in MeIQx pri enakih pogojih statistiĉno 

znaĉilno razliĉen šele pri 410 µM oziroma 2130 µM koncentraciji (Pfau in sod., 1999). 

Podatki testiranj MeIQx s testom komet se med seboj prav tako razlikujejo. Haza in 

Morales (2010) poroĉata od koncentracije odvisno narašĉanje števila poškodb na celicah 

HCC (celice ĉloveškega hepatoma), medtem ko na celicah HepaRG MeIQx ni povzroĉil 

DNA prelomov niti pri koncentracijah višjih od 1mM (Dumont in sod., 2010a). Preverjanje 

uĉinka mešanic HCA na nastanek poškodb DNA s testom komet smo zasledili le pri študiji 

Dumont in sod. (2010a). Izkazalo se je, da kombinacija PhIP z MeIQx na celicah HepaRG 

ni vplivala na nastanek DNA poškodb, tudi v visokih koncentracijah (100 µM). Rezultati 

so pokazali, da je MeIQx v mešanici celo zmanjšal genotoksiĉen potencial PhIP (Dumont 

in sod., 2010a). 
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Na podlagi rezultatov naše študije lahko predvidevamo, da so negativni rezultati testa 

komet pri najvišji testirani koncentraciji (1 vol%) izvleĉka skorje peĉene perutnine, 

posledica nizke vsebnosti HCA. Analize so pokazale, da se v 1 volumenskem % izvleĉka 

skorje nahajajo heterocikliĉni amini v naslednjih koncentracijah: 2.89 µM PhIP, 3.15 µM 

MeIQx in 0.37 µM DiMeIQx. Domnevamo, da poškodb, ki jih povzroĉajo navedene nizke 

koncentracije HCA (0.6721 µg/mL MeIQx, 0.647 µg/mL PhIP in 0.0833 µg/mL 

DiMeIQx), ne zaznamo s testom komet. Po drugi strani pa moramo omeniti, da poškodb 

nismo zaznali niti pri pozitivni kontroli, kjer smo uporabili MeIQx v koncentraciji 250 µM. 

Kot ţe omenjeno Wilkening in Blader (2003) prav tako na celicah HepG2 nista opazila 

nastanka DNA poškodb po izpostavitvi PhIP. To lahko razlagamo s tem, da je test komet 

premalo obĉutljiva metoda, saj z njim ne moremo zaznati aduktov, ki jih HCA tvorijo z 

DNA, ali pa celice HepG2 niso primeren model za prouĉevanje HCA.  

 

V naslednjem koraku naše raziskave smo delovanje izvleĉkov peĉenega pišĉanĉjega mesa 

preverjali na nivoju poškodb kromosomov. Test mikrojeder, s pomoĉjo katerega smo 

preverjali genotoksiĉen uĉinek izvleĉkov, izkazuje poškodbe DNA v obliki mikrojeder 

(prelomi kromosomov ali nepravilno delovanje delitvenega vretena), jedrnih brstov 

(pomnoţevanje genov), nukleoplazmatskih mostiĉkov (asimetriĉne prerazporeditve ali 

neloĉevanje kromosomov) in aktivacije celice v programirano celiĉno smrt. Mikrojedra, po 

katerih je test dobil tudi ime, nastanejo kot posledica klastogenega ali anevgenega 

delovanja kemikalij na kromosome (Fenech, 2000).  

 

Iz rezultatov testa mikrojeder je razvidno, da je le izvleĉek skorje peĉenega pišĉanĉjega 

mesa povzroĉil statistiĉno znaĉilno povišanje števila mikrojeder v izpostavljenih celicah. 

Vzorec skorje peĉene perutnine ni imel znaĉilnega vpliva na pojav jedrnih brstov in 

nukleoplazmatskih mostiĉkov pri nobeni od testiranih koncentracij. Izvleĉek, izoliran iz 

sredice pišĉanĉjega mesa, ki ni vseboval HCA, ni povzroĉil poškodb na nivoju 

kromosomov.  

 

Podatki raziskav genotoksiĉnega potenciala posameznih HCA in vpliv le-teh na nastanek 

DNA poškodb se pri testu mikrojeder, podobno kot testu komet, med seboj zelo 

razlikujejo. PhIP po 24 uri izpostavitvi ne vpliva na povišanje števila mikrojeder v celicah 

HepaRG (Le Hegarat in sod., 2010), celicah HepG2 in celicah V79 (celice pljuĉnega 

fibroblasta budre) (Sasaki, 2003), medtem ko o nasprotnem uĉinku poroĉa Majer in sod. 

