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Al Pri toplotni obdelavi Zzivil, predvsem mesa, nastanejo heterocikli¢ni amini (HCA), ki so zelo mo¢ne

mutagene in karcinogene snovi. 2-amino-3,8-dimetilimidazo[4,5-f]kinoksalin (MelQx) je eden izmed
25 izoliranih HCA iz hrane in po IARC Kklasifikaciji karcinogenih snovi spada v skupino mozno
karcinogenih snovi za ljudi (skupina 2B). Izpostavljenost HCA v vsakdanjem zivljenju je prakti¢no
neizogibna, zaradi tega so raziskave usmerjene v iskanje in testiranje snovi, ki kazejo antikarcinogene in
antimutagene lastnosti in bi lahko delovale za$¢itno proti karcinogenemu delovanju HCA. Ena izmed
takih snovi je ksantohumol (XN), prenilirani flavonoid, ki se nahaja v hmelju (Humulus lupulus L.
(Cannabinaceae)) in v nizkih koncentracijah tudi v pivu. Izredno uéinkovito zavira genotoksi¢ne uéinke
nekaterih HCA, kar kaze na njegovo potencialno uporabnost v obliki prehranskega ali farmacevtskega
dopolnila za zaviranje nastanka raka. V diplomski nalogi nas je zanimalo antimutageno,
antigenotoksi¢no delovanje XN, kot tudi njegov vpliv ter tudi vpliv kombinacije XN z MelQx na
izrazanje izbranih genov, ki so vpleteni v aktivacijo/detoksifikacijo ksenobiotikov. Z Amesovim testom
smo najprej preverili mutageno delovanje XN in nato njegovo antimutageno delovanje zoper MelQx na
bakteriji Salmonella typhimurium, sev TA98. XN na bakterije ni deloval mutageno, v kombinaciji z
MelQx pa je pokazal antimutageno delovanje, saj je znizal Stevilo z MelQx induciranih revertant v
odvisnosti od doze. S testom MTT smo ugotovili, da XN pri koncentracijah do 10 uM ne vpliva na
prezivelost celic humanega hepatoma (HepG2). Tudi v kombinaciji z MelQx XN ni vplival na
citotoksi¢no delovanje samega MelQx, saj ni bilo razlike med zmanjSanjem prezivelosti, ki jo je
povzro¢il sam MelQx in v kombinaciji s XN. Antigenotoksi¢no delovanje XN smo preverili na HepG2
celicah z alkalnim testom komet in s testom mikrojeder, kjer smo DNA poskodbe povzroéili z MelQx.
V testu komet je XN pokazal izrazito antigenotoksi¢no delovanje. S testom mikrojeder nismo mogli
ovrednotiti antigenotoksi¢nega potenciala, ker sam MelQx ni povzroéil tvorbe mikrojeder. S tem testom
pa smo pokazali tudi, da sam XN ne povzro¢i tvorbe mikrojeder. S kvantitativnim PCR smo pokazali,
da je sam XN povecal izrazanje genov CYP1A1l, CYP1A2, UGT1A2, medtem ko je izrazanje genov
NAT2, SULT1A1 zmanjsal. V kombinaciji z MelQx XN ni biolosko pomembno spremenil izraZanja
genov CYP1ALl in SULT1A1l glede na sam MelQx, medtem ko je pri koncentracijah 1 in 10 uM v
odvisnosti od doze statisticno znadilno znizal izraZanje gena CYP1A2 glede na sam MelQx. XN v
kombinaciji z MelQx je le pri najvisji koncentraciji statisticno znacilno povisal izrazanje genov UGT1A
in NAT2 glede na MelQx. 1z raziskave lahko povzamemo, da XN deluje antimutagno, antigenotoksi¢no,
ter da sam oziroma v kombinaciji z MelQx vpliva na izrazanje izbranih genov, ki so vpleteni v
aktivacijo/detoksifikacijo ksenobiotikov.
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AB During the thermal processing of food, especially meat, heterocyclic amines (HCA), which are strong
mutagens and carcinogens, are formed. MelQx is one of the 25 isolated HCA from different food
samples. By IARC classification of human carcinogens, it belongs to the group of compounds possibly
carcinogenic for people (group 2B). As exposure to HCA is our everyday life practically unavoidable
efforst are focused toward searching and testing of substances, which show antimutagenic and
anticarcinogenic characteristics and could protect against carcinogenic effects of HCA. One such
substance is xantohumol (XN), prenylated flavoid present in hop (Humulus lupulus L. (Cannabinaceae)
and in low concentrations also in beer. It successfully prevents the genotoxic effects of several HCA,
indicating its potential usefulness as a food or pharmaceutical supplement, which prevents the
development of cancer. In the present study, we investigated antimutagenic and antigenotoxic activity
of XN, as well as its influence and the influence of the combination of XN with MelQx on expression
of selected gene that are involved in the activation/detoxification of xenobiotics. First we examined the
mutagenic activity of XN with the Ames test, and then its antimutagenic activity against MelQx on the
bacteria Salmonella typhimurium, strain TA98. XN did not show mutagenic activity on S. typhimurium,
but in the combination with MelQx it showed antimutagenic activity with concentration-dependent
decrease of MelQx-induced revertants. With the MTT assay we showed that MelQx did not affect cell
viability of human hepatoma cells (HepG2) at concentrations up 10 uM. Also in the combination with
MelQx, XN did not affect the cytotoxicity, because there was no difference in reduction of cell viability
induced by MelQx alone and its combination with XN. We tested the antigenotoxic effect of XN on
HepG2 cells with the comet asssay and the micronucleus test, where we induced DNA damage with
MelQx. In the comet assay, XN showed pronounced antigenotoxic activity against MelQx induced
DNA strand brakes. In the micronucleus test however we could not evaluate the antigenotoxic potential
of XN as MelQx did not induce micronuclei but, we showed that XN alone does not induce micronuclei
formation. With the quantitative PCR, we showed that XN increased expressions of CYP1Al, CYP1A2,
UGT1A2 genes, and decreased expressions of NAT2, SULT1A1 genes. In combination with MelQx, XN
did not cause biologically important changes in expression of genes CYP1A1 and SULT1A1 comparing
to MelQx. Meanwhile, the concentrations of 1 and 10 uM statistically significantly and in the dose
dependent manner decreased expression of CYP1A2 comparing to MelQx. Only in the highest
concentration, has XN in combination with MelQx significantly increased the gene expression of
UGT1A and NAT2 comparing to MelQx. From the results we can conclude that XN has antimutagenic
and antigenotoxic activity, and that it alone and in combitation with MelQx affects expression of the
selected genes, which are involved in activation/detoxification of xenobiotics.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

AlA aminoimidazo azaareni

ALS alkalno labilna mesta (alkali labile sites)
AO akridin oranz

BaP benzol[a]piren

DMSO dimetilsulfoksid

DNA deoksiribonukleinska kislina
DSB dvoverizni prelomi (double strand breaks)
CYP citokrom P450 oksigenaze

Cyt-b citohalazin b

EDTA etilendiamin tetraocetna kislina (ethylenediamine tetraacetic acid)
EtBr etidijev bromid

FBS serum govejega zarodka (foetal bovine serum)

GST glutation S-transferaza

HCA heterocikli¢ni amini (heterocyclic amines)

IARC mednarodna agencija za raziskave raka

[0) 2-amino-3-metilimidazo[4,5-f]-kvinolin

13C indol-3-karbinol

LMP agaroza z nizko tocko talis¢a

MelQx  2-amino-3,8-dimetilimidazo[4,5-f]kinoksalin

MNi mikrojedra (micronucleus)

MRNA informacijska ribonukleinska kislina

MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid
NAT N-acetiltransferaze

NDI jedrni delitveni indeks (nuclear division index)

NPM agaroza z normalno tocko talisca
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NPB
PBS
PCR
PhIP
ppb
SCGE
SSB
SULT
UGT

XN

nukleoplazmatski mostic¢i (nucleoplasmatic bridges)
raztopina slanega fosfatnega pufra (phosphate buffered saline)
verizna reakcija s polimerazo
2-amino-1-metil-6-fenilimldazo[4,5-b]piridin
delci na milion (particle per bilion)
elektroforeza posamezne celice (iz angl. single-cell gel electrophoresis )
enoverizni prelomi (single strand breaks)
sulfotransferaze
glukuronoziltransferaze

ksantohumol

Xl
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1 UvOD

Clovek tekom svojega Zivljenja zauzije velike koli¢ine hrane, zato je njena kakovost
pomembna, saj je lahko le-ta pomemben dejavnik tveganja za nastanek razli¢nih bolezni, tudi
raka. Hrana sicer predstavlja vir hranil in mineralov za nase telo, vendar lahko v primeru, da
S0 V njej prisotne zdravju skodljive kemikalije, povzroc¢i razvoj bolezni, kot je rak (Ames in
sod., 1995). Da ima hrana pomembno vlogo pri etiologiji raka, kazejo $tevilne epidemioloske
Studije.

Pred uzivanjem zivil ta pogosto toplotno obdelamo. S tem zagotovimo njihovo mikrobiolosko
varnost in oblikujemo Zeleno senzori¢no kakovost (Jdgerstadt in Skog, 2005). Pri kuhanju in
pripravi zivil pri visokih temperaturah, tudi takih, ki se dnevno uporabljajo v gospodinjstvih,
pride do nastanka razli¢nih genotoksi¢nih snovi. Pri termi¢ni obdelavi zivil, predvsem
misi¢nega izvora (meso), nastanejo heterocikli¢ni amini (HCA; iz ang. heterocyclic amines).
V mesu so prisotni vsi prekurzorji, ki so potrebni za njihovo sintezo. HCA spadajo v skupino
zelo mocnih mutagenov in karcinogenov. Genotoksi¢nost najpogostejsih HCA, kot so 1Q (2-
amino-3-metilimidazo[4,5-f]-kvinolin), MelQx (2-amino-3,8-dimetilimidazo[4,5-f]-kinolin)
in PhIP (2-amino-1-metil-6-fenilimldazo[4,5-b]piridin), je razmeroma dobro raziskana.
Mednarodna agencija za raziskave raka (IARC; iz ang. Internacional Agency for Researching
Cancer) razvrsca 1Q v Skupino 2A “verjetno karcinogen za ljudi”, MelQ ter Se sedem drugih
HCA-jev pa v Skupino 2B “mozno karcinogeni za ljudi” (Cheng in sod., 2006). Genotoksi¢ne
snovi povzrocajo poskodbe dednega materiala, zato lahko izpostavljenost tem snovem, tudi ¢e
so koncentracije zelo nizke, privede pri ljudeh do povecane pogostnosti rakavih obolenj.

Mutageni, ki so kemijskega izvora (kamor spadajo tudi HCA), se najveckrat kovalentno
vezejo na DNA, celi¢ne proteine ali na druge celicne komponente. Ve€ino znanih ¢loveskih
mutagenih snovi so nukleofilno ali kemijsko inertne molekule (amino-azo barvila, policiki¢ni
aromatski amini, aromatski in heterocikli¢ni amini), Ki niso sposobni neposrednih interakcij s
celi¢nimi komponentami. Za izrazanje teh lastnosti potrebujejo metabolno aktivacijo. Sele po
encimsko katalizirani metabolni transformaciji pridobijo mutageno delovanje. Pri tej
biotransformaciji mutagenih in karcinogenih snovi lahko nastajajo Stevilni vmesni visoko
reaktivni elektrofilni produkti, ki se lahko kovalentno veZejo na proteine, DNA in druge
makromolekule v celici, s ¢imer povzrocijo poskodbe celic, kar lahko v doloc¢enih primerih
vodi tudi do nastanka rakavih obolenj (Luch, 2005).

Doloceni encimi lahko katalizirajo inaktivacijo ene vrste molekul, hkrati pa lahko katalizirajo
tudi nastanek toksi¢nih metabolitov nekaterih drugih molekul. Posledica taksnega delovanja
encimov, vkljuéno z vsemi njihovimi fenotipskimi razli¢icami, je lahko nastanek raka ali
preprecitev njegovega nastanka. Zato so encimi, ki so udelezeni v metabolno aktivacijo (tudi
v popravljalne mehanizme poSkodovane DNA), pomemben dejavnik, ki vpliva na obseg DNA
poskodb in s tem na tveganje za nastanek raka pri posamezniku. Ob izpostavljenosti HCA je
treba upostevati tudi dejstvo, da smo ljudje izpostavljeni mesanicam razli¢nih snovi, v katerih
lahko prihaja do interakcij (aditivnih, sinergisticnih ali antagonisticnih uc¢inkov) med
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posameznimi sestavinami (Luch, 2005). Uzivanje kontaminirane vode, ki vsebuje npr.
pesticide, tezke kovine, mikotoksine in druge primesi, s hkratnim uzivanjem hrane, v kateri so
prisotni prehranski mutageni (HCA, PAH (policikli¢ni aromatski amini, iz ang. polycyclic
aromatic hydrocarbon)) lahko povzroc¢i vecji obseg DNA poskodb. Te snovi se zaradi nacina
pridelave hrane in njene toplotne obdelave pojavljajo v vsakdanji prehrani, s ¢imer se jim ni
mo¢ izogniti. S tem prihaja do vse vecje zaskrbljenosti o vplivu teh snovi na clovekovo
zdravje. Da bi zmanjsali raven DNA poskodb, ali vsaj omilili njihove posledice, ki nastanejo
zaradi uzivanja take hrane, se je razvila teznja po odkrivanju in razvoju snovi s potencialno
kemopreventivno in terapevtsko vlogo. Te snhovi so lahko naravne (pogosto rastlinskega
izvora) ali sinteti¢ne. Nekatere izmed naravnih snovi uporablja ¢lovek v prehrani (¢aji, rdece
vino, piva, kava idr.) ze stoletja, ne da bi se sploh zavedal njihovega ugodnega ucéinka. V teh
prehrambenih izdelkih, ki so v glavnem rastlinskega izvora, so prisotne tudi snovi, ki kazejo
antitumorske lastnosti. Rastline jih v glavnem sintentizirajo zaradi zascite pred objedanjem, za
privabljanje oprasevalcev ipd. Spadajo v skupino sekundarnih metabolitov, saj se razlikujejo
od znanih vmesnih in kon¢nih produktov primarnega metabolizma in prav ti so najveckrat
odgovorni za farmakoloSke uc¢inke rastlin. Hkrati so to tudi glavne spojine, ki dajejo rastlinam
vonj, okus in barvo.

Se v zagetku 20. stoletja je bilo 80 % vseh zdravil rastlinskega izvora, kar se je v naslednjih
desetletjin zaradi hitrega razvoja sinteti¢nih zdravil mocno spremenilo. Kljub temu so
znanstveniki nasli Stevilne ideje za mnoge sinteti¢éne droge prav v rastlinskih spojinah. Ker
poznamo le majhen deleZz naravnih snovi, okrog 10 %, Zelijo znanstveniki v zadnjem cCasu
kemicno analizirati ¢im vec rastlin, tudi take, ki so bile, ali so Se v uporabi tradicionalne
medicine (Dermastia, 2006). Ena izmed spojin, ki v zadnjem ¢asu vzbuja pozornost
znanstvenikov, je ksantohumol (XN; iz ang. xanthohumol). Je sekundarni metabolit hmelja, ki
se v majhnih koli¢inah nahaja tudi v pivu, katero predstavlja najpomembnejsi vir XN za
¢loveka. XN ima Sirok spekter delovanja in ga med drugim oznacujejo tudi kot mozno
antikarcinogeno ucinkovino (Gerhéuser in sod., 2002; Stevens in Page, 2004; Miranda in sod.,
1999; Plazar in sod., 2007).

1.1 Namen dela

V nalogi smo Zeleli razjasniti mehanizme zaSCitnega delovanja ksantohumola (XN),
preniliranega flavonoida, ki je prisoten v hmelju in pivu, zoper genotoksicno delovanje
prehranskega karcinogena, heterociklicnega amina MelQx.
Namen naloge je bil ugotoviti, ali:
e ima XN antimutagen ucinek zoper mutageno delovanje MelQx na bakteriji Salmonella
typhimurium sev TA98;
e ima XN antigenotoksi¢ni ucinek zoper poskodbe DNA, ki jih povzroca MelQx na
celicah HepG2;


http://botanika.biologija.org/predmeti/BIO-1L-0506-POU_Zbornik.pdf
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e XN wvpliva na izrazanje izbranih genov, ki so vpleteni v metabolno
aktivacijo/detoksifikacijo MelQx.

1.2 Hipoteza
Pricakujemo, da bo XN deloval antimutageno in antigenotoksi¢no, ter da bo vplival na

izrazanje izbranih genov, ki so vpleteni v metabolno aktivacijo heterocikli¢énih aminov

(MelQXx).
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2 PREGLED OBJAV

2.1 Toplotna obdelava mesa in pojav heterocikli¢nih aromatskih spojin

Med toplotno obdelavo mesa pride do konformacijske spremembe misi¢nih proteinov,
spremenjene encimske aktivnosti, toplotne in hidrolitske cepitve peptidnih vezi, toplotne
razgradnje in derivatizacije prostih aminokislin, oksidacije, tvorbe novih vezi kot tudi
senzori¢no pomembnih spojin. Te spremembe vodijo do spremenjene teksture, barve, arome
in drugih lastnosti toplotno obdelanega mesa. Na njih vpliva temperatura in ¢as toplotne
obdelave, pH vrednost mesa, oksidacija spojin, antioksidanti, radikali in druge reaktivne
spojine (Palka, 2004).