(2004), kjer je PhIP ţe pri 25 µM koncentraciji na celicah HepG2 povzroĉil znaĉilno 

povišanje števila mikrojeder. Uĉinke nekaterih predstavnikov HCA, med drugim PhIP, 8-

MeIQx in 4,8-DiMeIQx, ki jih vsebuje tudi izvleĉek skorje peĉene perutnine naše 

raziskave, opisuje Pfau in sod. (1999) na celicah MCL-5. Celice MCL-5 izraţajo številne 

ĉloveške metabolne encime, pomembne pri pretvorbi ksenobiotikov, in so pomembne za 

zaznavanje mikrojeder, nastalih zaradi klastogenega delovanja kemikalij (8-MeIQx) 

(Crofton-Sleigh in sod., 1993). Rezultati testa mikrojeder so pokazali, da ima najveĉji vpliv 
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na nastanek poškodb kromosomov DiMeIQx, sledi mu MeIQx, uĉinek PhIP pa je bil 

bistveno manjši. Število mikrojeder je narašĉalo z veĉanjem koliĉine posameznega HCA 

(Pfau in sod., 1999). Podobno kot Pfau je pozitivne vplive PhIP in MeIQx na poveĉanje 

števila mikrojeder v celicah HepG2 opisal tudi Knasmuller in sod. (1999). Statistiĉne 

razlike v povišanju števila mikrojeder so zaznali ţe po 1 urni izpostavitvi 50 µM PhIP in 

MeIQx. 

 

Predvidevamo, da so razlike med rezultati testa komet in testa mikrojeder posledica 

zaznavanja razliĉnih vrst DNA poškodb, na katere sta testa obĉutljiva, koliĉina poškodb, 

pri kateri se doloĉena oblika napake izrazi in sposobnosti popravljalnih mehanizmov za 

razliĉne vrste poškodb. Pfau in sod. (1999) so oznaĉili test mikrojeder za bolj obĉutljivo 

metodo preverjanja genotoksiĉnega potenciala HCA v primerjavi s testom komet, kar se je 

izkazalo tudi v naši raziskavi. 

 

Preverili smo vpliv izvleĉka peĉenega pišĉanĉjega mesa na izraţanje genov, ki so vpleteni 

v metabolno pretvorbo ksenobiotikov, odgovor celice na poškodbe DNA in programirano 

celiĉno smrt. Za ocenitev naĉina delovanja in vpliv na procese znotraj celice smo uporabili 

metodo kvantitativne veriţne reakcije s polimerazo po reverzni transkripciji izolirane 

mRNA (qrtPCR). 

 

Izpostavljenost ĉloveka kemijskim snovem vpliva na razliĉno delovanje genov (Nuwaysir 

in sod., 1999; Hamadeh in sod., 2002; Waters & Fostel, 2004; Pennie in sod., 2001). 

Kontroliranje aktivnosti genov je kompleksen proces, na katerega vpliva veĉ dejavnikov in 

lahko prihaja znotraj celice same (npr. signali za celiĉno delitev), sosednje celice oz. celice 

znotraj istega telesa (npr. imunski sistem), ali pod vplivom zunanjega okolja (ksenobiotiki) 

(van Delft in Kleinjans, 2007). Splošno znano je, da se genotoksiĉen potencial HCA izrazi 

šele po metabolni aktivaciji v telesu. Reaktivni metaboliti se veţejo na celiĉne komponente 

in s tvorbo aduktov povzroĉajo poškodbe DNA. Spremembe v aktivnosti gena se odraţajo 

s spremenjenim profilom genskega izraţanja (Schena in sod., 1996; Holloway in sod., 

2002). Ker podatkov iz literature povezanih s prouĉevanjem celotnih mesnih izvleĉkov na 

izraţanje genov nismo zasledili, smo rezultate testa primerjali s podatki vpliva posameznih 

HCA, kot sledi v nadaljevanju. 

 

a) Geni, vkljuĉeni v metabolno pretvorbo  ksenobiotikov 

Glavna pot bioaktivacije HCA se zaĉne z N-hidroksilacijo heterocikliĉnega obroĉa 

molekule HCA (Cheng in sod., 2006). Oksidacijo zunajcikliĉne aminske skupine 

katalizirajo encimi citokrom P450, ki pretvorijo molekule HCA v N-hidroksi-HCA 

metabolite (Crofts in sod., 1998). Produkti metabolizma so reaktivne oblike HCA, ki se 

lahko veţejo na DNA in druge celiĉne makromolekule (Turesky, 2005). Veĉina encimov I 

stopnje biotransformacije so sposobni tako aktivacije kot detoksifikacije prokarcinogenov 

(Hodek in sod., 2009), glavna med njimi pa sta CYP1A2 in CYP1A1 (NTP, 2002).  
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Iz rezultatov naše raziskave je razvidno, da se je izraţanje citokroma P450 CYP1A1 pri 24 

urni izpostavitvi znaĉilno povišalo pri vseh testiranih vzorcih, razen pri 1 vol% izvleĉka 

sredice peĉene perutnine. Poleg pozitivnih kontrol MeIQx (250 µM) in BaP (30 µM), je 

izrazito povišanje izraţanja gena CYP1A1 povzroĉil izvleĉek skorje v 1 vol% (izraţanje 

gena glede na kontrolo je bilo povišano za 64.38-krat). Iz primerjave vrednosti povišanja 

izraţanja tega gena pri 1 vol% vzorca skorje s kombinacijo PhIP (0.6721 µg/mL) z MeIQx 

(0.647 µg/mL) opazimo, da je bilo izraţanje gena CYP1A1 pod vplivom 1 vol% vzorca 

skorje peĉene perutnine statistiĉno znaĉilno višje. Ker izvleĉek skorje poleg PhIP (0.647 

µg/mL) in MeIQx (0.6721 µg/mL) vsebuje še DiMeIQx (0.0833 µg/mL) predvidevamo, da 

je razlika v vrednosti povišanja izraţanja gena posledica prisotnosti in delovanja DiMeIQx, 

ali pa gre za sinergistiĉno delovanje vseh treh HCA. Seveda ne moremo izkljuĉiti, da so v 

vzorcu prisotni še drugi HCA, ki so prisotni v koncentracijah pod mejo detekcije analitske 

metode. Iz primerjave rezultatov izraţanja gena pri MelQx (0.6721 µg/mL; 15.76 ± 4,55) 

in PhIP (0.647 µg/mL; 2.81 ± 0,22) v koncentracijah kot se nahajata v 1 vol% izvleĉka 

skorje ter kombinacije obeh HCA v ustreznih koncentracijah (12,43 ± 1,17), opazimo, da 

mešanica PhIP z MeIQx nima aditivnega uĉinka na povišanje izraţanja gena CYP1A1. Do 

podobnega rezultata na celicah HepaRG so prišli tudi Dumont in sod. (2010a), le da se je 

manj kot aditivni uĉinek pojavil šele pri najvišji testirani koncentraciji kombinacije PhIP z 

MeIQx (100 µM), medtem ko je bil uĉinek pri niţjih dveh koncentracijah (10 in 50 µM) 

veĉji kot seštevek posameznih HCA. V študiji so ugotovili, da je PhIP veliko moĉnje 

induciral izraţanje in aktivnost CYP1A1 kot MeIQx. Pomembno je poudariti, da gre za 

poskuse na dveh razliĉnih celiĉnih linijah, ki imajo razliĉno izraţene aktivnosti encimov, ki 

so vpleteni v metabolizem HCAjev, zaradi ĉesar je rezultate med seboj teţko primerjati. 

 

Ljudje smo domnevno neprestano izpostavljeni številnim HCA v prehrani. Na splošno se 

spojine pojavljajo v kompleksnih mešanicah, zaradi ĉesar je pomembno prouĉevanje 

njihovih uĉinkov v kombinaciji (Hirata in sod., 2008). Hasegawa s sod. (1996) je na 

eksperimentalnem modelu podgan (F344) prouĉeval delovanje mešanice 5 oz. 10 razliĉnih 

HCA. Delovanje razliĉnih HCA naj bi bilo podobno, njihove interakcije pa odraţajo 

obiĉajno aditivne bolj kot sinergistiĉne uĉinke. Do nasprotnega spoznanja je prišel Tsuda 

in sod. (1999). Dokazali so, da uĉinki mešanice HCA niso vedno aditivni in da prisotnost 

heterocikliĉnega amina PhIP deluje pogosteje zaviralno na karcinogen potencial drugih 

HCA. Kljub temu, da je bila veĉina podatkov o uĉinkih kombinacij HCA testirana z 

uporabo razliĉnih testov, so omenjeni podatki lahko le smernice, ki kaţejo na 

kompleksnost delovanja HCA v mešanici. V vzorcu, ki je sestavljen iz veĉih komponent, 

prihaja med sestavinami do razliĉnih medsebojnih interakcij, ki lahko povzroĉajo: aditiven 

uĉinek (uĉinek, ki je enak vsoti vseh uĉinkov), sinergistiĉen uĉinek (uĉinek, ki je veĉji od 

vsote uĉinkov posameznih komponent) in antagonistiĉen uĉinek (uĉinek, ki je manjši od 

vsote uĉinkov posameznih komponent) (Fernandez in sod., 1995).  
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Razliĉne uĉinke delovanja vzorcev smo opazili tudi pri genu CYP1A2. Nivo mRNA 

prouĉevanega gena je poleg pozitivne kontrole MeIQx (250 µM; 106,26 ± 11,36), izrazito 

povišal vzorec izvleĉka (1 vol%) skorje peĉene perutnine (43,04 ± 5,68) medtem ko je bilo 

znaĉilno povišanje izraţanja pri MeIQx (0.6721 µg/mL; 5,78 ± 2,19), kombinaciji PhIP z 