Med toplotno obdelavo pride do denaturacije in spremembe v konformaciji proteinov ze pri
temperaturah med 36 °C in 60 °C. Proste aminokisline so toplotno stabilnejse, zato je manjsa
verjetnost za njihovo razgradnjo. Vendar lahko v dolo¢enih pogojih pride tudi do njihove
pirolize. Do tega pride predvsem pri peki na zaru, saj je takrat zaradi lokalne dehidracije mesa
na povrsini omogocen dvig temperature nad 100 °C, zaradi ¢esar lahko potece karboksilacija
in deaminacija (Pegg in Shahidi, 2004). Toplotna obdelava inducira Maillardovo reakcijo. Ta
je skupek neencimskih kemijskih reakcij in pote¢e med vodotopnimi spojinami, ki vsebujejo
proste amino (npr. aminokisline, amini, peptidi) in karbonilne skupine (npr. ketoni, aldehidi,
reducirajoéi sladkorji itd.). Do reakcije pride Ze pri temperaturah nad 80 °C. To je tudi
temperatura, pri kateri najveckrat pripravljamo meso. Produkti teh reakcij so barvne spojine,
ki oblikujejo rjavo barvo (melanoidini) pefene povrSine in hlapne spojine, ki sooblikujejo
aromo pecenega mesa (povzeto po Mottram, 1998). Na sestavo produktov Maillardove
reakcije in njithovo koli¢ino vplivajo temperatura in ¢as toplotne obdelave, vodna aktivnost,
vsebnost vode, vrednost pH in vsebnost prekurzorjev v hrani. Pri visjih temperaturah toplotne
obdelave nastane vecja koli¢ina barvnih pigmentov, melanoidov. Produkti Maillardove
reakcije se tvorijo v ve¢jem obsegu tudi na povrsini toplotno obdelanega mesa, kjer je zaradi
toplotne dehidracije manjsa vsebnost vode (Shahidi in sod., 2004). Lahko pa se tvorijo, ¢eprav
v manjSem obsegu, tudi v vodnih raztopinah (Pegg in Shahidi, 2004). Koli¢ina izgubljene
vode zaradi evaporacije in izceje je odvisna od nacina priprave, metod segrevanja in konéne
srediS¢ne temperature mesa. Surovo meso vsebuje 69-75 % vode, medtem ko toplotno
obdelano meso zaradi evaporacije in izceje le 60-65 %. Meso, ki ima visje pH vrednosti,
izgubi med toplotno obdelavo manj vode (Palka, 2004) kot meso z nizjim pH (Rosenvold in
sod., 2004). V Maillardovi reakciji se lahko med reducirajo¢imi sladkorji in prostimi
aminokislinami tvorijo tudi radikali (npr. pirazin kation radikali) (Kikugawa in sod., 1999).

Med toplotno obdelavo mesa nastanejo razli¢ne snovi, ki kazejo mutageno aktivnost, med
katerimi so tudi heterocikli¢ni amini.
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2.2 Heterocikli¢ni amini (HCA)

Japonski znanstveniki so ze v zaCetku 70-ih let prejSnjega stoletja identificirali na povrsini
pecene govedine in rib snovi s potencialno skodljivo aktivnostjo, katero so dokazali v testih za
testiranje mutagenosti na bakteriji Salmonella typhimurium (Sugimura in sod., 1977). Te
snovi z mutageno aktivnostjo v hrani so bile kasneje izolirane in okarakterizirane kot
heterocikli¢ni amini (HCA). To so policikli¢ne aromatske molekule (Cheng in sod., 2006) in
bioprodukti, ki nastanejo pri termi¢ni obdelavi hrane. Raziskave so pokazale, da nastanejo v
glavnem v misi¢ni hrani (meso in ribe), ki vsebuje vse potrebne prekurzorje: kreatin(in),
aminokisline in sladkorje (Jagerstadt in sod., 1998; Felton in sod., 2000; Busquets in sod.,
2004). Do danes so iz razli¢nih vzorcev hrane izolirali ve¢ kot 25 HCA (Toribio in sod.,
2002). Poleg hrane miSi¢nega izvora so prisotni e v toba¢nem dimu, pivu, vinu in izpusnih
plinih (Turesky, 2005; Manabe in sod., 1991a, 1991b). Ker nastajajo pri toplotni pripravi
hrane, kateri smo ljudje zaradi nacina prehranjevanja vsakodnevno izpostavljeni, se je
zanimanje za te snovi povecalo, ¢eprav je njihova koli¢ina v hrani na nivoju ppb (iz ang.
particle per billion) (Pais in Knize, 2000). Njihova vsebnost je odvisha od vrste mesa in od
nacina toplotne obdelave oziroma priprave mesa in se lahko giblje v obmo¢ju od 0.01 do
nekaj 100 ng HCA/g kuhanega oz. peCenega mesa. Pri visokih temperaturah in daljsem
obdelovanju z vro€ino nastanejo visje koli¢ine ter tudi veéje Stevilo razliénih vrst HCA
(Abdulkarim in sod., 1998; Felton in sod., 2000; Lan in sod., 2004) kot pri nizjih
temperaturah (Knize in sod., 1994; Turesky in sod., 2005, Sinha in sod. 1998a). Nasprotno pa
lahko pri dolo¢enih metodah priprave hrane (npr. kuhanje) nastanejo manjse koli¢ine HCA,
kar je najverjetneje zaradi manj ucinkovitega prenosa toplote. S tem je upocasnjen prehod
prekurzorjev HCA na povr$ino mesa, kjer pride do nastanka le-teh (Sinha in sod., 1998a, b;
Sinha in sod., 1995). Tako je tveganje za nastanek raka zaradi HCA odvisno od koli¢ine in
vrste hrane, ki bazira na miSicah, pogostosti uzivanja, pogojev obdelave in prisotnosti
kemijskih modulatorjev (npr. antioksidantov) v prehrani (Bogen in Keating, 2001).

Prebivalci zahodnih drzav pogosto uzivajo toplotno dobro obdelano hrano, v Kateri je zaradi
nacéina priprave (visoke temperature, dolga obdelava s toploto, peka na zaru) vecja koli¢ina
nastalih HCA (Felton in sod., 2002). Ta nacin prehranjevanja povezujejo s povecano
pogostnostjo raka na debelem crevesu in prostati pri moskih ter pri Zenskah na dojkah
(Keating in Bogen, 2004). Tudi v nekaterih drugih drzavah (Japonska), ki so sprejele
prehranske navade zahodne populacije, prav tako opazajo poveano pogostnost pojavljanja
raka na omenjenih organih (Sigimura in sod., 2004). O teh pozitivnih povezavah med
prehrano in stopnjo tveganja za rakom porocajo Stevilne epidemioloske Studije (Sinha in sod.,
1999; 2001; 2000; Anderson in sod., 2005).
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2.2.1 Nastanek HCA

Nastanek HCA je odvisen od fizikalnih dejavnikov, h katerim pristevamo temperaturo in ¢as
toplotne obdelave, vir toplote, vrsto in koli¢ino zivila, vrednost pH medija, snovni in toplotni
prenos ter od kemijskih dejavnikov, kot so vrsta, vsebnost in razmerje prekurzorjev,
prisotnost/odsotnost inhibitorjev in stimulatorjev, koli¢ina mas¢ob in vode (Oz in sod., 2006;
Skog in sod., 2003; Felton in sod., 2000). Kriticen dejavnik nastanka HCA v toplotno
obdelani hrani, kot so meso in ribe, je temperatura pri kateri pripravljamo hrano (Miller in
sod., 1985). Pri temperaturi nad 300 °C se tvorijo pirolizati proteinov, tako imenovani
mutageni tipa 2-amino-piridin (tudi amino-karbolini) (Wakabayashi in sod., 1997; Sugimura,
1986). Pri nizji temperaturi, pod 300 °C, pa nastanejo mutageni tipa 2-amino-imidazol (ali
aminoimidazo-azaareni (AlA)) (Furihata in sod., 1986; Jagerstad in sod. 1998), za katere niso
potrebne tako visoke temperature, Ceprav se pri povisani temperaturi tvorijo hitreje in v vec¢jih
koli¢inah (Cheng in sod., 2006).

Glavni prekurzorji amino-karbolinov so aminokisline ali peptidi. Ker njihov nastanek ni
odvisen od kreat(in)ina kot prekurzorja, lahko nastanejo tako v hrani zivalskega kot tudi v
hrani rastlinskega izvora (Jagerstad in sod., 1998). Sestavljeni so iz 5-Clenskega obroca, ki
lezi med dvema 6-Clenskima aromatskima obro¢ema, od katerih je lahko eden ali oba piridin
(Cheng in sod., 2006). Nastanejo preko reakcije prostih radikalov, pri ¢emer se tvorijo Stevilni
reaktivni fragmenti, ki lahko kondenzirajo v nove strukture (Skog in sod., 2000). Amino-
karbolinov je v normalno kuhani hrani zaradi niZjih temperatur priprave relativno malo,
navadno pod ng/g hrane (Turesky, 2010).

Druga skupina HCA so AIA, ki se tvorijo pri nizjih temperaturah (pod 300 °C) in prav te se
najveckrat uporablja pri toplotni obdelavi mesa (Turesky, 2010), vendar se pri visjih
temperaturah tvorijo hitreje in v vedjih koli¢inah. Za tvorbo AIA obstajata dve hipotezi. Prva
pravi, da piridin ali pirazin najprej reagirata z aldehidom in $ele nato s kreatinom, druga pa, da
kreatin najprej reagira z aldehidom (aldolna kondenzacija). Pri tem se tvori intermediat
kreatinin-aldehid, ki skupaj s piridinom in pirazinom tvori imidazo-kino(ksa)lin spojine. Za
IQ in 1Qx-tip HCA ter njihove derivate (metilirane oblike) se predvideva, da bi naj nastali iz
kreat(in)ina, sladkorjev, prostin aminokislin in nekaterih dipeptidov, med Maillardovo
reakcijo in Streckerjevo degradacijo tekom segrevanja (Felton in sod., 2000; Jdgerstad in sod.,
1983). Pri nastanku te skupine HCA ima pomembno vlogo Maillardova reakcija (Toribio in
sod., 2000) in kreatinin (Weisburger in sod., 1994). Kreatinin je nujen za tvorbo imidazo
strukture, saj se HCA tipa 1Q in 1Q-x brez njega ne tvorijo (Murkovic, 2004). Kretain bi naj
predstavljal N-metil-2-aminoimidazolni del molekule, medtem ko bi naj preostali del
molekule 1Q in 1Qx izhajal iz Strecker degradacijskih produktov (piridini ali pirazini), ki se
tvorijo v Maillardovi reakciji med heksozami in aminokislinami (Jagerstad in sod., 1991;
Milic in sod., 1993). 1Q- in 1Q-x strukturni obro¢ HCA izhaja iz aldolne kondenzacije, preko
katere se povezeta dve molekuli aldehida ali Schiffovi bazi (Turesky, 2010). Pri nastanku te
skupine HCA se predvideva, da bi naj bili prav tako udelezeni intermediati prostih radikalov
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(Milic in sod., 1993; Pearson in sod., 1992; Kato in sod., 1996). AIA so odgovorni za veéji
del mutagene aktivnosti v termi¢no obdelani hrani (Felton in sod., 2001). Za njihovo
mutagenost pa je odgovorna predvsem imido skupina z 2-amino skupino (Skog in sod., 1998).

2.2.2 Bioaktivacija HCA in tvorba DNA aduktov

HCA spadajo v skupino indirektnih mutagenov, ki potrebujejo za izrazanje mutagenih
lastnosti metabolno aktivacijo (Yamazoe in sod., 1988; Turesky in sod., 1990). Osrednja pot
metabolne aktivacije, kjer so udeleZeni encimi I. in II. faze metabolne transformacije:
citokromi P450 (CYP), sulfotransferaze (SULT), UDP-glukuronoziltransferaze (UGT), N-
acetiltransferaze (NAT) in glutation S-transferaze (GST) poteka v jetrih (Turesky, 2010).

Kot vecina kemijskih mutagenov/karcinogenov, tudi HCA tvorijo po metabolni aktivaciji
DNA adukte (Cheng in sod., 2006). Z oksidacijo zunajcikli¢ne amino skupine nastanejo
genotoksi¢ni N-hidroksi HCA metaboliti. To reakcijo katalizirajo encimi druzine citokrom
P450 (Turesky in sod., 1998; Crofts in sod., 1998; Hammons in sod., 1997), v okviru katerih
sta najpomembnejsa jetrni P450 1A2 in izvenjetrni P450 1A1l. Poleg teh dveh encimov so
metaboliziranja HCA sposobni $¢ CYP1B1, CYP3A4, CYP2C9 in CYP2A3 (McManus in
sod., 1989; Yamazaki in sod., 1993; Edwards in sod., 1994; Crofts in sod., 1997; Hellmold in
sod., 1998), vendar pa nobeden izmed teh izomer P450 ni tako aktiven kot CYP1A2
(Gooderham in sod., 2001; Turesky in sod., 1991; Shimadu in sod., 1989; McManus in sod.,
1990; Rich in sod., 1992, Zhao in sod., 1992). N-hidroksi HCA metaboliti, ki nastanejo zaradi
encimske katalize, lahko direktno reagirajo z DNA, s ¢imer tvorijo DNA adukte. Lahko pa se
naprej transformirajo z encimi Il. faze (npr. NAT, SULT), ki se izrazajo v jetrih ali
izvenjetrnih tkivih, pri ¢emer nastanejo reaktivni N-hidroksi estri (Turesky in Vouros, 2004;
Schut in sod., 1999). Iz teh estrov lahko nadalje nastanejo reaktivni nitrenijevi ioni, ki so prav
tako sposobni vezave z DNA (Turesky, 2010). Na stevilo mutacij, ki nastanejo zaradi
delovanja HCA, vplivajo razli¢ni eksogeni in endogeni metabolni aktivacijski sistemi,
razli¢ne sposobnosti DNA popravljalnih mehanizmov, razli¢na taréna zaporedja baznih parov
in vpliv sosednjih baz na HCA-DNA aduktih. Zaradi raznolikosti teh dejavnikov prihaja tudi
do razlik med bioloskimi vplivi HCA v razli¢nih in vitro testnih sistemih (Turesky, 2007).
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Slika 1: Glavne poti metabolizma MelQx (Turesky, 2010)

2.2.3 Bioloski uc¢inki HCA-DNA aduktov

Pomembne posledice bioloske aktivnosti HCA so adukti na purinih, ki povzrocajo
konformacijske spremembe v DNA. Med sintezo DNA ¢ez poskodovane dele pride do
mutacij premika bralnega okvirja ali zamenjave baznih parov (Delaney in Essigmann, 2008;
Broyde in sod., 2008; Hoffmann in sod., 1997). Adukt lahko poleg mutacije zavre tudi DNA
polimerazno aktivnost. Ta bioloski efekt je mo¢no odvisen od oligotidnega zaporedja, ki se
nahaja blizu adukta (Delany in Essigmannd, 2008; Broyde in sod., 2008; Hoffmann in sod.,
1997), kot tudi od encima polimeraze in lastnosti gostiteljske celice (Tan in sod., 2002).

Gvanin je pri sesal¢jih celicah glavno taréno mesto, na katerem pride do tvorbe HCA-DNA
aduktov, zato so najpogostejse mutacije, ki jih povzrocijo HCA, zamenjava baznih parov na
gvaninih (Turesky in Vouros, 2004; Schut in Snyderwine, 1999).

2.2.4 Mutagenost in karcinogenost HCA

Po bioaktivaciji postanejo HCA zelo mutagene spojine, kar so dokazali s Stevilnimi in vitro
kot tudi in vivo testi (Torbio in sod., 2000). V Amesovem testu, s Salmonello typhimurium sev
TA98, kazejo vsi AlA, z izjemo PhIP, visoko mutagenost (Wakabayashi in Sugimura, 1998).
Nekateri predstavniki HCA (MelQx, 1Q in 8-MelQx) spadajo med najmocnejSe bakterijske
mutagene (Sugimura in sod., 2004). Pogosto se zgodi, da tisti HCA, ki kazejo mutagenost v
bakterijskih celicah, kazejo tudi mutagenosti v zivalskih in ¢loveskih celicah, vendar se lahko
pri tem pojavi razlika v njihovi stopnji mutagenosti (Nagao, 2000).

Stevilni HCA, ki so jih testirali in vivo z dodajanjem v prehrano misi in podgan, kaZejo
karcinogene lastnosti (Sugimura, 1997). Ob daljsi izpostavitvi povzroCijo pri miSih in
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podganah nastanek tumorjev v razli¢nih organih, med drugim v ustni votlini, jetrih, Zelodcu,
plju¢ih, mehurju, debelem ¢revesu, prostati in mle¢nih zlezah (Sugimura in sod., 2004). 1Q je
mocan jetrni karcinogen pri ¢loveku podobnih opicah. Do nastanka tumorjev pri teh testnih
zivalih obi¢ajno pride ze po nekajletni izpostavljenosti (Sugimura in sod., 2004).

V bakterijskih testih mutagenosti lahko pride med razli¢nimi HCA tudi do 1000-kratne razlike
v genotoksi¢nih potencialih. V sesal¢jih tkivnih kulturah so zaradi Sibkej$e bioloSke aktivacije
razlike manjSe. Prihaja tudi do razlik v vplivu posameznih HCA na mutacije pri ¢loveku in pri
testnih zivalih. Na izraZanje mutagenosti in posledi¢no na razvoj raka pri ljudeh vpliva tako
metaboli¢na sposobnost tvorbe aktivnih karcinogenih spojin kot tudi detoksifikacija
mutagenih spojin (Nagao, 2000).