MeIQx (6,49 ± 0,19) manj izrazito. PhIP v koncentraciji (0.647 µg/mL; 1,18 ± 0,12) ni 

znaĉilno vplival na izraţanje tega gena. Podobno kot pri genu CYP1A1 opazimo, da ima 

izvleĉek skorje peĉene perutnine (1 vol%) izrazito veĉji uĉinek na povišano izraţaje gena 

CYP1A2 kot kombinacija PhIP z MeIQx v ustreznih koncentracijah, ki se nahajajo v 

izvleĉku. Kot smo ţe omenili, vsebuje vzorec skorje peĉene perutnine tri razliĉne HCA, 

PhIP (0.647 µg/mL), MeIQx (0.6721 µg/mL) in DiMeIQx (0.0833 µg/mL), zaradi ĉesar 

sklepamo, da je prisotnost slednjega v mešanici izvleĉka kljuĉna za znaĉilno razliĉno 

povišanje izraţanja gena CYP1A2 v primerjavi s kombinacijo le dveh HCA (PhIP in 

MeIQx). Vzorec izvleĉka (1 vol%) sredice peĉene perutnine ni vplival na izraţanje gena 

CYP1A1, kar razlagamo z odsotnostjo HCA v tem vzorcu. Izrazito visok nivo mRNA 

genov CYP1A2 in 1A1, v primerjavi s koliĉino izraţanja ostalih prouĉevanih genov 

vpletenih v metabolizem HCA, sovpada s podatki uĉinkov posameznih HCA in kombinacij 

(PhIP z MeIQx), ki jih opisujejo Dumont in sod, (2010b) na celicah HepaRG ter kaţe na 

pomembno vlogo encimov iz druţine citokrom P450 pri metabolizmu HCA. 

 

Encimi II. stopnje metabolizma so obiĉajno transferaze, ki metabolne produkte I. stopnje in 

nespremenjene izvorne ksenobiotike pretvorijo v hidrofilne produkte. Ti se laţje izloĉajo iz 

telesa. Reakcije obiĉajno sluţijo detoksifikaciji strupenih snovi, vendar spontane ali 

katalizirane prerazporeditve metabolnih konjugatov lahko vplivajo na nastanek visoko 

reaktivnih kationov (nitrenijev ion), ki se veţejo na DNA, proteine in druge celiĉne 

komponente (Hodek in sod., 2009). 

Za encime N-acetiltransferaze (NAT) predpostavljajo, da imajo kljuĉno vlogo pri presnovi 

HCA v njihovo karcinogeno obliko (Hodek in sod., 2009). NAT katalizira N- in O-

acetilacijo N-hidroksi-HCA, pri ĉemer nastane reaktiven produkt sposoben kovalentne 

vezave na DNA. Iz podatkov izraţanja gena NAT2 smo razbrali, da je bil uĉinek na 

povišano izraţanje gena bolj ali manj enak za vse testirane vzorce [1 vol% izvleĉka skorje 

(2,05 ± 1,03), MeIQx (0.6721 µg/mL; 2,83 ± 1,81), PhIP (0.647 µg/mL; 2,47 ± 0,74), 

kombinacije PhIP z MeIQx (2,38 ± 1,35), 250 µM MeIQx (2,16 ± 1,49)]. Zanimivo je, da 

je bila vrednost povišanja izraţanja gena pri pozitivni kontroli MeIQx (250 µM, kar 

ustreza 53.31 µg/mL) skoraj enaka kot vrednost povišanja pri MeIQx z 79.32-krat niţjo 

koncentracijo (0.6721 µg/mL). Podoben uĉinek opazimo tudi pri izvleĉku skorje peĉene 

perutnine (1 vol%). Vzorec skorje vsebuje tri razliĉne vrste HCA (PhIP, MeIQx in 

DiMeIQx) s celokupno koncentracijo 140,24 µg/mL, vrednost izraţanja gena pa je 

ponovno zelo podobna vrednosti povišanja izraţanja gena NAT2 pozitivne kontrole MeIQx 

(250 µM). Rezultati nakazujejo, da prisotnost HCA v vzorcih vpliva na povišano izraţanje 

gena NAT2, vendar koliĉina izraţanja ni odvisna od vrste ali koncentracije HCA. Vzorec 

sredice izvleĉka ni vplival na izraţanje gena NAT2. 
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Podobne odzive izraţanja gena NAT2 so zasledili tudi na celicah HepaRG. Vrednost 

izraţanja gena se ni spreminjala ob izpostaviti celic razliĉnim HCA (MeIQx in PhIP) in 

njihovi kombinaciji (MeIQx z PhIP). Prav tako izraţanje ni bilo odvisno od koncentracije 