2.2.5 MelQx (2-amino-3,8-dimetilimidazo[4,5-f]kinoksalin)

Je eden izmed 25 HCA, ki so bili izolirani iz toplotno obdelanih proteinskih produktov, kot so
rdece meso, ribe in perutnina. Ker nastane med njihovo oplotno obdelavo, je neizogibno
prisoten v ¢loveski prehrani. Koli¢ina MelQx v toplotno obdelanem mesu se giblje od 1 do
45 ppb in je odvisna tako od vrste mesa, metod priprave, kot tudi od nacina kuhanja
(Thiébaud in sod., 1995; Layton in sod., 1995). Clovek povpreéno zauzije 2.6 ng MelQx/kg
telesne mase/dan (Thiébaud in sod., 1995; Layton in sod., 1995), kar je bistveno manj od doz,
ki povzroc¢ajo pri testnih zivalih nastanek tumorjev (Mauthe in sod., 1999).
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Slika 2: Kemijska zgradba MelQx

Metabolizem MelQx je pri glodalcih in necloveskih primatih relativno dobro proucen
(Turesky in sod., 1994). Bioaktivira se z oksidacijo zunajcikli¢ne-amino skupine s citokrom
P450 in konjugacijo N2-hidroksiamino-3,4-dimetilimidazo[4,5-f]kinoksalina (NHOH-MelQx)
do acetata ali sulfata. Intermediati, tudi NHOH-MelQx, ki nastanejo ob bioaktivaciji, so
sposobni vezave na DNA (Mauthe in sod., 1999). V in vitro studijah, kjer so uporabili
mikrosomalno frakcijo izolirano iz jeter podgan, misi in zajcev, so pokazali, da se pri
metabolizmu MelQx kot tudi PhIP, tvorita vsaj dva oksidativha metabolita, obrocast
hidroksiliran produkt (iz ang. ring-hydroxylated product) in N-hidroksi derivati (Gooderham
in sod., 1987; Turesky in sod., 1988, 1991; Sjodin in sod., 1989; Turteltaub in sod., 1989;
Watkins in sod., 1991a,b). Z Amesovim testom so pokazali, da je N-hidroksi metabolit
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MelQx, za razliko od obroc¢astega hidroksiliranega produkta, direktni mutagen (Rich in sod.,
1992b).

Pri ljudeh je nekoliko bolj zapleteno, saj sta biodostopnost in metabolizem MelQx visoka
(Stillwell in sod., 1994; Turesky in sod., 1994). Bioaktivacija MelQx poteka v jetrih in
vkljucuje N-oksidacijo preko poti podobne kot pri glodalcih in nehumanih primatih (Rich in
sod., 1992b). Nadaljnji metabolizem N-oksidiranih heterocikli¢nih aminov poteka v tkivnem
citosolu in vodi preko konjugacije do acetata in sulfata (Rich in sod., 1992b; Turesky in sod.,
1991). Nekateri podatki kazejo, da je v in vitro pogojih MelQx bioaktiviran do DNA-
reaktivnih intermediatov preko N-hidroksilacije, N:O acetilacije in N:O-sulfacije. In vitro
Studije so pokazale, da se oksidacija MelQx v ¢loveskih jetrih zgodi skoraj izklju¢no preko N-
hidroksilacije in da je le-ta katalizirana izklju¢no s CYP1A2 (Rich in sod., 1992a; Zhao in
sod., 1992). Z uporabo specificnih in obcutljivih inhibitorjev humanega CYP1A2 je
raziskovalcem uspelo inhibirati nastanek N-hidroksi MelQx za 90 % (Gooderham in sod.,
2001). Zaradi tega je karcinogenost teh snovi odvisna tako od ekspresije, specifi¢nosti, kot
tudi od aktivnosti encimov, odgovornih za njihovo aktivacijo. Te lastnosti ortolognih oblik
encimov P450 so vrstno odvisne (Boobis in sod., 1994), zato lahko ljudje bioaktivirajo HCA
v ve¢jem obsegu kot zivalski modeli (Boobie in sod., 1995). Tako se lahko zgodi, da ti modeli
niso primerljivi s clovekom (Turteltaub in sod., 1997).

Mehanizem delovanja MelQx na organizem $e ni povsem razjasnjen (Kang in sod., 2007).
Med metabolizmom nastajajo elektrofilni vmesni produkti, ki se lahko kovalentno vezejo na
C8 deoksigvanina v DNA in na ta naéin tvorijo DNA adukte (Gauvin in sod., 2001).
Posledica nastanka aduktov je lahko sprememba konformacije DNA, kar vodi v nastanek
mutacij. To pa je lahko tudi zacetek karcinogenega procesa (Gauvin in sod., 2001).
Kovalentno vezavo MelQx na DNA so dokazali v Stevilnih raziskavah in ga zato tudi
opredelili kot genotoksi¢nega (Yamashita in sod., 1990; Ochiai in sod., 1993; Snyderwine in
sod., 1993).

MelQx spada v skupino snovi z najve¢jim potencialom mutagenosti, testiranim z Amesovim
bakterijskim testom (Sugimura, 1988; Sugimura in sod., 2004). Je tudi dokazano
genotoksi¢en in karcinogen za glodalce ob izpostavljenosti visokim koncentracijam (Ohgaki
in sod., 1991; Turteltaub in sod., 1997). Pri kroni¢ni izpostavljenosti s hrano, koncentracije
200 do 600 ppm, povzroc¢ijo pri podganah in misih karcinom jeter. Pri podganah so opazili
tumorje $e v pljucih, obusesnih zlezah (iz ang. zymbal glands, ki so edinstvene pri podganah
in izhajajo iz avditorne zleze) in klitoralnih Zlezah, pri misih pa limfome in levkemijo (Ohgaki
in sod., 1987; Kato in sod., 1988; Kushida in sod., 1994). Pri podganah so dokazali, da je v
primeru zauzitja njegova absorbcija odvisna od doze (Frantz in sod., 1995) in da je najvi§ja
izmerjena koncentracija MelQx v jetrih. Relativno visoke koncentracije so izmerili Se v
ledvicah, ¢revesnem traktu in trebusni slinavki, medtem ko je bila v krvi izmerjena najnizja
koncentracija (Kenneth in sod., 1997). Izracunana TDs (doza, ki povzro¢i nastanek tumorjev
pri 50 % zivali) je v obmoc¢ju 0.7-33 mg/kg/dan in je odvisna od vrste in tipa tumorja (Ohgaki
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in sod., 1987; Kato in sod., 1988; Gold in sod., 1994). Ekstrapolirani podatki iz raziskav,
narejenih na glodalcih, kazejo, da je pri ljudeh tveganje za nastanek raka zaradi izpostavitve
MelQx preko hrane 2.9x10° (priblizno 3 rakavi bolniki na 100.000 ljudi) (Gaylor in Kadlubar,
1991; Layton in sod., 1995).

Za razliko od raziskav, ki so bile narejene na glodalcih, je ¢lovek zaradi dnevnega zauzitja
toplotno obdelane hrane izpostavljen relativno nizkim koncentracijam MelQx, vendar je
zaradi vsakodnevnega vnosa izpostavitev kroni¢na. Pri ljudeh je glavno taréno mesto nastanka
tumorjev debelo ¢revo, kjer MelQx v primeru nizkih koncentracij tvori DNA adukte, medtem
ko je primarno mesto nastanka tumorjev pri glodalcih v jetrih (Turteltaub in sod., 1997;
Mauthe in sod., 1999). MelQx ima na ¢lovesko debelo ¢revo tudi do 10-krat veéji ucinek kot
na debelo ¢revo glodalcev. Do tega lahko pride zaradi vecje kapacitete za njegovo metabolno
aktivacijo ali zaradi zmanjsanih sposobnosti popravljanja DNA lezij v ¢loveskih tkivih
(Turteltaub in sod., 1997).

Na podlagi podatkov o ucinkih visokih koncentracij MelQx na Zivali in podatkov iz ¢loveske
epidemiologije se predpostavlja, da je pri ljudeh, ki raje uzivajo dobro termi¢no obdelano
meso, povecana pogostnost za nastanek raka debelega ¢revesa. Vendar pa obstaja relativno
malo podatkov o0 ucinkih pri nizkih koncentracijah, tako za ljudi kot za zivali (povzeto po
Turteltaub in sod., 1997).

2.3 Zascitni mehanizmi pred HCA

Ugotovitev, da so HCA prisotni v toplotno obdelani hrani in so potencialno mutageni ter
verjetni karcenogeni, je povecala zanimanje za te snovi. Hkrati s tem je prislo tudi do razvoja
strategij za zmanjSanje njihovih uéinkov na ¢lovesko telo. Najuéinkovitej$i in najlazje
izvedljivi strategiji za zascito pred temi snovmi sta znizanje koli¢ine zauzite hrane, ki vsebuje
veéje koncentracije teh snovi, za populacijo, ki ima moznost izbire raznolike prehrane, ter tudi
odstranjevanje zapecenih delov mesa in rib, ki so nastali pri visokih temperaturah (Dashwood
in sod., 2002). Ker nastajajo HCA pri termi¢ni pripravi hrane, so se dolo¢eni znanstveniki
zaceli ukvarjati z zaviranjem njihovega nastanka v prehrani (Cheng in sod., 2006). Razli¢ni
dodatki med ali pred samo toplotno obdelavo hrane lahko zmanjsajo koli¢ino nastalih HCA.
Ene izmed takih snovi so antioksidanti (katehini, kavna kislina, flavonoidi ...), nekatere
zveplo vsebujoce raztopine (npr. dipropil disulfid, dialil disulfid, dialil sulfid), nekateri
produkti Maillardove reakcije, olivno olje (deluje kot lovilec radikalov) idr. Na koli¢ino
nastalin HCA vplivajo tudi nacini in pogoji toplotne obdelave. Tako lahko uporaba tistih
pogojev, katerih posledica je nastanek manjsih koli¢in HCA v hrani, vpliva na nizje koli¢ine
nastalih HCA (Dashwood in sod., 2002).

Drugi znanstveniki pa so se =zaceli ukvarjati z zmanjSevanjem ali celo odpravo
mutagene/karcinogene aktivnosti potem, ko te snovi vstopijo v bioloski sistem. V ta namen so
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testirali in identificirali ve¢ snovi, ki se delijo v skupine glede na njihov mehanizem
interakcije z mutagenimi snovmi (Dashwood, 2002). Te snovi lahko delujejo na ve¢ na¢inov:
- zavirajo delovanje citokrom P450, kar vodi do zaviranja aktivacije HCA (polifenoli,
klorofil, konjugirana linolna kislina),
- povecajo aktivnost CYP1Al (glede na CYP1A2), s cimer povecajo stopnjo
detoksifikacije (¢aj, kafestol),
- inducirajo encime detoksifikacije z uporabo modulatorjev faze II,
- preprecijo nastanek aktivnih oblik HCA v tkivih in tvorijo komplekse s HCA
metaboliti,
- tvorijo komplekse z arilnitrenijevim ionom (reaktivne spojine — polifenoli),
- zZmanjSajo Stevilo mutacij preko vpliva na podvojevanje DNA ali popravljalne procese
DNA (bioantimutageni; kafein, vanilin, kumarin),
- spremenijo pot signaliziranja, kar vodi v apoptozo (celi¢ni supresorji; polifenoli,
vitamini, karotenoidi),
- tvorijo komplekse s prokarcinogeni ali aktivnimi spojinami HCA (antikarcinogene
snovi; prehranske vlaknine, klorofilin).

V skupino zas¢itnih snovi spada tudi ksantohumol (XN, iz ang. xanthohumol), ki je sekudarni
metabolit hmelja (Humulus lupulus L.) in ima Sirok spekter delovanja.

2.4 Hmelj

Hmelj (Humulus lupulus L.) je industrijska rastlina, ki se v veliki meri goji za potrebe
pivovarstva in je nepogresljiv dodatek pivini. Daje ji grenak okus, specifiéno aromo in
metaboliti hmelja so hmeljne smole, eteri¢na olja in polifenolne spojine (Narzif, 2004).
Najpomembnejsi med njimi so hmeljne smole, ki jih sestavlja ve¢ sto spojin in jih delimo na
mehke smole (topne v nizjih ogljikovodikih), med katerimi so najpomembnejse alfa- in beta-
kisline, in na trde smole (netopne v nizjih ogljikovodikih) (Palamand in Aldenhoff, 1973).
Trde smole predstavljajo polarno frakcijo hmeljnih smol, ki ni topna v nizjih ogljikovodikih,
ampak v hladnem metanolu in dietiletru. Sem spadajo ksantohumol, dezmetilksantohumol,
ksantohumoli B, C, D, E in drugi halkoni (Stevens in Page, 2004) ter oksidacijski produkti
alfa- in beta-kislin.

2.4.1 Flavonoidi

So skupina sekundarnih metabolitov, ki jih sintentizirajo skoraj vse rastline in jih kopicijo v
semenih, lupinah, lubju ter cvetovih. Do danes je identificiranih ve¢ kot 4.000 razli¢nih
flavonoidov, kar je ve¢ kot polovica vseh v naravi prisotnih fenolnih spojin (Middleton in
sod., 2000; Harborne in sod., 1999), s ¢imer so flavonoidi najvecja skupna rastlinskih fenolov
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(Harborne in sod., 1999). Flavonoidi so spojine z majhno molekulsko maso, zgrajeni iz 15-ih
ogljikovih atomov, urejenih v C¢C3Cs strukturo (Bohm, 1998; Merken in Beecher, 2000;
Abram in Sim¢i¢, 1997). Strukturno so sestavljeni iz dveh benzenovih obroc¢ev (obroca A in
B), ki sta med sabo povezana z mostom iz treh ogljikovih atomov ter iz pirena ali pirenskega
obroca, ki je heterocikli¢ni (C obro¢). Taka struktura je rezultat dveh lo¢enih metabolnih poti,
Sikiminske (Taiz in Zeiger, 2006) in poti preko acetil CoA (Abram in Sim¢i¢, 1997).
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Slika 3: Splosna strukturna formula flavonoida

Flavonoidi imajo Sirok spekter bioloskega in farmakoloskega delovanja, kot so na primer
antialergeno, antimutageno, antioksidantno in protirakavo delovanje. Imajo pa tudi
citostati¢ne, antigenotoksicne, antibakterijske, antivirusne, protivnetne, protiangiogene,
protibolecinske, apoptotske, hepatozaséitne, estrogene in antiestrogene znacilnosti (Hodek in
sod., 2002; Ren in sod., 2003). Zaradi teh znacilnosti imajo ugoden vpliv na zdravje ljudi in
zato bi jih lahko oznadili kot mozne kemopreventivne in terapevitske dejavnike proti rakavim
obolenjem (Ren in sod., 2003; Hodek in sod., 2002). Kljub velikemu uporabnemu potencialu
pa so absorbcija, metabolizem in izlo¢anje pri ljudeh Se slabo raziskani. S pomogjo
mikroorganizmov lahko v prebavnem traktu pride do hidrolize na sladkorje vezanih
flavonoidov, s ¢imer se pospesi njihova absorbcija. Isto¢asno pa lahko ti mikroorganizmi tudi
razgrajujejo flavonoide do fenolnih kislin (Hodek in sod., 2002; Hollman in Katan, 1999). V
primeru, da se flavonoidi pojavijo v prebavilih v veé¢jih koli¢inah lahko inhibirajo
metabolizem in absorbcijo dologenih zdravil, nutrientov in ksenobiotikov. S tem lahko
vplivajo tudi na absorbcijo dolocenih zdravil (Hodek in sod., 2002) in lahko v doloc¢enih
primerih  zvisajo biodostopnost nekaterih snovi, na primer protirakavih zdravil in
imunosupresivov. S takim delovanjem bi bili zdravju koristni. V nasprotnem primeru pa lahko
s pospeSeno absorpcijo nekaterih zdravju skodljivih snovi vodijo do nenormalno visokega
nivoja teh snovi v krvi, kar posledi¢no vodi do ve¢jega uc¢inka skodljivih snovi.

Flavonoide razdelimo v sedem glavnih podskupin: halkoni (ksantohumol), flavanoli (katehin),
flavonoli (kvercetin), antocianini (cianidin), flavoni (benzaflavon, naftoflavon, apigenin),
izoflavoni (genistein) in flavanoni (naringenin, izoksantohumol (IXN)) (Moon in sod., 2006;
Middleton in sod., 2000). Med njimi so razlike v stopnji oksidacije centralnega C obroca
(Rice - Evans, 2001), v stevilu in polozaju hidroksilnih in metoksilnih skupin ter njihovih
substituentov (Miranda in sod., 1999; Rice - Evans, 2001).
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2.4.1.1 Ksantohumol
Ksantohumol (xantho v gr$¢ini pomeni rumen) (3'-3,3-dimetil alil-2',4',4-trihidroksi-6'-

metoksihalkon) spada v skupino monomernih heterocikli¢nih polifenolov.

HO O e OH

Slika 4: Kemijska zgradba XN

Odkrili so ga ze pred priblizno sto leti (Powers in sod., 1913, cit. po Stevens in Page, 2004),
vendar so Sele v zadnjem desetletju zaceli raziskovati njegove zdravilne ucinke. Dosedanje
raziskave so ga oznacile kot potencialno protirakavo ucinkovino (Gerhduser in sod., 2002;
Stevens in Page 2004; Miranda in sod., 1999; Plazar in sod., 2007). Zaradi $tevilnih bioloskih
aktivnosti je eden izmed najpomembnejsih preniliranih flavonoidov, izoliranih iz zenskih
cvetov hmelja (Humulus Lupulus L., Cannabaceae) (Yilmazer in sod., 2001b; Stevens in
Page, 2004), kjer ga skupaj z ostalimi preniliranimi flavonoidi izlo¢ajo lupulinske Zleze. V
njih nastaja po specifi¢ni poti biosinteze prenilflavonoidov (Stevens in Page, 2004). Ti imajo
za razliko od nepreniliranih flavonoidni obro¢ nadomeséen s prenilnimi ali geranilnimi
skupinami, s ¢imer se povisa lipofilnost molekule, zato imajo te spojine visoko afiniteto do
bioloskih membran (Botta in sod., 2005). Vendar pa je XN, kot izjema v skupini preniliranih
flavonoidov, rahlo polaren in topen v etanolu (Forster in Kooberlein, 1998).

80-90 % vseh flavonoidov v hmelju predstavlja XN, kar je od 0.1 do 1 % suhe teZze hmelja
(Miranda in sod., 2000b; Stevens in Page, 2004). Rastlina ga najverjetneje sintentizira za
obrambo pred insekti, ki se hranijo na Zenskih storzih in semenih. XN spada med halkone, Ki
imajo odprt ogljikov obro¢, fenilna obroc¢a pa sta povezana preko strukture treh ogljikov a, 3
nenasicenega karbonilnega sistema (Miranda in sod., 1999). Halkoni se lahko pretvorijo v
flavanone med kemijsko reakcijo, ki poteka v kislem okolju, ali z encimom halkon izomerazo
(Miranda in sod., 1999).

Hmelj kot rastlina ne predstavlja pomembnega vira XN za c¢loveka, saj ga skorajda ne
uporabljamo v prehrambene namene. Se pa storzi te rastline uporabljajo v proizvodnji piva, Ki
predstavlja enega izmed glavnih virov XN za ¢lovesko telo (Miranda in sod., 2000a), vendar
je vsebnost XN v pivu relativno majhna. Glavni vzrok za to je izomerizacija, do katere pride
zaradi uporabe visokih temperatur v postopku varjenja piva. Do izomerizacije pride tudi v
telesu ob zauzitju piva, in sicer zaradi delovanja solne Kisline v prebavilih. Rekacija solne
kisline s XN poteCe na prosti hidroksilni skupini XN, zaradi ¢esar nastane flavonon
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izoksantohumol (IXN; iz ang. isoxanthohumol), ki je polarnejs$i in obstojnejsi od XN (Stevens
in Page, 2004). Posledi¢no prevladuje v pivu flavonon IXN, za razliko od hmelja, v katerem
je glavni prenilirani flavonoid XN. Poleg izomerizacije vplivajo na zmanjsano vsebnost XN v
pivu tudi nepopolna ekstrakcija in adsorbcija na netopne proteine slada ter kvasovke med
fermentacijo piva (Botta in sod., 2005). Bioloska ucinkovitost IXN je v primerjavi S XN
manjsa, manj$e pa so tudi njegove antikarcinogene lastnosti (Stevens in sod., 1999). Zaradi
majhne vsebnosti XN v pivu in zaradi stranskih u¢inkov alkohola, ki je prisoten v pivu, so
znanstveniki z namenom, da bi povecali vsebnost XN v pivu, modificirali sam postopek
varjenja piva in s Xan-tehnologijo proizvedli pivo, ki vsebuje ve¢je koli¢ine XN (Wunderlich
in sod., 2005). Polega modificiranega postopka varjenja piva znanstveniki razvijajo tudi
raznovrstne postopke za pridobivanje izvleckov hmelja z ve¢jo vsebnostjo XN.

Zanimivo je, da so prenilflavonoidi, za razliko od drugih polifenolov v pivu, bolj lipofilni,
zato bi lahko bili ucinkoviti antioksidanti na lipofilnih povrSinah, kot so membrane in
lipoproteini (Stevens in sod., 2003). Ker kaze tudi XN, ki spada v skupino prenilflavonoidov,
hidrofobne lastnosti, bi ga lahko vkljudili v zivila z veliko vsebnostjo mascob, na primer v
margarino, maslo ipd.

2.4.1.1.1 Bioloska dostopnost XN in vpliv XN na prenasalne proteine

Stevens in Page (2004) sta pokazala, da je pri podganah v primeru zauzitjia XN njegova
bioloska dostopnost zelo nizka, kar je najverjetneje zaradi intenzivnega metabolizma
¢revesnih mikroorganizmov. Ugotovila sta, da je delez nerazgrajenega XN v urinu podgan
zelo nizek. Da je biodostopnost XN pri podganah in vivo nizka, so pokazali tudi Avula in sod.
(2004). Omejujo¢ dejavnik biodostopnosti je lahko Erevesna prepustnost, zato sta Pang in
Nikolic (2007) skusala raziskati privzem, transport in akumulacijo XN pri humani ¢revesni
epitelijski celi¢ni liniji Caco-2. Te celice so prepustne za XN, vendar je prepustnost
enosmerna, saj le-ta po vstopu v celice ostane za nekaj ¢asa ujet v njih. Z uporabo
transportnih inhibitorjev so pokazali, da obstaja za vnos XN v celice aktivni ¢rpalni sistem.
Znotraj celic se XN skoraj izklju¢no (94 %) nahaja v citosolu, kjer je vezan na citosolne
proteine z molekulsko maso ve¢jo od 10.000 Da (kar so dokazali z diferencialnim
centrifugiranjem in LC-MS). Eden izmed teh proteinov je Keap-1, na katerega se XN vezZe s
kovalentno vezjo. Vezava poteka preko Michael-tip adicijske reakcije med Keap-1 cisteinsko
sulfidrilno skupino in a-p nenasi¢enim ketonom (Dietz in sod., 2005). Alkilacija Keap-1 s XN
je mehanizem (Dietz in sod., 2005), ki bi lahko bil odgovoren za kemopreventivno aktivnost
XN (Gerhauser in sod., 2002).

Kljub temu da je sistemska biodostopnst XN z zauzitjem relativno nizka, lahko XN doseze

visoke koncentracije znotraj Crevesnih epitelijskih celic, v katerih lahko pride do njegove
akumulacije. S tem bi lahko bil XN ucinkovit kemopreventivni agens pred ¢revesnim rakom,
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saj veCina oblik Crevesnega raka izhaja prav iz Crevesnih epitelijskih celic (Pang in Nikolic,
2007).

2.4.1.1.2 Presnova XN

Raziskave presnove XN v in vitro testih, s humanimi in podganjimi jetrnimi mikrosomi, so
pokazale nastanek stirih presnovkov. Mednje sodita XN z dodatno hidroksilno skupino in
dehidro-cikloksantohumol, za katera se predvideva, da nastaneta v meSanih encimskih in
kemiénih poteh biotransformacije (Yilmazer in sod., 2001a). Naslednji produkt nastane s
konjugacijo glukuronske kisline na hidroksilni skupini na C-4' mestu. Zadnji metabolit pa
nastane s konjugacijo glukuronske kisline na kisiku na mestu C-4 (Yilmazer in sod., 2001a).
Nookandeh in sod. (2004) so iz blata podgan, ki so zauzile XN s hrano, izolirali in ovrednotili
22 presnovkov XN v razli¢nih ¢asovnih presledkih. Velik delez, kar 89 %, je predstavljal
nepresnovljeni XN. Tega so izolirali v miligramskih koli¢inah, medtem ko presnovke XN v
mikrogramskih koli¢inah. XN in njegovi presnovki se pri podganjih samicah izlocijo
predvsem skozi gastrointestinalni trakt z blatom v 24 urah po prejetem odmerku (Avula in
sod., 2004). V primeru intravenskega dodajanja XN pa se njegova koncentracija v plazmi
zniza ze po 60 minutah (Avula in sod., 2004).

2.4.1.1.3 Ucinkovanje XN

Mnoge raziskave potrjujejo Sirok spekter delovanja XN, Kot je:
a) spremeni aktivacijo pro-karcinogenov z inhibicijo encimov citokroma P450
Encimi citokroma P450 imajo pomembno vlogo pri metabolni aktivaciji dolo¢enih
genotoksi¢nih snovi in so vklju€eni v oksidacijo ter izloanje tako endogenih kot tudi
eksogenih nepolarnih spojin (Henderson in sod., 2000). Flavonoidi izolirani iz hmelja,
med katerimi je tudi XN, kaZejo z inhibicijo citokrom P450 encimov kemopreventivne
lastnosti pred rakavimi obolenji.

b) lahko deluje kot proestrogen

Hormone, kot je 17p-estradiol, smatrajo za endogene tumorske promotorje, ki preko
interakcije z estrogenskimi receptorji stimulirajo celi¢no rast, s ¢imer povecajo
tveganje za nastankom raka dojke in maternice (Reid in sod., 1996). Pro- in
antiestrogene lastnosti XN so raziskovali na Ishikawa celi¢ni kulturi, ki se odzove na
estrogene z alkalno-fosfatazno aktivnostjo. XN je ucinkovito inhibiral z estrogenom
posredovano indukcijo alkalne fosfataze, brez notranjega estrogenega potenciala
(Gerhiéser in sod., 2002). Antiestrogeni efekt XN so dokazali tudi in vivo pri juvenilnih
samicah Sprague-Dewley podgan. Nedavno so dokazali, da lahko XN z inhibicijo
humane rekombinantne aromatazne (CYP19) aktivnosti zmanjsa nivo endogenih
estrogenov (Gerhéser in sod., 2005a).
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inhibira rast tumorskega tkiva v zgodnji stopnji razvoja in inducira apoptozo

XN inhibira proliferacijo celic raka dojke (MCF-7, ER-pozitiven rak dojke) in celic
raka jajénikov (A-2780). Z inhibicijo sinteze DNA, zaustavitvijo celi¢nega cikla v fazi
S, indukcijo apoptoze in celi¢no diferenciacijo pa preprecuje tudi karcinogenezo v
napredovalni fazi ter deluje negativno na razmnozevanje rakavih celic (povzeto po
Gerh&user in sod., 2005a).

ima protivnetno aktivnost

XN preko zaviranja izrazanja inducibilne sintaze dusikovih oksidov (iNOS, iz ang.
inducible nitric oxide synthase) inhibira nastanek dusikovih oksidov (NO, iz ang.
nitric oxide). Inhibicija je na nivoju proteinov, kar so raziskovali pri misjih
makrofagih Raw 264,7 (Zhao in sod., 2003). Z inhibicijo sinteze NO zavira tudi
nastanek vnetij, ki jih povzro¢ajo mikroorganizmi, kot so DNA in RNA virusi, Gram
pozitivne bakterije, mikobakterije, humane patogene glive in protozoji (plazmodij)
(Buckwold in sod., 2004; Gerhauser, 2005b). NO je prosti radikal, ki ga sintentizira
konstitutivna NO in inducibilna (iNOS) sintaza ter ima pomembno vlogo pri Stevilnih
vnetnih reakcijah kot tudi pri epitelijski karcinogenezi. UdeleZen je tudi pri tvorbi
vaskularnega epidermalnega rastnega faktorja (VEGF; iz ang. vascular epidermal
growth factor). Pretirano izrazanje NO sprozi angiogenezo, kar pospeSi razvoj
tumorja. Ker XN inhibira nastanek NO, ima s tem tudi pozitiven uc¢inek na zmanjSanje
procesa angiogeneze (povzeto po Zhao in sod., 2003). Protivnetna aktivnost XN se
kaze tudi v primeru vnetij, ki so posledica nenadzorovane rasti in razvoja tumorskih
celic. Pri teh vnetjih pride do povecanega nastanka prostaglandinov, ki so mediatorji
vnetja (povzeto po Stevens in Page, 2004). Ker XN zavira delovanje encimov
ciklooksigenaze-1 in ciklooksigenaze-2 (COX-1 in COX-2), zmanj$a tudi nastanek
prostaglandinov ter s tem posledi¢no tudi vnetja (Gerhauser, 2002).

ima antiangiogeno aktivnost

Angiogeneza je nastanek novih krvnih zil in je klju¢nega pomena pri razvoju tumorja
in nastanku metastaz. Ce ne pride do angiogeneze, tumor ne bo preskrbljen s hranili in
kisikom in zato ne bo mogel rasti v nedogled (Sharma in sod., 2001). Antiangiogene
lastnosti XN so raziskovali v ¢loveskih in vitro testih. Opazili so od doze odvisno
zmanjs$anje na novo nastalih kapilar pri koncentraciji 0.5-10 uM (Bertl in sod., 2004a).
Nadaljne mehanizme so raziskovali na celi¢ni liniji HMEC-1, kjer je XN prav tako
zaviral nastanek mikrokapilar (Bertl in sod., 2004b).

deluje antivirusno

Buckwold in sod. (2004) so pokazali, da ima XN antivirusno delovanje proti $tevilnim
DNA in RNA virusom. Inhibira s HIV-1 (virus humane imunske pomankljivosti)
inducirane citopaticne efekte, produkcijo virusnega p24 antigena in reverzno
transkriptazo v C8166 limfocitih. Prav tako inhibira HIV-1 replikacijo v krvnih
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mononuklearnih celicah. Medtem ko aktivnosti rekombinantne HIV-1 reverzne
transkriptaze in vstopa HIV-1 v celice ni inhibiral (Wang in sod., 2004). Prav tako
zelo ucinkovito zavira razmnozevanje plazmodijev, ki pri ¢loveku povzro¢ajo malarijo
(Gerhéuser, 2005a).

deluje kot antioksidant in lovilec prostih radikalov

XN odvisno od doze zavira nastanek superoksidnih anionskih radikalov v
ksantin/ksantin oksidaznih (xanthine/xanthine oxidase (X/XO)) sistemih pri s TPA-
stimuliranih HL-60 levkemijskih celicah. Pri koncentraciji 5 in 25 pM prepre¢i s Cu?*
ioni (Fe**-ascorbate ali tert-butil hidroperoksid) inducirano in vitro oksidacijo
nizkomolekularnih lipoproteinov (LDL, iz ang. low-density lipoprotein) pri podganjih
jetrnih mikrosomih (Miranda in sod. 2000b; Rodriguez, 2001). S tem nudi XN zas¢ito
pred celicnimi poSkodbami, ki jih povzro¢ijo dolo¢eni oksidanti in kaze
antioksidativne lastnosti (Rodriguez in sod., 2001). Odstranjuje tudi hidroksilne (OH-
), peroksilne (ROO) in superoksidne anionske radikale (O;) ter preprecuje tvorbo
slednjih. Zmanjsa tudi DNA poskodbe pri celicah HepG2, povzro¢enih s tBOOH
(Plazar in sod., 2007). Gerhauser in sod. (2002) so z metodo ORAC (iz ang. oxygen
radical absorbance capacity) dokazali, da je XN kar za 8.9-krat u¢inkovitejsi lovilec
hidroksilnega in peroksilnega radikala v primerjavi z referen¢no spojino, vodotopnim
vitaminom E. Poleg tega je XN ucinkovit lovilec superoksidnih radikalov, nastalih z
ksantin-oksidazo, ne da bi pri tem neposredno zaviral encim. Flavonoidi zaradi
antioksidantskega delovanja inhibirajo lipidno peroksidacijo, inducirano s Stevilnimi
prooksidanti v jetrnih homogenatih, mikrosomih, mitohondrijih in liposomih (Brivibia
in Siens, 1994). Lipidna peroksidacija, inducirana s prostimi radikali, ima vpliv tudi
pri patogenezi raka, ateroskleroze, nevroloskih moten;j in celi¢nih poskodb (Gutteridge
in Haliwell, 1990; Dargel, 1992).

inhibira sintezo trigliceridov

Vecina tumorjev se prilagodi na nizke koncentracije kisika, kar jim omogoca rast v
kroni¢no hipoksi¢nih pogojih. Goto in sod. (2005) so ugotovili, da je pri celi¢ni liniji
HT-1080 (celi¢na linija Cloveskega fibrosarkoma), ki raste v hipoksi¢nih pogojih,
povecana sinteza trigliceridov in holesterolnih estrov. XN je zmanjsal koli¢ino nastalih
trigliceridov in zaviral nastanek lipidov v hipoksi¢nih pogojih. Pri tem je bil znacilno
bolj uc¢inkovit v hipoksi¢nih pogojih kot v normalnih. Je inhibitor diacilglicerol-
acetiltransferazne (DGAT, iz ang. diacylglycerol acyltransferase) aktivnosti in
izrazanja DGAT-1 mRNA (Tabata in sod., 1997; Casachi in sod., 2004). Povecana
citotoksi¢nost XN v hipoksi¢nih pogojih bi lahko bila primeren na¢in kemoterapije.

aktivira encime za razstrupljanje karcinogenih snovi

Kinon reduktaza (QR) je citosolni flavoprotein, ki $¢iti celice pred toksi¢nostjo
ksenobiotikov. Katalizira 2e” redukcijo kinonov v hidrokinone, ki se nato izloc¢ijo iz
telesa. XN je induktor QR v gojenih misjih jetrnih celicah Hepalclc7. Pri tem ne

18



Novak M. Zas¢itno delovanje ksantohumola zoper genotoksi¢no delovanje heterocikliénega amina MelQx
Diplomsko delo, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2011

povzroci transkripcije gena za encim faze 1, CYP1A1. Z inhibicijo encima faze | in z
indukcijo encima faze Il, bi lahko imel XN koristno vlogo pri detoksifikaciji
karcinogenov (Miranda in sod., 2000a).

J) ima antigenotoksi¢ne ucinke
XN zmanjsa Stevilo DNA poskodb, ki jih povzroc¢ijo nekateri prokarcinogeni (1Q in
BaP) in oksidanti (tBOOH) (Plazar in sod., 2007).

Vidimo lahko, da XN v razli¢nih in vitro kot tudi v nekaterih in vivo testnih sistemih, ki so
narejeni predvsem na glodalcih, kaze Sirok spekter delovanja proti dolo¢enim genotoksinom.
S tem se je pojavila tudi ideja, da bi ga uporabili v ¢loveski medicini, predvsem za
preprecevanje nekaterih bolezni, kot so rakava obolenja. Ta so pri prebivalcih razvitih drzav,
predvsem zaradi njihovega nacina Zivljenja, v porastu. Do njegove dejanske uporabe v
medicini pa je lahko Se daleC, saj je potrebno Se veliko $tudij, predvsem in vivo, tudi
epidemioloske $tudije na ljudeh, ki bi dale natan¢nej$e informacije o njegovem metabolizmu,
delovanju in tudi o morebitnih sinergisti¢nih/antagonisti¢nih uéinkih z drugimi snovmi, Ki so
prav tako prisotne v prehrani.

19



Novak M. Zas¢itno delovanje ksantohumola zoper genotoksi¢no delovanje heterocikliénega amina MelQx
Diplomsko delo, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2011

3 MATERIALI IN METODE

3.1 XN in MelQx

V diplomski nalogi smo raziskovali delovanje XN zoper genotoksi¢no delovanje MelQX.
Zalozni raztopini XN (Nookandeh-Institut fiir Naturstoffchemie GmbH (Homburg/Saar,

Germany)) (70 mM) in MelQx (100 mM) sta bili pripravljeni v dimetilsulfoksidu (DMSO).