PhIP, MeIQx ali kombinacije PhIP z MeIQx (Dumont in sod., 2010a). Za razliko od celic 

HepaRG, ki se niso odzvale na vzorce HCA (MeIQx in PhIP) niti pri 100 µM 

koncentracijah, so celice HepG2 v našem poskusu povišale izraţanje gena NAT2 ţe pri 

3.15 µM koncentraciji MeIQx in 2.89 µM koncentraciji PhIP.  

 

V nasprotju z NAT2, ki HCA aktivira, predstavlja UGT1A1 enega izmed encimov druţine 

UDP-glukoroniltransferaz, za katere velja, da katalizirajo procese detoksifikacije HCA 

(Turesky, 2010). Z vezavo glukoronida na molekulo HCA se tvorijo topni produkti, ki niso 

reaktivni in se izloĉijo z urinom (Alaejos in sod., 2008). Ponovno smo tudi za gen UGT1A1 

opazili, da je 1 vol% izvleĉka skorje peĉene perutnine (3,19 ± 0,12) moĉneje povišal 

izraţanje tega gena kot kombinacije PhIP z MeIQx. Ponovno predpostavljamo, da gre za 

medsebojne interakcije treh HCA (PhIP, MeIQx in DiMeIQx), prisotnih v mešanici 

izvleĉka skorje. Glede na rezultate PhIP (0.647 µg/mL; 1,04 ± 0,11), ki izraţanje gena 

UGT1A1 ni znaĉilno spremenil, bi lahko povišano izraţanje gena pri kombinaciji PhIP z 

MeIQx (1,40 ± 0,04) pripisali delovanju MeIQx, saj je le ta v koncentraciji, ki je prisotna v 

1 vol% izvleĉka skorje, povzroĉil znaĉilno povišanje izraţanja gena UGT1A1 (1,42 ± 

0,02). Za razliko od naših razultatov opazimo pri podatkih izraţanja gena UGT1A1 pri 

kombinaciji PhIP z MeIQx na celicah HepaRG aditivno povišanje izraţanje gena. MeIQx 

in PhIP v 50 µM koncentraciji nista znaĉilno povišala izraţanja gena UGT1A1, medtem ko 

je 10 µM kombinacija PhIP z MeIQx (10 µM PhIP in 10 µM MeIQx) znaĉilno povišala 

izraţanje tega gena (Dumont in sod., 2010a).  

b) Geni, vkljuĉeni v odgovor na poškodbe DNA 

DNA poškodbe lahko izzovejo razliĉne celiĉne odgovore. Eden izmed njih je zaustavitev 

celiĉnega cikla, ki velja za pomemben obrambni mehanizem celice. Proteini, ki regulirajo 

kontrolne toĉke celiĉnega cikla, omogoĉajo celici, da med delitvijo popravi nastale 

poškodbe DNA in s tem zmanjšuje moţnost nastanka genetske nestabilnosti (Zhu in sod., 

2000). Protein CDKN1A je regulator celiĉnega cikla, ki celico zadrţi v G1 fazi, njegovo 

izraţanje pa je odvisno od transkripcijskega faktorja P53 (Alberts in sod., 2003). MDM2 

gen kodira protein ubikvitin ligazo, in je tarĉni gen tumor-supresorskega faktorja P53. S 

proteinom P53 tvori avtoregulatorno zanko in tako ob poveĉani koliĉini P53 sproţi 

njegovo odstranjevanje (Harris in Lavine, 2005).  

 

Pri izraţanju gena MDM2 smo opazili, da izvleĉka peĉenega pišĉanĉjega mesa, tako 

sredica (brez HCA) kot skorja (140.24 µg/mL HCA), ne vplivata na njegovo izraţanje. 

Zanimiva je primerjava uĉinka vzorca skorje v 1 vol% z uĉinkom kombinacije PhIP z 

MeIQx v koncentracijah, ki se nahajajo v 1 vol% izvleĉka skorje. Vzorci PhIP (0.647 

µg/mL; 0,74 ± 0,31), MeIQx (0.6721 µg/mL; 0,55 ± 0,01) in njuna kombinacija (0,71 ± 

0,02) so zniţali izraţanje gena MDM2. Zanimivo je, da pozitivna kontrola 250 µM MeIQx 
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(1,07 ± 0,08) ni vplivala na izraţanje prouĉevanega gena. Iz rezultatov izraţanja gena 

CDKN1A, smo statistiĉno znaĉilno spremenjeno izraţanje gena glede na kontrolo opazili le 

pri vzorcu skorje peĉene perutnine (1 vol%; 1,68 ± 0,04) in obeh pozitivnih kontrolah 

MeIQx (250 µM; 3,33 ± 0,01) in BaP (30 µM). Rezultati izvleĉka skorje v primerjavi s 

ĉistimi HCA ponovno nakazujejo, kako pomembno je prouĉevati celokupni izvleĉek in ne 

le vpliv posameznih HCA oziroma njihovih kombinacij. 