3.2 Kemikalije
Tabela 1: Uporabljene kemikalije
kemikalija Proizvajalec, drzava katalo$ka Stevilka
Akridin oranz Sigma, St. Louis, ZDA 318337-16
Benzo(a)piren (BaP) Sigma, St. Louis, ZDA B-1760
Citohalazin B Sigma, St. Louis, ZDA C-6762
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
Fosfatni pufer PAA, Pasching, Avstrija H15-011
Formaldehid Sigma, St. Louis, ZDA 533998-500ML
Glikogen Sigma, St. Louis, ZDA 6-8751
glukoza-6-fosfat Sigma, St. Louis, ZDA G-7879
HCI Merck, Nemcija 1.09063.1000
Izopropilalkohol Sigma, St. Louis, ZDA 19,076-4
KCI Fluka, Nemcija 60130
Kloroform Sigma, St. Louis, ZDA 366919-1L
Ksantohumol Homburg/Saar, Nemcija 356779
L-glutamin 4 mM (2%) Euro Clone, Iltalija EC B3000D
LMP agaroza Invitrogen, VB 15517-022
MelQx Toronto Research Chemicals, | A606600
ZDA
Metanol Sigma, St. Louis, ZDA M1775-1GA
MgCl,x6H,0 Fluka, Nemcija 63072
MgSO4x7H,0 Fulka, nem¢ija 63140
MTT Sigma, St. Louis, ZDA M-5655
NaCl Merck, Nemcija 1.06404.100
NaH,PO4xH,0 Merck, Nemcija 1.06346.0500
Na;HPO, Fluka, Nemcija 71640
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Na;HPO4x2H,0 Merck, Nemcija 1.06580.1000
Na,CO3 Sigma, St. Louis, ZDA S-2127
NaOH Merck, Nemcija 1.06482.1000
NMP agaroza Invitrogen, VB 16500-100
Nutrient Broth N°2 Oxoid | Oxoid, VB CMO0067
Ocetna kislina Merck, Nemcija 607:002-00-6
PBS (10x) PAA, Pasching, Avstrija H15-011
penicilin/streptomicin Euro Clone, ltalija EC B3001D

Primer kit

Applied Biosystem, ZDA

CYP1AL, Hs00153120_m1,
CYP1A2, Hs01070374_m1,
NAT2, Hs006605099_m1,
UGT, Hs02511055_s1,
BAX, Hs99999001_ml,
BCL2, Hs00608023_m1,
MDM2, Hs00234753_m1,
CDKN1A Hs00355782_m1,
GAPDH 4310884E,
Reakcijska zmes za Applied Biosystems 4368813

revrzno transkripcijo

S9 Moltox, ZDA 11-01L.2
TagMan PCR Master mix | Applied Biosystem, ZDA 4304437
tripansko modrilo Sigma, St. Louis, ZDA T-8154

tripsin Sigma, St. Louis, ZDA T-4174

TRIS Merck, Nemcija 1.08382.1000
Triton X-100 Fluka, Nemc¢ija 93420

Trizol reagent Invitrogen, VB 15596-018
Williamsov medij Sigma, St. Louis, ZDA W1878

3.3 Dolocanja mutagenega/antimutagenega delovanja z Amesovim testom

3.3.1 Amesov test

Amesov test (ali Salmonella mikrosomalni test povratnih mutacij) sta razvila B. Ames in D.
M. Maron leta 1970. Gre za kratkotrajni bakterijski test povratnih mutacij, ki je namenjen
zaznavanju Sirokega spektra spojin, katere povzrocajo poskodbe, kar nato vodi v nastanek
genskih mutacij (Motelmans in Zieger, 2000). Sprva so ga uporabljali le za testiranje
mutagenosti razliénih vrst ¢istih kemikalij, danes ga pa uporabljajo tudi za ugotavljanje
mutagenosti razli¢nih kompleksnih vzorcev (Maron in Ames, 1983; Filipi¢, 1995; Cerna in
sod., 1996; Cerna in sod., 1998) kot so naravne, odpadne in pitne vode (Stahl, 1991; Vargas in
sod., 1993) ter za odkrivanje okoljskih mutagenov (Siddiqui in Ahmad, 2003; Ohe in sod.,
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2004). Posamezne razrede mutagenih spojin lahko identificiramo z uporabo razli¢nih sevov
Salmonella typhimurium, ki imajo dolo¢ene mutacije, s ¢imer kazejo razli¢no obcutljivost za
posamezne mutagene (Umbuzeiro in sod., 2004). Sevi bakterije S. typhimurium TA98, ki se
uporabljajo za ugotavljanje mutagenosti imajo okvarjen gen za sintezo aminokisline histidin.
Te aminokisline bakterije ne morejo sintentizirati, saj je gen zaradi mutacije v histidinskem
operonu okvarjen. Ker je histidin nujno potrebna za rast bakterij, le-te brez dodatka histidina v
gojis¢u ne morejo rasti, se deliti in tvoriti kolonije. Takim bakterijam pravimo avksotrofi
(His-). Za povecanje obcutljivosti bakterijskih sevov so vneSene dodatne mutacije/genetske
spremembe (npr. delecija uvrB, mutacija rfa, plazmid pKM101). Stevilo spontanih revertant
tega seva se giblje med 20-50 revertant/plos¢o. Funkcijo gena za sintezo histidina lahko
bakterije obnovijo, vendar le v primeru, ¢e pride na mestu predhodnih mutacij histidinskega
operona ali v njegovi blizini do povratnih mutacij. S tem se vzpostavi prvotno normalno
stanje, divji tip. Take bakterije so spet sposobne sintentizirati histidin, zato lahko rastejo,
tvorijo nove kolonije na gojis¢u brez histidina in jim pravimo histidinske revertante
(Mortelmans in Zieger, 2000).

Cim bolj je neka snov mutagena, ve¢ mutacij bo povzrodila. Te mutacije zaznamo s
povecanim Stevilom kolonij na plos€ah s testirano snovjo v primerjavi s kontrolnimi plo§¢ami.
V prisotnosti mutagenov se na mestih predhodnih mutacij v histidinskem lokosu ali v njihovi
blizini Stevilo povratnih mutacij poveca. Mutageno aktivnost testne spojine lahko izraunamo
1z razmerja med Stevilom kolonij revertant na ploS¢ah s testno substanco in Stevilom revertant
na kontrolnih plos¢ah, ki je bolj ali manj konstantno (Flamand in sod., 2001). Prednosti
Amesovega testa so predvsem v zanesljivosti rezultatov, hitrosti, cenovni ugodnosti in
obsezni bazi podatkov (Claxton in sod., 2001).

3.3.2 Sevi bakterije S. typhimurium

V Amesovem testu smo uporabili sev bakterije S. typhimurium TA98, ki je pridobljen iz
bakterije S. enterica subsp. | serovar Typhimurium (S. typhimurium LT2). Ta je po Gramu
negativna, aerobno/fakultativno anaerobna, mobilna, nesporulirajo¢a enterobakterija.

Uporabljen sev, TA98, ima za specifi¢no tar¢no sekvenco marker hisD3052, ki se uporablja
za ugotavljanje mutacij, do katerih pride zaradi -1 premika bralnega okvirja. To se zgodi blizu
ponavljajoce se sekvence CGCGCGCG. Ob mutaciji, oziroma deleciji baznega para se tako
ponovno vzpostavi pravilno bralno zaporedje za sintezo histidina (Maron in Ames 1984).

3.3.3 Gojenje kultur bakterij S. typhimurium

Izhodis¢no bakterijsko kulturo S. typhimurium sev TA98, ki jo shranjujemo na -80 °C, smo na
hitro odmrznili in prenesli (70 ul v 10 ml hranilnega bujona z ampicilinom, konc¢ne
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koncentracije 25 pg/ml) v hranilni bujon. Cez no& smo jih inkubirali v gojis¢u, na 37 °C, da
so se namnozile. Naslednji dan, 2 uri pred zaCetkom testa, smo bakterijsko kulturo stresali na
stresalniku (priblizno 600 obratov/minuto), da so bakterije presle v eksponencialno fazo rasti.

3.3.4 Metabolna aktivacija S9

Stevilne karcinogene snovi, kot so HCA so dokler se ne metabolizirajo v aktivno obliko,
biolosko neaktivne molekule. Citokrom P450 je pri ljudeh in Zivalih metabolni oksidacijski
sistem, ki lahko metabolizira Stevilne kemikalije v elektrofilne oblike, ki so nato reaktivne z
DNA. Bakterije so brez tega metabolnega sistema, zato metabolna aktivacija snovi brez
dodanih metabolnih encimov ni mogoca. Tako se v testih, kot je na primer Amesov test, v
katerih se kot testni organizmi uporabljajo bakterije, doda eksogeni sesal¢ji metabolni
aktivacijski sistem (S9), ponavadi glodalski (ve¢inoma podganji, lahko tudi misji, hrékov)
(Maron in Ames, 1984).

S9 je mikrosomalna frakcija pridobljena iz podganjih jeter, v katerih so ohranjeni encimi

potrebni za metabolno aktivacijo. S S9 dolocamo mutagenost snovi, ki delujejo mutageno
Sele, ko se metabolizirajo v aktivno obliko (pro-mutageni) (Maron in Ames, 1984).

3.3.5 Priprava raztopin in gojis¢

Plos¢e minimalnega glukoznega gojiSca:

SESTAVINE | Agar Destilirana voda | 50x VB sol | 40% glukoza

ZA 500 ml 759 465 ml 10 ml 25 ml

V steklenico za avtoklaviranje smo dodali destilirano vodo in agar ter ob segrevanju (= 50 °C)
mesali na magnetnem mesalu, dokler se agar ni raztopil. Raztopljen agar smo avtoklavirali 20
minut pri 121 °C. Po koncanem avtoklaviranju, ko so se raztopine nekoliko ohladile, smo
dodali sterilno raztopino VB soli in 40% glukozo (ti smo avtoklavirali loceno). Raztopino
smo premesali in v vsako petrijevko razlili 30 ml gojisc¢a. Pocakali smo, da se je agar strdil in
nato plos¢e v obrnjenem polozaju shranili na hladnem.

Vogel-Bonner medij (50x VB sol):

SESTAVINE | Destilirana | Magnezijev | Citronska | Kalijev fosfat Natrijev
H,0O sulfat kislina anhidrid amonijev fosfat
(MgSQy) monohidrat (KoHPO,) | (NaHNH4PO4x4
H,0)
ZA 500 ml 335 ml 5¢g 509 250 ¢ 8759
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V steklenico za avtoklaviranje smo najprej dodali destilirano vodo in ob meSanju na
magnetnem mesalu dodajali zatehtane soli v navedenem vrstnem redu. Pri tem smo vedno
pocakali, da se je predhodna sol popolnoma raztopila in Sele nato dodali naslednjo. Raztopino
smo avtoklavirali 20 minut pri 121 °C in jo nato shranili na hladnem.

40% glukoza:

SESTAVINE Destilirana H,O glukoza

ZA 100 ml 100 ml 409

Glukozo smo ob segrevanju (= 50 °C) in meSanju na magnetnem mesalu raztopili v destilirani
vodi. Raztopino smo nato avtoklavirali 20 minut pri 121 °C in jo do uporabe shranili na
hladnem.

Top agar:
SESTAVINE Agar NaCl Destilirana voda
ZA 500 ml 3g 2549 500 ml

Agar in NaCl smo ob segrevanju (= 50 °C) in meSanju na magnetnem meSalu raztopili v
destilirani vodi ter nato raztopino avtoklavirali 20 minut pri 121 °C. Po avtoklaviranju smo jo
shranili na hladnem. Pred uporabo smo dodali toliko histidin/biotina (5 mM), da je bila
kon¢na koncentracija 0.05 mM.

Raztopina histidin/biotina (5 mM):

SESTAVINE D-biotin (FW L-histidin-HCI (FW Destilirana voda
247.3) 191.7)
ZA 50 ml 61.8 mg 48 mg 50 ml

Destilirani vodi smo dodali biotin in ga ob segrevanju (= 50 °C) raztapljali toliko ¢asa, da smo
dobili bistro raztopino. Nato smo dodali in raztopili tudi histidin. Raztopino smo sterilizirali s
filtracijo ¢ez membranski filter s porami 0.22 pum (Corning Costar Corporation, New York,
ZDA) in jo shranili na hladnem (4 °C).

Hranilno gojisce:

SESTAVINE Nutrient Broth N°2 Oxoid Destilirana voda

ZA 500 ml 125 500 ml

Hranilni agar smo ob segrevanju in meSanju (= 50 °C) na magnetnem mesalu raztopili v
destilirani vodi in nato raztopino avtoklavirali 20 minut pri 121 °C ter jo do uporabe shranili
na hladnem.
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Fosfatni pufer, pH 7 4:

SESTAVINE - -
0.2 M natrijev dihdrogen fosfat 0.2 M dinatrijev hidrogen
(NaH,PO4xH,0); 13.8 g/500 ml fosfat (Na,HPQ,); 14.2 g/500
ml
ZA 500 ml 60* ml 500* ml

* priblizni volumni raztopin

Raztopini 0.2 M natrijevega dihidrogen fosfata in 0.2 M dinatrijevega hidrogen fosfata smo
zmeSali v zgoraj navedenih volumnih in umerili pH na 7.4. V primeru, da je bil pH prenizek,
smo dodali 0.2 M dinatrijev hidrogen fosfat. Pufer smo sterilizirali s filtracijo ¢ez membranski
filter s porami 0.22 um in ga shranili na hladnem (4 °C).

Metabolna aktivacija S9:

SESTAVINE | 1 M KCI 0.2M 0.2 M G-6- 0.04 M 02M
MgCl,x6H,0 P NADP NaHPO,
Zalml
33 ul 32 ul 25 ul 100 pl 500 pl
+zalml
4 % S9 mix Sterilna H,O S9
Zalml 270 ul 40 pl

Pripravili smo meSanico vseh raztopin, razen S9 jetrne frakcije in sterilne vode. Raztopino
smo nato sterilizirali s filtriranjem skozi membranski filter s porami velikosti 0.22 um. Pred
samo uporabo smo sterilno dodali $e ustrezen volumen S9 frakcije in sterilne vode. Med
testom smo pripravljeno S9 meSanico imeli ves ¢as na ledu.

3.3.6 Priprava vzorcev

Z Amesovim testom smo testirali 10 pripravljenih vzorcev. To so bili kontrola topila in 4
koncentracije ksantohumola (25, 50, 100 in 200 pg/ml). Bakterije smo izpostavili tudi
kombinaciji MelQx (8.536 ng/plosco) z razli¢nimi koncentracijami XN (0, 25, 50, 100 in 200
ug/ml), s ¢imer smo preverjali antimutageno delovanje XN. Koncentracije XN 0, 25, 50, 100
in 200 pg/ml ustrezajo 0, 2.5, 5, 10 in 20 pg/plosco.
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3.3.7 lzvedba Amesovega testa

Top agar smo segreli in mu dodali histidin/biotin (na 100 ml top agarja smo dodali 1 ml
his/bio koncentracije 5mM) ter vse skupaj ob segrevanju dobro raztopili. Dodatek histidina v
top agar omogoca bakterijam, da se preden zmanjka dodanega histidina v gojis¢u delijo 6 do 8
krat. Le His+ revertante se bodo lahko tudi po porabi vsega histidina v gojiscu delile Se
naprej. Rezultat tega bodo vidne kolonije, ki jih lahko prestejemo, medtem ko ozadje
predstavljajo mikrokolonije od histidina odvisnih bakterij.

Amesov test smo izvedli v njegovi standardni razli¢ici, vgradnje v plos¢o. Testni sev smo
izpostavili izbrani kemikaliji direktno na plos¢i minimalnega gojisa. V epruvetke v
termobloku (43 °C) smo dodali 2 ml top agarja z raztopljenim his/bio. K top agarju smo
dodali 100 pl vzorca, 100 ul bakterijske suspenzije in 500 ul S9 mesanice. Pri tem smo bili
pozorni, da temperatura v termobloku ni presegla 45 °C in da bakterije niso bile predolgo na
visoki temperaturi. Vsebino epruvetke smo premesali na vorteksu in jo zlili na prej
pripravljene plos¢e minimalnega gojis¢a. Ko se je top agar strdil, smo plosc¢e obrnili in jih
inkubirali 3 dni na 37 °C. Po treh dneh smo presteli kolonije revertant in primerjali Stevilo
revertant na kontrolnih in vzorénih plos¢ah. Vsako koncentracijo smo testirali v treh
ponovitvah.

3.4. Model sesal¢jih celic
3.4.1 Celic¢na linija HepG2

V nasi Studiji smo potencialne citotoksi¢ne, genotoksi¢ne in antigenotoksi¢ne ucinke XN
raziskovali na modelu celi¢ne linije humanega hepatoma (celice HepG2).

Celice HepG2 so izolirali leta 1979 iz hepatoblastoma 11-letnega decka (Aden in sod., 1979).
V zadnjem casu se je ta celicna linija uveljavila predvsem v studijah genotoksi¢nosti. Testni
sistem s HepG2 celicami se je pokazal kot primeren in vitro model za zaznavanje okoljskih in
prehranskih genotoksinov, ko-genotoksinov in antigenotoksinov (Knasmiiller in sod., 20044,
b). Celice HepG2 imajo ohranjeno metabolno aktivnost; aktivne imajo metabolne encime I.
faze (citokrom P450, CYP1Al, CYP1A2, CYP2B in CYP2EL) in Il. faze (glutation-S-
transferaza, sulfotransferaza, N-acetiltransferaza in glukuranoziltransferaza), ki igrajo kljuc¢no
vlogo pri aktivaciji/detoksifikaciji ksenobiotikov in mutagenov, kateri delujejo na DNA.
Aktivnost teh encimov je dokaj podobna ali nekoliko nizja od aktivnosti encimov v sveze
izoliranih primarnih ¢loveskih hepatocitih (Knasmiiller in sod., 1998). HepG2 celice imajo
anevploiden kariotip (od 48 do 54), najpogosteje 52 kromosomov. Za eno celi¢no delitev
potrebujejo od 20 do 28 ur (Natarajan in Darroudi, 1991). Obstaja ve¢ razli¢nih klonov te
celicne linije, ki se med seboj razlikujejo tako morfolosko kot tudi glede aktivnosti
presnovnih encimov. V nasi raziskavi smo uporabili klon celic HepG2, ki nam ga je poklonil
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prof. dr. Firouz Darroudi (Oddelek za radiacijsko genetiko in kemijsko mutagenezo, Univerza
Vv Leidnu, Nizozemska). Ta isti klon Ze veC let uporabljajo na Oddelku za genetsko
toksikologijo in biologijo raka. Celice smo uporabljali do desete pasaze po odmrznitvi, saj se
s Casom gojenja in Stevilom pasaz encimske aktivnosti zmanj$ajo, s tem pa se spremenijo tudi
morfogenetske lastnosti celic.

3.4.2 Gojenje celic HepG2

Celi¢no linijo HepG2 smo shranjevali v tekocem dusiku. Celice smo gojili v plastenkah za
gojenje celicnih kultur (Cornong Costar Corporation, New York, USA) pri 37 °C, v 5% CO;
atmosferi v celicnem gojis¢u, sestavljenem iz Williamsovega gojis¢a E, 15 % FBS, 1 %
penicilin/streptomicin (LOOE/ml) in 1 % L-glutamina.

Celice smo presadili, ko so prerasle 80 % plosée. Najprej smo iz plastenke odstranili gojisce
in celice sprali z 1x PBS, ga odstranili ter dodali 0.1% tripsin (1.5 ml na plastenko povrsine
25 cm?, 3 ml na plastenko povrsine 75 sz)_ Vsebino ploS¢ smo inkubirali 5 minut pri 37 °C.
Po inkubaciji smo plosée s celicami rahlo pretresli, da so se celice odlepile od podlage in
dodali sveze gojisce, s katerim smo zavrli delovanje tripsina. S tem smo preprecili morebitne
poskodbe DNA, ki bi lahko nastale zaradi dolge izpostavljenosti tripsinu. Suspenzijo celic
smo prenesli v centrifugirko in jo centrifugirali 5 minut pri 800 obratih/minuto. Po
centrifugiranju smo supernatant zavrgli, celice pa resuspendirali v svezem gojiScu ter Vse
skupaj prenesli v novo centrifugirko. Resuspendirane celice smo s pomocjo brizge 6-8x
potegnili skozi injekcijsko iglo (0.9x40 mm, Becton Dickenson, Fraga, Spanija). Na ta nacin
smo dobili suspenzijo posameznih celic, ki smo jih nasadili na novo plastenko.

Za odlepljanje celic smo uporabili 0.1% raztopino tripsina. Za 1 | te raztopine smo zatehtali 1
g tripsina, 0.1 g EDTA, 8 g NaCl, 0.4 g KCI, 1 g glukoze monohidrata in 0.84 g NaHCO:s.
Pripravljeno raztopino tripsina smo sterilizirali s filtriranjem skozi filter s porami velikosti
0.22 um. Za doloc¢anje Stevila celic med gojenjem in nasajanjem smo uporabili 0.4%
tripansko modrilo.

3.5. Dolocanje citotoksi¢nega delovanja XN in kombinacije MelQx s XN na celice HepG2 s
testom MTT

3.5.1Test MTT

Pri ugotavljanju genotoksi¢nega delovanja dolofenih snovi je pomembno, da le-te
ugotavljamo pri netoksi¢nih koncentracijah., zato moramo najprej ugotoviti ali testirana snov
Vv izbranih koncentracijah zmanj$a prezivetje celic. V ta namen lahko uporabimo razli¢ne
kolorimetri¢ne teste. Ti temeljijo na pretvorbi brezbarvnega substrata v barvni produkt, kar se
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zgodi ob prisotnosti zivih celic. Eden izmed kolorimetri¢nih testov je tudi MTT test, ki ga je
opisal Mosman (1983). MTT (1-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil tetrazolijev bromid) je
rumena vodotopna substanca, katero mitohondrijska sukcinat dehidrogenaza metabolno
aktivnih celic reducira v vijolicaste kristale formazana. Ti kristali niso topni v vodi, so pa
topni v DMSO, izopropanolu in v podobnih organskih topilih (povzeto po navodilin 10G-
Pos02-01, MTT test, laboratorija GEN).

Koli¢ino nastalega formazana dolo¢imo kolorimetricno, z merjenjem opti¢ne gostote pri
valovni dolZini 570 nm in z referen¢nim filtrom valovne dolZzine 690 nm. Obe vrednosti sta
pri homogeni celi¢ni populaciji sorazmerni, linearni s Stevilom Zivih celic (povzeto po
navodilih 10G-Pos02-01, MTT test, laboratorija GEN). Linearnost med koli¢ino formazana in
Stevilom celic pokriva Siroko obmocje gostote celic. Iz tega je razvidno, da je test izredno
obcutljiv in lahko zazna nizko $tevilo zivih celic (Mosman, 1983). Vendar pa je razmerje med
koli¢ino nastalega formazana in Stevilom celic specificno za vsako celi¢no linijo, Kkar je
predvsem posledica razlik v metabolni aktivnosti med posameznimi celi¢nimi linijjami. MTT
test je natancna, enostavna in kvantitativna kolorimetricna metoda, ki se uporablja za
dolocevanje stevila celic. Z njim lahko posredno zaznavamo zive celice in je primeren le za
celice, ki rastejo v enem sloju ali suspenziji. Uporablja se za doloc¢evanje citotoksi¢nosti
snovi in vpliva teh snovi na celi¢no proliferacijo. Odcitavanje rezultatov je avtomatizirano in
relativno hitro, saj lahko le-te od¢itamo ze nekaj minut po dodatku topila v katerem se
formazan raztaplja. Sprememba barve je opazna tudi s prostim oCesom, kar je lahko zelo
koristno e rezultate potrebujemo takoj (Mosman, 1983).

3.5.2 Nasajanje in izpostavitev celic HepG2 testiranim snovem.

Test MTT smo izvedli po postopku, kot je opisan v laboratorijskih navodilih (10G-Pos02-01,
MTT test, laboratorija GEN). Celice HepG2 smo gojili po postopku opisanem v poglavju
3.4.2 ter jih nasadili na mikrotitrsko plos¢o s 96-timi luknjicami (iz ang. 96-well plates) s
prozorni dnom za gojenje celi€nih kultur. V vsako luknjico smo dodali 200 pl celi¢ne
suspenzije z gostoto 40.000 celic na ml (kar ustreza gostoti 8000 celic/luknjico) in plosco
inkubirali 24 ur (37 °C, 5 % CO2, vlazna atmosfera), da so se celice prilepile na podlago
plosce.

Po koncani inkubaciji smo gojis¢e zamenjali z 200 pl raztopine vzorcev. Celice smo
izpostavili kontroli medija, pri katerem smo le zamenjali medij s svezim in kontroli topila,
kjer smo celice izpostavili 1% DMSO, z namenom, da bi izlo¢ili morebiten vpliv topila na
celice. Celice smo izpostavili tudi XN (0.01, 0.1, 1, 10 in 100 uM) in kombinaciji MelQx
(350 uM) s XN (0, 0.01, 0.1, 1 in 10 uM).
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3.5.3 lzvedba testa MTT

Po zamenjavi medija s testiranimi snovmi je sledila 24-urna inkubacija celic pri 37 °C v
atmosferi s 5 % CO2. Po konc¢ani inkubaciji smo dodali 10% reagent MTT (kon¢na
koncentracija 0.5 mg/ml). Celice smo na 37 °C inkubirali $e dodatne 3 ure, kar je dovolj, da
nastanejo kristali formazana. Nato smo previdno odstranili ostanke gojis¢a in pri tem pazili,
da nismo odstranili kristalov formazina. Te smo raztopili z dodatkom 200 ul DMSO. Za tem
smo s spektrofluorimetrom (Tecan, Genios) izmerili opti¢no gostoto pri valovni dolzini 570
nm in referen¢nem filtru 690 nm. Koli¢ina nastalih kristalov formazana, oziroma izmerjena
opti¢na gostota sta sorazmerni $tevilu zivih celic. Vsako koncentracijo vzorca smo testirali v
petih paralelah in celoten poskus ponovili v dveh neodvisnih ponovitvah, ki se med seboj
nista znacilno razlikovala. V diplomski nalogi smo predstavili le rezultate ene ponovitve.

3.6 Doloc¢anje genotoksi¢nega delovanja XN in antigenotoksi¢nega delovanja XN zoper
MelQX

3.6.1 Test komet

Test komet ali elektroforeza posamezne celice (SCGE; iz ang. single cell gel electrophoresis)
je relativno preprosta, hitra in zelo obcutljiva metoda za zaznavanje DNA pos§kodb na nivoju
posamezne evkariontske celice (Singh in sod., 1988; Zegura in Filipi¢, 2004). S to metodo
lahko zaznamo razli¢ne tipe DNA poskodb, npr. enoverizne (SSB; iz ang. single-strand
breaks) in dvoverizne (DSB; iz ang. double-strand breaks) prelome DNA, alkalno labilna
mesta (ALS; iz ang. alkali labile sites), kot so apurinska in apirimidinska mesta (AP), DNA-
DNA in DNA-protein precne povezave ter tudi enoverizne prelome DNA, ki so posledica
nepopolnega popravljalnega mehanizma celice (Zegura in Filipi¢, 2004). Visok nivo
zabelezenih prelomov s testom komet lahko kaZe na visoko stopnjo DNA poskodb ali na
ucinkovito popravljanje le-teh (Collins in sod., 1997).

Metodo sta prvi¢ opisala Ostling in Johanson leta 1984, pri kateri sta DNA spro$¢eno iz ene
celice vkljucila v agarozo in jo za kratek Cas izpostavila elektricnem polju v nevtralnih
pogojih. To je omogodilo zaznavanje dvoveriznih prelomov DNA (Ostling in Johanson,
1984). Nekaj let za tem, ko sta Ostling in Johanson razvila test komet, sta zaceli dve skupini
raziskovalcev neodvisno druga od druge razvijati postopek izpostavljanja celic pri visokem
pH (Collins, 2004). Ena skupina, ki jo je vodil Singh in sod. (1988), je celice lizirala pri pH
10 in jih izpostavila elektroforetskim pogojem pri pH vecjem od 13. Pri teh alkalnih pogojih
se lahko zaznajo tako SSB kot tudi ALS (Tice in sod., 2000). Druga skupina, ki jo je vodila
Olive in sod. (1990), je celice eno uro pred elektroforezo lizirala v Sibko alkalni raztopini.
Tudi izpostavitev elektriécnemu polju je potekala v sibko alkalnih pogojih, pri katerih pa se
ALS ne izrazijo kot SSB (Olive in sod., 1990).
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Pri alkalni razliCici testa komet je suspenzija posameznih celic vkljuCena v agarozo na
objektnih stekelcih, lizirana z detergenti in visokimi koncentracijami soli pri pH 10 (Singh in
sod., 1988). Med liziranjem se odstranijo vse celiéne komponente razen jeder s super zvitimi
molekulami DNA. V naslednji stopnji, ki prav tako poteka v alkalnih pogojih, pride do
denaturacije in odvitja super zvite DNA (povzeto po Zegura in Filipi¢, 2004), ki se za¢ne
odvijati s smeri veriznih prelomov (iz ang. strand brakes). Do tega pride zaradi porusenja
vodikovih vezi med dvema enoveriznima molekulama DNA, kar se zgodi ze pri pH
vrednostih nad 12 (Kohn, 1991). Zaradi alkalnih pogojev se lahko zaznajo tako SSB kot tudi
ALS (Tice in sod., 2000). Pri pH 12.6 ali visjem, se ALS hitro pretvorijo v SSB (Kohn, 1991).
Pri pH 13 in ve¢ (mi smo uporabili razli¢ico alkalnega kometa s pH 13) se pricakuje, da bo
pretvorba ALS v SSB maksimalna (Tice in sod., 2000). Ta pretvorba je pomembna, saj vecina
genotoksi¢nih agensov povzroci v ve¢ji meri nastanek SSB in/ali ALS, kot DSB (Tice in sod.,
2000). Zaradi tega se alkalna, kjer je pH vecji od 13, razliCica testa komet priporoca kot
optimalna za identifikacijo takih agensov (Tice in sod., 2000). Odvijanju sledi korak, v
katerem je DNA izpostavljena elektricnem polju, pri pH vi§jem od 13. Pri tem pH-ju je
potovanje DNA v elektricnem polju poveéano zaradi vecjega Stevila delcev SSB, SSB
povezanih z nepopolno popravljalnimi mesti in ALS (Tice in sod., 2000). Ker imajo
nukleinske kisline negativen naboj, bodo v elektriénem polju potovale proti anodi, vendar z
razli¢no hitrostjo. Hitrost potovanja je odvisna od velikosti molekul in od stevila prelomov,
zato potuje poSkodovana DNA v elektriénem polju hitreje kot neposkodovana, s ¢imer tvori
tako imenovan rep kometa, medtem ko je neposkodovana DNA pocasnejSa in ostane v tako
imenovani glavi kometa. Zaradi tega dajejo taka jedra videz kometa (povzeto po Zegura in
Filipi¢, 2004), po ¢emer je ta test tudi dobil ime. Elektroforezi sledi nevtralizacija DNA, tej pa
ovrednotenje kometov. Da postane DNA vidna, jo barvamo s flourescen¢nimi barvili, ki se
vrivajo med bazne pare. Najpogosteje uporabljena barvila so etidijev bromid (EtBr),
propidijev jodid in DAPI (4,6-diamidin-2-fenilindol) (Zegura in Filipi¢, 2004). V nasih
poskusih smo uporabili EtBr, ki se veze na dvojno verigo DNA uéinkoviteje kot na enojno
(Collins, 2004).

Za analizo slik kometov obstaja ve¢ raCunalniskih programov. Najpogosteje uporabljeni
parametri za izrazanje DNA poskodb so dolzina repa (razdalja od DNA v glavi kometa do
zadnjega fragmenta DNA v repu, izrazena v mikrometrih), odstotek DNA, ki je prepotovala iz
glave kometa v rep kometa, Olivni repni moment (produkt odstotka DNA v repu in razdalje
od centra repa kometa do centra glave kometa) in razSirjeni repni moment (produkt DNA v
repu in dolZina repa) (povzeto po Zegura in Filipi¢, 2004).

V zadnjem desetletju je test komet postal eden izmed standardnih metod za dolo¢anje DNA
poskodb (Collins, 2004). Zelo uporaben je v genetski toksikologiji, in sicer za identifikacijo
genotoksi¢nih  snovi, v Studijah popravljanja DNA, ekotoksikologiji, okoljskem
biomonitoringu, prehranski toksikologiji, klini¢ni aplikaciji, ¢loveskih populacijskih studijah,
analizi celi¢nega cikla in biologiji prostih radikalov (Tice in sod., 2000). Prednost te metode
pred drugimi testi za ugotavljanje genotoksi¢nosti je visoka obcutljivost, zaznavanje nizkih
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koli¢in DNA poskodb, fleksibilnost, nizki stroSki, enostavna aplikacija, ne zahteva
ogromnega Stevila celic, potreba po majhni koli€ini testnih substanc in relativno kratek Cas za
dokonéanje $tudij (Ostling in Johanson, 1984). Pomanjkljivost pa je v tem, da ne moremo
natan¢no dolociti naravo poskodbe, ki jo zaznamo s tem testom (Horvathova in sod., 1998).

Slika 5: Primeri razli¢no poskodovanih jeder celic 0z. kometov (A slika-primer nepo$kodovanega
jedra celice, priblizno 10 % DNA v repu in slika B (puséica)-primer poskodovanega jedra celice,
priblizno 50 % DNA v repu).

3.6.1.1 Priprava raztopin in reagentov za test komet

Raztopina za liziranje celic
e 2.5M NaCl (29.28 g/200 ml H,0)
e 100 mM EDTA (7.44 g/200 ml H,0)
e 100 mM TRIS (0.24 g/200 ml H,0)

pH vrednost raztopine smo uravnali na 10 z 10 M NaOH in jo do uporabe shranili na 4 °C.
Tik pred uporabo smo dodali 2 ml Tritona X-100 (kon¢ne koncentracije 1 %) ter na
magnetnem mesalu dobro premesali.

Pufer za elektroforezo:
e 0.3 M NaOH (30 ml 10 M NaOH/I H,0)
e 1mMMEDTA (5ml0.2 M EDTA/I H,0)

Raztopini 10 M NaOH (200 g/500 ml H,O) in 0.2 M EDTA (37.2 g/ 500 ml H,O) smo
pripravili vnaprej, medtem ko smo ostale zmeraj pripravili sveze. 10 M NaOH smo do
uporabe shranili na sobni temperaturi, 0.2 M EDTA pa pri 4 °C. Pripravili smo 1.25 | pufra za
elektroforezo in ga do uporabe shranili na 4 °C.

Pufer za nevtralizacijo:
e 0.4MTRIS (9.67 g/200 ml H,0)
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Pripravili smo 200 ml pufra za nevtralizacijo in mu s HCI uravnali pH na 7.5. Raztopino smo
do uporabe shranili na 4 °C.

Agaroza:
e 1% NMP; agaroza z normalno tocko tali$¢a (iz ang. Normal metlting point agarose),

e 1% LMP; agaroza z nizko tocko tali$¢a (iz ang. Low melting point agarose).

Agarozi smo ob segrevanju v mikrovalovni pecici in meSanju raztopili v 1x PBS. Med samim
poskusom smo jo po potrebi ponovno segreli v mikrovalovni pecici.

3.6.1.2 Nasajanje in izpostavitev celic HepG2 testiranim snovem

Test komet smo izvedli po postopku, kot ga je opisal Singh in sod. (1988), vendar z manjSimi
spremembami. Celice smo gojili in pozeli, kot smo opisali v poglavju 3.4.2 in jih nato z
gostoto 40.000-60.000 celic/luknjico nasadili na plos¢o z 12-luknjicami. Plos¢e s celicami
smo ¢ez no¢ inkubirali na 37 °C v atmosferi s 5 % CO,, da so se celice pritrdile na podlago.

Naslednji dan smo odstranili medij, celice sprali z 1x PBS in jih za 24 ur izpostavili MelQx
(250 uM) v kombinaciji s XN (0, 0.01, 0.1, 1, 10 uM). V test smo vkljucili tudi kontrolo
gojisca (pri cemer smo celicam zamenjali gojisce), kontrolo topila (0.1% DMSO) in pozitivno
kontrolo (benzo(a)piren, 30 uM).