 

c) Geni, vkljuĉeni v apoptozo 

Apoptoza je posebna oblika programirane celiĉne smrti, ki omogoĉa vzdrţevanje 

ravnovesja fizioloških procesov v tkivih in celicah. Nastane kot odgovor celice na stres in 

poškodbe DNA ter na ta naĉin olajša organizmu odstraniti poškodovane, stare ali 

nepotrebne celice. Apoptoza je visoko reguliran celiĉni proces, pri katerem imajo eno 

izmed kljuĉnih vlog znotrajceliĉni encimi BCL-2 druţine. Dva izmed najpomembnejših 

predstavnikov sta proteina BAX in BCL-2. BAX ob aktivacijskem signalu sproţi kaskado 

proteolitiĉnih reakcij, ki vodijo v celiĉno smrt, medtem ko ima BCL-2 antiapoptotski 

uĉinek in celico ohranja pri ţivljenju (Alberts in sod., 2003). 

 

Analiza rezultatov izraţanja gena BAX je pokazala, da tako izvleĉka iz mesa kot ĉisti 

HCAji niso vplivali na izraţanje tega gena, zato lahko sklepamo, da HCA ne povzroĉajo 

sprememb, ki bi vplivale na poveĉano ali zmanjšano izraţanje gena in s tem vodile v 

proces apoptoze. Za razliko od gena BAX se je izraţanje gena BCL-2, ki je antiapoptotski 

gen, znaĉilno zniţalo pri vzorcih izvleĉka skorje (0,81 ± 0,01), MeIQx (0,56 ± 0,03) in 

kombinaciji PhIP z MeIQx (0,50 ± 0,07). BCL-2 gen kodira istoimenski encim BCL-2, ki 

zavira proces apoptoze. Raziskave so pokazale, da je za doloĉanje apoptotskega procesa 

odloĉilno razmerje med izraţanjem BAX in BCL-2 (Woo in sod., 2000). Iz rezultatov je 

razvidno, da je to razmerje skoraj dvakrat poveĉano pri izpostavljenosti nizki koncentraciji 

MeIQx in kombinaciji PhIP in MeIQx, ne pa tudi ekstraktu skorje pišĉanĉjega mesa. Glede 

na to, da je najmoĉneje na zniţanje izraţanja gena BCL-2 in s tem na razmerje BAX/BCL-2 

vplivala kombinacija PhIP z MeIQx, bi lahko velik deleţ tega zniţanja pripisali delovanju 

nizkih koncentracije MeIQx, saj pri koncentraciji 250 µM MeIQx (0,84 ± 0,16) nismo 

opazili tako izrazitega vpliva na omenjeni gen.  

 

Rezultati izraţanja genov pri izpostavitvi celic 1 vol% vzorca skorje peĉene perutnine 

nakazujejo, da ima izvleĉek velik vpliv na indukcijo izraţanja metabolnih encimov. Izrazit 

uĉinek delovanja je viden pri genih iz druţine citokrom P450 (CYP1A1 in CYP1A2), kar je 

v skladu s številnimi raziskavami prouĉevanja metabolizma HCA, ki so prisotni v našem 

prouĉevanem izvleĉku skorje (PhIP, MeIQx in DiMeIQx). Znaĉilno, a v manjši meri, je 

bilo povišano tudi izraţanje encimov II. stopnje metabolizma (NAT2 in UGT1A1). NAT2 

ima pomembno vlogo pri pretvorbi HCA v reaktivne metabolite, medtem ko encim 

UGT1A1 preoblikuje intermediate HCA v nestrupeno obliko spojin. Višje izraţanje gena 

UGT1A1 v primerjavi z izraţanjem gena NAT2 je lahko vzrok za nastanek manjše koliĉine 
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reaktivnih spojin, ki lahko poškodujejo DNA in druge celiĉne komponente. Naša raziskava 

je pokazala, da je bil test mikrojeder bolj obĉutljiv test kot test komet. Kljub morebitni 

veĉji detoksifikaciji HCA nam rezultati testa mikrojeder (pri 0.2 in 1 vol% vzorcu skorje) 

nakazujejo, da so se HCA izvleĉka skorje peĉene perutnine v doloĉeni meri pretvorili tudi 

v reaktivne metabolite. Produkti delovanja NAT2 so nestabilni estri, ki se s kovalentno 

vezjo veţejo na DNA in tvorijo adukte. Odziv celice na poškodbe DNA nam nakazuje 

povišano izraţanje gena CDKN1A. Regulator celiĉnega cikla (CDKN1A) zaustavi celico v 