Po inkubaciji smo celicam odstranili testirane snovi, jih sprali z 1x PBS ter jih nato odlepili z
dodatkom 0.1% tripsina (200 pl/luknjico). Zatem smo celice za 5 minut centrifugirali na 800
obratih/minuto. Supernatant smo zavrgli, sediment pa resuspendirali v 70-80 pl medija.
Suspenzijo celic smo prenesli v dve epici, v vsako po 30 pl.

3.6.1.3 Priprava stekelc in nanos celi¢ne suspenzije

Pri testu komet smo uporabili objektna stekelca, peskana po celotni povrsini (iz ang. fully
frosted slides), ki smo jih ¢ez no¢ namocili v metanolu, da so se razmastila. Pred uporabo smo
Jih posusili z obziganjem in jih primerno oznacili. Agarozo, tako NMP kot LMP, smo pred
nanasanjem gelov v mikrovalovni pecici segreli do vrelis¢a. Nato smo na stekelca nanesli 80
ul 1% NMP agaroze, jih pokrili s krovnimi stekelci in objektnike za 5 minut prestavili na
hladno, da se je agaroza strdila. Po inkubaciji na hladnem smo odstranili krovnike in nanesli
drugo plast, ki je vsebovala 70 ul 1% LMP agaroze pomesane s 30 pul suspenzije tretiranih
celic ter jih prekrili s krovniki. Objektnike smo prestavili na hladno in pocakali, da se je
agaroza strdila ter nato previdno odstranili krovnike.
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3.6.1.4 Liziranje celic

Objektna stekelca, ki smo jim odstranili krovnike, smo prestavili v kadicko z raztopino za
liziranje celic ter jih inkubirali 1 uro pri 4 °C v temi. Zaradi visokega pH pride do razgradnje
proteinov in RNA, visoka koncentracija detergentov pa povzro€i razpad celicnih membran.
EDTA, ki smo ga dodali raztopini, veZe iz zunanje membrane dvovalentne kovinske ione in jo
na ta nacin zrahlja, poleg tega pa prepreci tudi delovanje DNaz. Z liziranjem smo odstranili
vso celi¢no vsebino, razen jeder s superzvito DNA.

3.6.1.5 Odvijanje DNA

Po kon¢anem liziranju celic smo stekelca prenesli v elektroforetsko kadic¢ko in jo napolnili s
pufrom za odvijanje, ki ima visok pH. Zaradi visokega pH pride do odvitja superzvite DNA in
pretvorbe ALS v enoverizne prelome. Alkalno odvijanje je potekalo 20 minut pri 4 °C v temi.
3.6.1.6 Elektroforeza

Po 20 minutah odvijanja DNA smo prizgali elektroforezo in jedra celic izpostavili
elektricnemu polju pri napetosti 25 V (0.5-1 V/cm) in toku 300 mA. Elektroforeza je prav
tako potekala 20 minut pri 4 °C v temi.

3.6.1.7 Nevtralizacija in shranjevanje stekelc

Po koncani elektroforezi smo stekelca prenesli v kadi¢ko z nevtralizacijskim pufrom in jih za
15 minut inkubirali pri 4 °C v temi. Nato smo stekelca prenesli v novo kadi¢ko z ovlazeno
papirnato brisacko. Na ta na¢in smo zagotovili zadostno vlago in s tem preprecili izsusitev
preparatov. Kadicko smo prekrili z alufolijo, jo zavili v plasti¢no vrecko in jo do obdelave
preparatov shranili na 4 °C.

3.6.1.8 Barvanje jeder

Jedra celic na preparatih smo pred mikroskopiranjem barvali z 20 ul EtBr s koncentracijo 5
ug/ml.
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3.6.1.9 Slikanje in analiza jeder celic

Slike kometov smo zajemali s pomoc¢jo CCD kamere (Marlin F046B, Allied, Vision
Technologies, Velika Britanija) in pri tem uporabili fluorescen¢no svetlobo (Nikon HB-
10104AF, Japonska). Ekscitacijski filter za etidijev bromid je 515-560 nm, zaporni filter pa
590 nm. Slike smo prenesli na ra¢unalnik in jih obdelali s pomocjo programa Comet Assay IV
(Perceptive Instruments, UK). V vsaki skupini izpostavljenih celic smo obdelali 50 jeder.
Program izracuna vec parametrov, s katerimi je dolo¢ena stopnja poskodovanosti posameznih
jeder. V diplomski nalogi smo za prikaz poskodovanosti DNA izbrali odstotek DNA Vv repu,
ki nam pove koliko DNA je prepotovalo iz glave v rep kometa. S pomocjo statisticnega
programa (Graph Pad Prism 5) smo izracunali ali se izpostavljene skupine celic razlikujejo od
kontrolne skupine. Uporabili smo enosmerno analizo variance ANOVA (Kruskal Wallis test).
Za primerjavo median kontrolnih skupin in vzorcev izpostavljenih skupin smo uporabili
Dunet test. Celoten poskus smo ponovili v treh neodvisnih ponovitvah.

3.6.2 Test mikrojeder

Test mikrojeder (CBMN; iz ang. the cytokinesis-block micronucleus assay) je metoda za
dolo¢anje genomske nestabilnosti na nivoju kromosoma/molekule. Je pristop za merjenje
kromosomskih poSkodb preko merjenja mikrojeder, ki je za hematologe znan tudi kot Howell-
Jolly telesa in sta ga neodvisno drug od drugega razvila Schmid (1975) in Heddle (1973). Test
mikrojeder, na celicah kostnega mozga in krvnih eritrocitov, je postal eden izmed najbolj
uveljavljenih in vivo citogenetskih testov na podrocju genetske toksikologije (Fenech, 1993).

S to metodo lahko zaznavamo kromosomske prelome, prerazporeditve, neloCevanje in izgubo
kromosomov, amplifikacije genov, apoptozo ali nekrozo (Fenech, 2000). Razvoj metode je
omogocil razlikovanje med mikrojedri nastalimi iz celih (aneugeni) in iz dela kromosomov
(klastogeni) (Parry in sod., 1995). Test mikrojeder je relativno neob¢utljiv pri in vitro
zaznavanju genotokinov, ki raje povzrocajo DNA adukte ali bazne modifikacije, kot pa
verizne prelome ali izgube kromosomov (Fenech, 1993). Mikrojedra se lahko izrazajo le pri
delecih se evkariontskih celicah, zato metoda ni uporabna za populacijo celic, ki se ne delijo
ali kinetika celi¢ne delitve ni dobro kontrolirana (Fenech, 1993).

Za Stetje mikrojeder pri testu CBMN v populaciji celic je pomembno, da prepoznamo celice,
ki so zakljucile z mitotosko delitvijo. Take celice prepoznamo po dvojedrnem izgledu, ki
nastane Ce celice, po tem ko jih je vecina koncala z jedrno delitvijo, tretiramo s citohalazinom
b (cyt-b), ki blokira celi¢no citokenezo, katera sledi delitvi jedra (Fenech, 1993). Cyt-b je
inhibitor polimerizacije aktina, ki je potreben za tvorbo mikrofilamentnega obroca. Med
citokinezo je mikrofilamentni obro¢ tisti, ki stiska citoplazmo med novo nastalima
héerinskima jedroma, s ¢imer povzro¢i nastanek dveh celic (Carter, 1967). Cyt-b s
preprecitvijo citokineze omogoc¢i kopienje vseh dele¢ih se celic na dvojedrnem ali
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Stirijedrnem (Ce pride do druge jedrne delitve) nivoju v dele¢i se populaciji, in sicer v
odvisnosti od sinhronosti ter od deleza delecih se celic (Fenech, 1993).

S testom mikrojeder se lahko ugotavlja ali dolocen agens povzroca nastanek mikrojeder,
nukleoplazmatskih mostickov ali jedrnih brstov v gojenih Cloveskih in ostalih sesalcjih
celicah. Mikrojedra se izrazijo pri delecih se celicah s kromosomskimi prelomi, kateri se ne
pripenjajo na centromere-acentri¢ni fragmenti in/ali celimi kromosomi, ki med mitozo niso
sposobni potovanja na nasprotne pole (Fenech, 1993), zaradi Cesar zaostanejo v anafazi
celi¢ne delitve. Tako se med anafazo pojavljajo kromosomi ali fragmenti zunaj delitvenega
vretena (Smaka-Kincl, 1993). Do tega lahko pride tudi zaradi napak v delovanju ali zaradi
poskodb delitvenega vretena, kot tudi zaradi okvar kinetohora (Smaka-Kincl, 1993,
Glasen¢nik in sod., 2004). Kromosomski fragment brez centromere ali kromosom, ki zaradi
razli¢nih razlogov ni pripet na delitveno vreteno, ne moreta v anafazi celi¢ne delitve usklajeno
potovati na pol celice, kjer se kasneje oblikujeta novi jedri. Tako lahko ostaneta zunaj
glavnega jedra, razen ¢e do pola ne prispeta zgolj po nakljucju in na ta nacin postaneta del
novo nastalega jedra, kar pa je odvisno tako od velikosti fragmenta (ali kromosoma) kot tudi
od velikosti celice. V telofazi se okrog zaostajajo¢ih kromosomov in fragmentov tvori jedrna
ovojnica. Po koncani delitvi se ti delci odvijejo in so podobni interfaznemu jedru, le da so
precej manj$i od glavnega jedra (Fenech, 2000). Iz tega tudi izhaja izraz mikrojedra, Ki
predstavljajo zelo priroen in zanesljiv indeks tako kromosomskih prelomov kot
kromosomskih izgub. Obi¢ajno je mikrojedro, ki vsebuje celoten kromosom vecje od tistega,
ki vsebuje samo kromosomski fragment (Heddle in sod., 1991).

Nukleoplazmatski mosticki (NPBs; iz ang. nucleoplasmic bridges) nastanejo, ko v anafazi
celi¢ne delitve potujejo centromere dicentri¢énih kromosomov ali kromatid na nasprotne pole
celic, s ¢imer nakazujejo preureditve kromosomov (Fenech in Crott, 2002).

Jedrni brsti so posledica pomnoZevanja genov. Pomnozena DNA se selektivno locira na
obrobju jedra in se izlo€i v obliki jedrnih brstov, ki lahko med S-fazo celicnega cikla tvorijo
mikrojedra (Shimizu in sod., 1998; Shimizu in sod., 2000). Jedrni brsti imajo enako
morfologijo kot mikrojedra, le da so z jedrom povezani s Sirokim ali ozkim pecljem
nukleoplazmatskega materiala (Fenech in Crott, 2002).

3.6.2.1 Nasajanje in izpostavitev celic HepG2 testiranim snovem

Test mikrojeder smo izvedli po postopku, kot je opisan v Fenech (2000). Celice smo najprej
nagojili, kot smo ze predhodno opisali v poglavju 3.4.2 ter jih nato z gostoto 600.000-800.000
celic/plosco nasadili na T-25 plosce. Temu je sledila 24-urna inkubacija plos¢ (37 °C, 5 %
CO,, vlazna atmosfera).
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Naslednji dan smo odstranili medij in celice sprali z 1x PBS. Nato smo celice izpostavili
delovanju XN (0.01, 0.1, 1 in 10uM) ter kombinaciji MelQx (250 uM) s XN (0, 0.01, 0.1, 1,
10 uM). V test smo vkljucili tudi kontrolo gojisca (pri Cemer smo celicam zamenjali gojisce),
kontrolo topila (0,1% DMSO) in pozitivno kontrolo benzo(a)pirena (10 uM). Izpostavljene
celice smo inkubirali za 24 ur.

3.6.2.2 lzpostavitev celic HepG2 citohalazinu b

Po koncani 24-urni inkubaciji smo celice sprali z 1x PBS in dodali sveze gojis¢e s cyt-b
konéne koncentracije 2 pg/ml. Temu je sledila 26-urna inkubacija (37 °C, 5 % CO, vlazna
atmosfera). V tem ¢asu je v kontrolni populaciji 40-60 % dvojedrnih celic.

3.6.2.3 Priprava preparatov in nanos na stekelca

Naslednji dan smo celicam odstranili gojisce in jih sprali z 1x PBS. Gojis¢e in pufer smo
spravili v ustrezno oznacene centrifuirke. Celice smo odlepili s podlage z 1 ml 0.1% tripsina.
Delovanje encima smo zaustavili z dodatkom medija in nato plosce nekoliko sprali. Celi¢no
suspenzijo smo prenesli v centrifugirke ter jih za 5 minut centrifugirali pri 800
obratih/minuto.

Po koncanem centrifugiranju smo odstranili supernatant do 1 cm nad dnom centrifugirke in
dodali 1 ml PBS. Zatem smo resuspendirali sediment in dodali $¢ 3 ml PBS ter 5 minut
centrifugirali pri 800 obratih/minuto.

Nato smo odsesali supernatant, resuspendirali sediment ter dodali 5 ml hipotoni¢ne raztopine
(75 mM KCI). Vsebino centrifugirk smo premesali z obracanjem in jih 2 do 5 minut inkubirali
na sobni temperaturi ter jih nato centrifugirali 5 minut pri 600 obratih/minuto.

Po centrifugiranju smo odstranili supernatant in dodali 1 ml Karnojevega fiksativa (metanol :
ocetna kislina, 3:1). Nato smo resuspendirali sediment in dodali 3 kapljice formaldehida ter 4
ml Karnojevega fiksativa. Vsebino centrifugirk smo premesali in jih 5 minut centrifugirali pri
600 obratov/minuto.

Odsesali smo supernatant, dodali 1 ml Karnojevega fiksativa, resuspendirali sediment ter nato
dodali se 4 ml Karnojevega fiksativa. Vsebino centrifugirk smo premesali in jih 5 minut

centrifugirali pri 600 obratov/minuto.Ta del postopka smo ponovili Se enkrat.

Po zadnjem centrifugiranju smo odstranili ¢im ve¢ supernatanta in nato resuspendirali
sediment. Na vsako od stekelc, ki so bila ¢ez no¢ namocena v etru, Smo dodali 15 pl celi¢ne
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suspenzije ter nato preverili gostoto celic pod mikroskopom. Za vsak vzorec smo pripravili
vsaj 3 preparate.

Zakodirane preparate smo prestavili v $katlo in jih do Stetja shranili na sobni temperaturi. V
tej fazi so preparati obstojni tudi ve¢ mesecev.

3.6.2.4 Barvanje in Stetje mikrojeder

Preparate smo imeli med Stetjem mikrojeder zakodirane. Celice smo barvali z akridin
oranzem (AQ) koncentracije 10 pg/ml.

Na vsakem preparatu smo presteli 1000 dvojedrnih celic, ki smo jih nato razdelili v skupine:
e dvojedrne celice z enim mikrojedrom,
e dvojedrne celice z dvema in ve¢imi mikrojedri,
e dvojedrne celice z nukleoplazmatskim mostickom,
e dvojedrne celice z jedrnimi brsti,
e in dvojedrne celice z razliénimi kombinacijami zgoraj navedenih.

Poleg mikrojeder smo steli tudi eno- (M1), dvo- (M2) in vec-jedrne celice (M3) in na ta nacin
doloc¢ili delitveni indeks celic (NDI; iz ang. nuclear division index). Pri tem smo presteli 500
celic. S pomocjo NDI smo dolo¢ili ali preiskovana snov vpliva na delitveni cikel celic ali ne.

Pri Stetju mikrojeder (MN) smo upostevali naslednje:
e MN smo steli le v dvojedrnih celicah,
e med posameznimi celicami je morala biti vidna meja med citoplazmami celic,
e 0be jedri v dvojedrnih celicah sta morali biti priblizno enake velikosti,
e jedri v celici se naj ne bi prekrivali,
e jedri sta lahko bili povezani z nukleoplazmatskim mostickom, vendar njegova dolzina
ni smela biti vecja od tretjine premera jedra,
e MN je moralo biti okrogle ali ovalne oblike, ¢e je imelo oster rob ni bilo mikrojedro,
e Dbarva MN je morala biti enaka ali temnejsa od barve glavnih jeder, ¢e je bila svetlejsa
je to verjetno samo del membrane, ki se je odcepil od jeder in ne vsebuje DNA,
e MN ni smelo biti povezano z jedrom,
e MN naj ne bi bilo oddaljeno od glavnih jeder ve¢ kot 2x premera glavnega jedra,
e (e ima celica glavni jedri in veliko manjsih jeder je verjetno apoptotska in tega nismo
Steli kot mikrojedra,
e MN mora biti manjsi kot ¥ glavnega jedra.
(povzeto po Fenech (1993) in 10G-Pos20-01, test mikrojeder, laboratorija GEN).
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S pomocjo statisticnega programa (Graph Pad Prism 5) smo izracunali enosmerno analizo
variance ANOVA (Kruskal Wallis test). Za primerjavo median kontrolnih skupin in vzorcev
izpostavljenih skupin smo uporabili Dunet test. Celoten poskus smo ponovili v dveh
neodvisnih ponovitvah.

Slika 6: Primeri dvojedrne celice (slika A), dvojedrne
celice z mikrojedrom (slika B), dvojedrne celice z
nukleoplazmatskim mosticem (slika C) in dvojedrne
celice z jedrnim brstom (slika D). Foto: dr. Bojana
Zegura

3.7. Vpliv XN in kombinacije MelQx s XN na izrazanje izbranih genov pri celicah HepG2
3.7.1 Verizna reakcija s polimerazo (PCR)

Kleppe in sod. so Ze leta 1971 objavili ¢lanek, v katerem opisujejo pomnoZevanje specifi¢ne
molekule DNA z DNA polimerazo. Ob koncu 80-ih let prejSnjega stoletja je postala ta
metoda, zaradi svoje enostavnosti in uporabnosti, ena izmed osnovnih laboratorijskih tehnik v
molekularni biologiji (Edwards in sod., 2004).