G1 toĉki celiĉne delitve, s ĉimer si celica pridobi ĉas za popravilo nastalih poškodb DNA 

in tako prepreĉuje prenos le-teh v naslednjo generacijo. Nespremenjeno izraţanje gena 

BAX nakazuje, da celice niso sproţile signala za proces programirane celiĉne smrti. V 

nasprotju zniţano izraţanje gena BCL-2 nakazuje teţnjo k manjšemu zaviranju nastanka 

omenjenega procesa, kar se je odrazilo v poveĉanem razmerju izraţanja med pro- in anti-

apoptotskima genoma BAX in BCL-2 in je pokazatelj poveĉane apoptoze. Raziskav vpliva 

HCA na apoptozo je izjemno malo in naši rezultati nakazujejo, da izpostavljenost 

predvsem nizkim koncentracijam HCA lahko vpliva na poveĉano apoptozo.  
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6 SKLEPI 

 

Na podlagi dobljenih rezultatov smo oblikovali naslednje sklepe: 

 Izvleĉek skorje peĉenega pišĉanĉjega mesa, ki vsebuje heterocikliĉne amine (PhIP, 

MeIQx in DiMeIQx), je pri bakteriji S. typhimurium sev TA98 v prisotnosti metabolne 

aktivacije z S9-zmesjo povzroĉil statistiĉno znaĉilno od doze odvisno poveĉanje števila 

mutacij in sicer -1 premik bralnega okvirja. 

  

 Izvleĉek sredice peĉenega pišĉanĉjega mesa je pri bakteriji S. typhimurium sev TA98 v 

prisotnosti metabolne aktivacije z S9-zmesjo rahlo, a statistiĉno znaĉilno poveĉal 

nastanek mutacij, kar je lahko posledica prisotnosti heterocikliĉnih aminov v 

koncentracijah, ki so pod mejo detekcije analitskih metod.  

 

 Test MTT je pokazal, da izvleĉka skorje in sredice peĉenega pišĉanĉjega mesa v 

koncentracijah 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5 in 1 vol% ne vplivata na preţivetje celic HepG2. 

 

 Pri testu komet na celicah HepG2 izvleĉka skorje in sredice peĉenega pišĉanĉjega mesa 

tudi v najvišji testirani koncentraciji (1 vol%) nista povzroĉila eno- in dvoveriţnih 

prelomov ter alkalno labilnih mest molekule DNA. 

 

 Pri testu mikrojeder na celicah HepG2  sta najvišji testirani koncentraciji vzorca (0.2 in 

1 vol%) skorje peĉene perutnine povišali število celic z mikrojedri. Izvleĉek peĉene 

perutnine ni povzroĉil nastanka nukleoplazmatskih mostiĉkov kot tudi ne jedrnih brstov. 

 

 Izvleĉek sredice ni vplival na nastanek mikrojeder, nukleoplazmatskih mostiĉkov in 

jedrnih brstov pri celicah HepG2. 

 

 Izvleĉka skorje in sredice peĉenega pišĉanĉjega mesa nista vplivala na delitev celic 

HepG2.  

 

 Test mikrojeder se je izkazal za bolj obĉutljivo metodo kot test komet za zaznavanje 

genotoksiĉnega potenciala izvleĉka peĉene perutnine na celicah HepG2. 

 

 Izvleĉek sredice peĉene perutnine (1 vol%) ni vplival na izraţanje genov, ki so 

vkljuĉenih v metabolno pretvorbo  ksenobiotikov, odgovor celice na poškodbe DNA in 

apoptozo. 

 

 Izvleĉek skorje peĉene perutnine (1 vol%) je povišal izraţanje genov, ki so vkljuĉeni v 

metabolizem ksenobiotikov (CYP1A1, CYP1A2, NAT2 in UGT1A1).  
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 Izvleĉek skorje peĉene perutnine je povišal izraţanje gena CDKN1A, ki je vkljuĉen v 

odgovor celice na poškodbe DNA, medtem, ko na izraţanje gena MDM2 ni vplival.  

 

 Izvleĉek skorje peĉene perutnine bistveno moĉneje inducira izraţanje presnovnih genov 

CYP1A1, CYP1A2 in UGT1A1 ter na poškodbe DNA odzivnega gena CDKN1A kot 

ekvivalnetne koncentracije MeIQx, PhIP ali kombinacija PhiP z MeIQx. Rezultat 

nakazuje, da so v izvleĉku prisotne neidentificirane snovi z moĉnim vplivom na 

izraţanje presnovnih genov.  

 

 Izvleĉek skorje peĉene perutnine je nekoliko zniţal izraţanje antiapoptotskega gena 

BCL-2, medtem ko na izraţanje proapoptotskega gena BAX ni vplival. Pri ekvivalnetni 

koliĉini sta MeIQx in kombinacija PhIP z MeIQx, ne pa tudi PhIP, moĉno zniţala 

izraţanje gena BCL-2 in s tem povišala razmerje BAX/BCL-2. Ta rezultat kaţe, da 

MeIQx pri nizkih koncentracijah lahko omogoĉa apoptozo. To je povsem nova 

ugotovitev, ki jo velja v prihodnosti podrobneje raziskati. 
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7 POVZETEK 

 

Termiĉno obdelano meso vsebuje kompleksno mešanico zdravju škodljivih snovi. 

Najpomembnejši med njimi so genotoksiĉni heterocikliĉni amini (HCA), ki z vezavo na 

DNA poškodujejo dedni material in povzroĉajo nastanek raka.   

 

V diplomski nalogi smo ţeleli ugotoviti ali izvleĉka izolirana iz skorje in sredice peĉenega 

pišĉanĉjega mesa povzroĉata mutacije in poškodbe DNA. Potencialno strupeno delovanje 

izvleĉkov smo preverjali s pomoĉjo bioloških testov, ki nam omogoĉajo vpogled v 

celostno delovanje kompleksnih mešanic in upoštevajo interakcije med razliĉnimi 

sestavinami vzorca. Mutageno delovanje izvleĉkov smo preverjali z Amesovim testom na 

bakterijah (S. typhimurium sev TA98), genotoksiĉno delovanje pa na ĉloveških jetrnih 

celicah HepG2 s testom komet in testom mikrojeder. Vpliv izvleĉkov na izraţanje izbranih 

genov, ki so vkljuĉeni v metabolno pretvorbo  ksenobiotikov, odgovor celice na poškodbe 

DNA in apoptozo, smo preverjali s kvantitativnim PCR v realnem ĉasu. 

 

Rezultati Amesovega testa so pokazali, da je izvleĉek skorje peĉenega pišĉanĉjega mesa ţe 

pri najniţji testirani koncentraciji (0.125 µg izvleĉka/plošĉo) povzroĉil 4.48-kratno 

povišanje števila revertant, medtem ko je izvleĉek sredice peĉene perutnine izkazal šibko 

mutageno delovanje in povišal število revertiranih kolonij pri koncentraciji 5 in 10 

µg/plošĉo. Pri testiranju citotoksiĉnega potenciala vzorcev s testom MTT nobena od 

koncentracij (0.0625, 0.125, 0.25, 0.5 in 1 vol%) izvleĉka sredice in skorje peĉenega 

pišĉanĉjega mesa ni vplivala na ţivost celic HepG2. Rezultati testa komet so pokazali, da 

izvleĉka skorje in sredice peĉene perutnine tudi pri najvišji testirani koncentraciji (1 vol%) 

nista povzroĉila eno- in dvoveriţnih prelomov molekule DNA ter alkalno labilnih mest. Pri 

testu mikrojeder sta 0.2 in 1 vol% izvleĉka skorje peĉene perutnine povišala število celic z 

mikrojedri, 0.2 vol% vzorca skorje pa je poleg tega povišal še celokupno število 

mikrojeder v celicah HepG2. Izvleĉka skorje in sredice peĉene perutnine tudi pri najvišjem 

1 vol% nista povišala števila jedrnih brstov, kot tudi ne nukleoplazmatskih mostiĉkov in 

nista vplivala na delitveni cikel celic HepG2. Z metodo qrtPCR smo ugotovili, da izvleĉek 

sredice peĉene perutnine (1 vol%) ni vplival na izraţanje genov, ki so vkljuĉeni v 

metabolno pretvorbo  ksenobiotikov (CYP1A1,CYP1A2, UGT1A1 in NAT2), odgovor 

celice na poškodbe DNA (CDKN1A in MDM2) in apoptozo (BAX in BCL-2), medtem ko je 

vzorec skorje (1 vol%) v primerjavi s kontrolno skupino povišal izraţanje genov CYP1A1 

(64.38-krat) in CYP1A2 (43.04-krat) kot tudi NAT2 (2.05-krat) in UGT1A1 (3.19-krat). 

Izvleĉek skorje je povišal izraţanje gena CDKN1A (1.68-krat) in zniţal izraţanje gena 

BCL-2 (0.81-krat), medtem ko na izraţanje genov MDM2 in BAX ni vplival. 
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