Verizna reakcija s polimerazo (PCR, iz ang. polymerase chain reaction) je in vitro metoda,
uporabna za sintezo nukleinskih kislin. Pri tej metodi se uporablja temperaturno obstojna
DNA polimeraza, ki lahko v kratkem casu pomnoZzi dolo¢en odsek DNA v velikem $tevilu
kopij (Poljak in sod., 1994). Zato je za analizo zadostna ze relativno majhna koli¢ina vzorca,
kar je bistvena prednost te metode pred klasi¢énimi tehnikami molekularne biologije pri
katerih potrebujemo veéje koli¢ine vzorcev (Coleman in Tsongalis, 1997; Albert in sod.,
1994). Metoda je uspeSna, ¢e vsebuje reakcijska meSanca: taréno dvovijatno DNA, dva
oligonukleotidna zacetnika, encim DNA polimerazo, pufer z optimalnim pH in ionsko
jakostjo (v okviru tega je najpomembnejsa koncentracija Mg®", saj le-ta vpliva na encimsko
aktivnost) ter deoksinukleotidtrifosfate vseh Stirih baz (ANTP) (Herzog-Velikonja in Gruden,
2000).
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Standarden PCR poteka v treh fazah, ki se ponavljajo (Jakse, 2007; Jersek, 2003):

- 1. faza: denaturacija dvoverizne matricne DNA v dve enoverizni DNA pri 94-95 °C.
Korak traja od 20 sekund do 1 minute.

- 2. faza: pripenjanje oligonukleotidnih zafetnikov na homologne sekvence vzor¢ne
DNA. Po prileganju oligonukleotidnega zacetnika je del DNA spet dvoverizen. Poteka
pri 45-75 °C in traja 5-60 sekund.

- 3. faza: sinteza nove komplementarne verige DNA iz nukleotidov v smeri od 5 konca
proti 3" koncu s pomocjo termostabilne DNA polimeraze pri 60-72 °C. Novi molekuli
DNA sta med seboj komplementarni in sposobni vezave enakih zacetnih
oligonukleotidov. Z vsakim ciklom naras¢a S$tevilo pomnoZzenih molekul DNA
eksponentno. PodaljSevanje traja od 30 sekund do ve¢ minut, kar je odvisno od dolzine
pomnozka.

Celoten proces se ponovi od 20 do 40-krat (2040 ciklov). V vsakem ciklu se Stevilo tarénih
kopij podvoji. Stevilo ciklov je odvisno od koli¢ine produkta, ki ga Zzelimo (Jakse, 2007) in od
zacetne koli¢ine DNA v vzorcu (Herzog-Velikonja in Gruden, 2000).

Verizna reakcija s polimerazo ima tudi dolo¢ene pomanjkljivosti, ki se kazejo predvsem v
njeni ceni in v moznosti pojavljanja lazno pozitivnih in negativnih rezultatov. Omejitve
klasi¢ne metode PCR so tudi v relativno nizki obcutljivosti, saj je za analizo potrebno veliko
izhodis¢nega materiala, ki pa nam ni vedno na voljo. Zato so se razvile nove metode, ki so
obcutljivejSe in pri katerih so potrebne manjSe koli¢ine vzorcev, Ki jih Zelimo analizirati
(Valasek in Repa, 2005).

3.7.2 VeriZna reakcija s polimerazo v realnem ¢asu

Ta metoda je nadgradnja obicajnega PCR (Klein, 2002). Poteka v cikli¢nem termostatu, kjer
se temperatura zvezno spreminja v ponavljajocih se ciklih, podobno kot pri klasicnem PCR
(Mackay, 2004). Merjenje koli¢ine produkta poteka v vsakem ciklu med samo reakcijo
(Valasek in Repa, 2005; Mackay, 2004). Rezultat je fluorescentni signal, ki se meri v ciklih v
katerih je podvojevanje linearno (Mackay, 2004; Richards in sod., 2004). Ker spremljamo
potek reakcije v vsakem ciklu, lahko izmerimo koli¢ino pomnozka, ko je reakcija Se v
eksponentni fazi. To naredimo tako, da na osnovi izmerjenih podatkov nariSemo krivuljo,
katera prikazuje intenziteto flourescence (ARn) posameznih vzorcev v odvisnosti od Stevila
ciklov. Krivulja je sestavljena iz treh faz: eksponentne, linearne in plato faze. V eksponentni
fazi fluorescenca produkta preseze fluorescenco ozadja, s ¢imer dolo¢imo linijo prazne
vrednosti (Ct vrednost). V tej fazi je pomnozevanje DNA optimalno in z vsakim naslednjim
ciklom se v idealnih reakcijskih pogojih koli¢ina produkta podvoji. Linearni fazi sledi plato
faza, kjer se intenziteta flourescentnega signala ne povecuje ve¢, saj zaradi zmanjSane
koncentracije nukleotidov pride do upocasnitve reakcije in akumulacije inhibitorjev. Ct
vrednost je odvisna od zacetne koli¢ine tarcne DNA, tipa in koncentracije fluorogena,
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obcutljivosti in sposobnosti sistema, da razloci med specificnim flourescentnim signalom in
flourescentnim signalom ozadja (Mackay, 2004). PCR v realnem ¢asu je izjemno obcutljiv,
saj lahko zazna manj kot 5 kopij taréne sekvence. Omogoca tudi kvantificiranje nukleinskih
kislin v izjemno Sirokem dinami¢nem razponu (vsaj 5 logaritemskih enot), kar je uporabno
predvsem takrat, ko delamo z omejeno koli¢ino vzorca v katerem je manjsa zacetna koli¢ina
DNA (Dhar in sod., 2008).

Za pomnozevanje specificnih delov DNA se najpogosteje uporabljata DNA-polimeraza Taq
(iz organizma Thermus aquaticus) ali DNA-polimeraze Pfu (iz organizma Pyrococcus
furiosus). Obe polimerazi sta odporni na visoke temperature. Odpornost na visoke
temperature je zelo pomembna lastnost, saj se le-te uporabljajo za denaturacijo dvoverizne
DNA po vsakem ciklu pomnozevanja DNA. Denaturaciji sledi vezava zacetnih
oligonukleotidov na nove enoverizne matrice DNA. DNA-polimeraza ustvarja novo verigo, z
dodajanjem posameznih komplementarnih nukleotidov. Nova veriga se spet uporabi pri
naslednjem ciklu pomnozevanja.

Spremljanje pomnozevanja DNA je mogoce s sondami, oligonukleotidnimi zacetniki ali
pomnozki ozna¢enimi s fluorescentnimi molekulami (Mackay in sod., 2002). Te molekule
povzrocijo spremembo signala, ki je odvisen od koli¢ine pomnozka med vsakim ciklom in se
poveca, ¢e se poveca koliCina specificnega pomnozka (Mackay, 2004). Za dolocanje
pomnozkov lahko uporabljamo specifi¢ne ali nespecificne metode (Mackay in sod., 2002; Bel
in Ranford-Cartwright, 2002). Pri nespecificnih metodah se uporabljajo flourescentna barvila
(npr. SYBR Green 1), ki se vgradijo v dvoverizno molekulo DNA nespecifi¢no in pri tem
oddajo flourescenco. Na ta nacin zaznamo vse dvojne vijacnice, zaradi Cesar je tudi vecja
verjetnost laznih pozitivnih rezultatov (Giulietti in sod., 2001), saj flourescirajo tudi
nespecifiéni produkti in dimeri zacetnikov. S specificnimi metodami pa pride do specifi¢ne
vezave oligonukleotidnih sond oznacenih s fluorofori na odsekih, ki jih pomnozujemo. Ta
sonda se veZe na odsek taréne DNA med obema oligonukleotidnima zacetnikoma (Hein in
sod., 2006).

Kljub Stevilnim prednostim ima ta metoda tudi nekaj slabosti. Je relativno draga, predvsem
zaradi inStrumentov in kemikalij, ki jih potrebujemo za izvedbo. Zelo pomembna je tudi
primerna izbira sond, zacetnih oligonukleotidov in ostalih reagentov. Reakcijo lahko
inhibirajo tudi snovi, ki so prisotne v dolo¢enih bioloskih vzorcih, cemur se lahko izognemo z
uporabo odporne DNA-polimeraze (npr. Tfl, Pwo, Tth...) (Valasek in Repa, 2005). PCR v
realnem c¢asu je uporabna metoda na vseh podro¢jih, kjer je potrebna kvantifikacija
nukleinskih kislin. V medicini se uporablja pri diagnostiki patogenov, ki jih je tezko ali
nemogoce gojiti, pri spremljanju uspesnosti zdravljenja, napovedovanju poteka bolezni,
prognozi in ugotavljanju rezistence na zdravila. Pomembna je tudi pri diagnostiki malignih
obolenj, saj omogoca ugotavljanje sprememb v Stevilu kopij genov, izrazanju genov,
translokacije, inverzije in tudi tockaste mutacije. Uporablja se tudi v prehrambeni industriji, in
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sicer za zaznavanje mikrobov, parazitov ali gensko spremenjenih organizmov (Valasek in
Repa, 2005; Arko, 2004; Lovatt, 2002; Klein, 2002; Brodman in sod., 2002).

3.7.2.1 Obratno prepisovanje ali reverzna transkripcija

Ena izmed glavnih omejitev metode PCR, kot tudi PCR v realnem ¢asu, je uporaba DNA kot
matrice za pomnozevanje, saj DNA-polimeraze ne podvojujejo RNA. Z uporabo encima
reverzna transkriptaza je ta pomanjkljivost odpravljena. Ta encim je od RNA odvisna
polimeraza, ki prepiSe enoverizno RNA v stabilnejSo, komplementarno enoverizno cDNA, ki
jo nato kot matrico uporabimo v reakciji PCR. Reverzna transkriptaza ima DNA-polimerazno
in ribonukleazno aktivnost, saj ne le, da prepise RNA v cDNA ampak tudi omogoci
razgradnjo RNA molekule. Obratno prepisovanje lahko poteka z naklju¢nimi zacetnimi
oligonukleotidi, oligo (dT) zacetniki ali gensko specificnimi oligonukleotidi (Valasek in
Repa, 2005). Vec kot je Zelene RNA v izhodnem vzorcu ve¢ bo prepisane cDNA in s tem bo
tudi signal, ki ga odda hibridizacijska sonda ve¢;ji (Nolan in sod., 2006).

PCR v realnem c¢asu, zdruzen z obratnim prepisovanjem, se imenuje RT-PCR in je trenutno
najobcutljivejSa tehnika za detekcijo in kvantifikacijo mRNA (Valasek in Repa, 2005).
Razvoj novih sond in opreme, ki omogocajo detekcijo PCR produktov realnem casu je
pripeljal do sprejetja te metode v namen kvantificiranja sprememb izrazanja genov. RT-PCR
v realnem Casu je postala preferencna metoda za vrednotenje rezultatov, pridobljenih na
podlagi analize mreZ in drugih tehnik, ki ocenjujejo spremembe izraZanja genov na globalni
ravni (Prediger in sod., 2008).

3.7.2.2 Izrazanje genov z veriZno reakcijo pomnoZevanja v realnem casu

Je relativno obcutljiva tehnika, ki omogoca dolocevanje nizkega nivoja izrazanja genov.
Temelji na prepisu mRNA v ¢cDNA s pomoc¢jo reverzne transkriptaze, na pomnoZevanju
tarcne cDNA, zaznavanju in kvantifikaciji pomnozenega produkta s pomocjo fluorescenc¢nih
oznacevalcev (Fennell in Baker, 2005; Espy in sod., 2006). Pri pomnozevanju tarcne cDNA
se poleg zacetnih oligonukleotidov veze tudi fluorescenno oznacena sonda (Tagman sonda),
ki se specifi¢no prilega na zaporedje med obema zacetnima oligonukleotidoma. Sonda je
kratko zaporedje DNA, ki ima na 5" koncu vezano reportersko fluorescentno barvilo in na 3”
koncu dusilec fluorescence, kateri v nerazgrajeni sondi absorbira fluorescenco reporterskega
barvila. Med pomnozevanjem DNA polimeraza s svojo eksonukleazno aktivnostjo odcepi
sondo. S tem pride do sprostitve obeh barvil, ki sta sedaj lo¢eni, zaradi ¢esar je onemogoceno
dusenje emisijskega spektra, ki ga oddaja reportersko barvilo. Med pomnozevanjem cDNA
pride do naras¢anja flourescence, ki je sorazmerno s koli¢ino odcepljenih sond in nastalega
produkta (povzeto po Valasek in Repa, 2005).
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3.7.3 Nasajanje in izpostavitev celic HepG2 testiranim snovem.

Celice HepG2 smo gojili in presajali po postopku, ki smo ga opisali v poglavju 3.4.2. Za test,
v katerem smo ugotavljali izrazanje genov, smo celice nasadili na plos¢e T-25 z gostoto
800.000 celic/plosco. Sledila je 24-urna inkubacija, na 37 °C, 5 % CO- in v vlazni atmosferi.

Naslednji dan smo odstranili medij in celice sprali z 1 x PBS. Nato smo celice izpostavili XN
(0.01, 0.1, 1 in 10 uM) ter kombinaciji MelQx (250 pM) s XN (0, 0.01, 0.1, 1, 10 pM). V test
smo vkljuéili tudi kontrolo gojis¢a (pri ¢emer smo celicam zamenjali gojisce), kontrolo topila
(0,1% DMSO) in pozitivno kontrolo benzo(a)pirena (30 uM). Plos¢e s celicami smo ¢ez no¢
inkubirali na 37 °C, 5 % CO, in v vlazni atmosferi.

3.7.4 lzolacija mRNA
3.7.4.1 Separacija in precipitacija

Po 24-urni izpostavitvi celic vzorcem smo celice dvakrat sprali z 1x PBS in nato dodali 1.5 ml
TRIZOL reagenta (GibcoBRL Life Technologies), ki je monofazi¢na raztopina fenola in
gvanidin izotiocianata. TRIZOL omogoc¢i izolacijo celokupne RNA iz celi¢nih kultur, saj
razbije celice, razgradi celicne komponente in povzro¢i popoln razpad nukleoproteinskih
kompeksov, pri vsem tem pa ostane RNA intaktna.

Ko so se vse celice odlepile od podlage, smo celice s TRIzol reagentom razdelili v dve epici,
v vsako po 750 pl. V vsako epico smo dodali 150 pl kloroforma, s katerim smo lo¢ili
organsko in vodno fazo, v kateri je raztopljena RNA. Nato smo dodali 8 pl (2mg/ml)
glikogena, ki se veze na RNA in mo¢no premesali vsebino epic. Zatem smo 15 minut
centrifugirali pri 4 °C in 12000g. Po centrifugiranju smo dobili tri plasti, spodnjo fenol -
kloroformno z raztopljeno DNA in preostalimi necisto¢ami, srednjo plast, v kateri so
beljakovine in lipidi ter zgornjo vodno plast, v kateri je raztopljena RNA.

Zgornjo vodno fazo smo prenesli v nove epice in dodali 375 ul izopropilalkohola, ki povzroci
precipitacijo RNA in nastanek oborine. Epice smo premesali in jih ¢ez no¢ zamrznili na -20
°C.

3.7.4.2 Spiranje in raztapljanje

Naslednji dan smo vzorce odmrznili in jih za 10 minut centrifugirali pri 4 °C in 12000g.
Supernatant smo zavrgli, sediment pa sprali s 750 ul 75 % EtOH, ki smo ga pripravili z DEPC
(iz ang. diethylpyrocarbonate) vodo. Sediment smo z meSanjem odlepil od stene epic in nato 5
minut centrifugirali pri 4 °C in 7500g. Postopek smo ponovili dvakrat.
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Po zadnjem centrifugiranju smo odstranili ¢im ve¢ supernatanta in sediment posusili na zraku.
Ko se je RNA posusila, smo dodali 10 ul DEPC vode, v kateri smo raztopili RNA in nato
vzorce postavili na led.

3.7.4.3 Merjenje mRNA

Vzorce v epicah smo prenesli v termoblok in jih 10 minut segrevali na 55-60 °C. Pri tej
temperaturi se RNA boljSe raztaplja. Nato smo obe epici istega vzorca zdruzili. Koli¢ino RNA
smo merili v 1 ul vzorca in za ta nemen uporabili aparaturo nanodrop. Po meritvah smo z
DEPC vodo uravnali koncentracije vseh vzorcev na 1000 ng/ml in vzorce zamrznili na -80 °C.

3.7.5 Reverzna transkripcija (prepis mRNA v cDNA)

Izolirano MRNA smo z encimom reverzna transkriptaza v postopku veriZzne reakcije s
polimerazo obratno prepisali v cDNA. Naklju¢ni zacetni oligonukleotidi se naklju¢no vezejo
na ve¢ mestih na RNA in omogocijo pomnoZzevanje vseh v vzorcu prisotnih RNA molekul.

Tabela 2: Priprava raztopine za reverzno transkripcijo

Reakcijska | 10x RT | 25x 10x zacetni | Reverzna Rnazni Voda brez
zmes pufer raztopina | oligonukleotidi | transkriptaza | inhibitor | RNaz
dNTP- (50U/ul) (20U/pul)
jev
1 wvzorec |5l 2 ul 5ul 2,5 ul 2,5 ul 8 ul
skupaj 25
ul
8 wvzorcev | 45 pl 18 pl 45 pl 22,5 ul 22,5 ul 72 ul
(+1) skupaj
225 ul

V vsaki PCR-mikrocentrifugirki smo pripravili 25 ul raztopine za reverzno transkripcijo.
Temu smo dodali 1 pl izolirane MRNA, dobro premesali ter centrifugirali. Nato smo PCR-
mikrocentrifugirke prestavili v cikli¢ni termostat in izvedli PCR. Po kon¢anem postopku smo
prepisane vzorce do nadaljnje uporabe shranili na -20 °C.

Prepis RNA v ¢cDNA poteka v Stirih stopnjah:
- na molekuli RNA se z encimom reverzna transkriptaza sintentizira veriga DNA, pri
¢emer nastane hibridna dvovijatna RNA/DNA,
- encim reverzna transkriptaza ima aktivnost RNase H, ki po prepisu RNA v DNA
razgradi RNA verigo,
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- na predhodni molekuli DNA se sintentizira komplementarna veriga DNA, s ¢imer
nastane dvovijatna cDNA (dsDNA, iz ang. double stranded DNA),

- nastala dsDNA je kopija RNA molekule, ki se nato pomnozi z metodo PCR
(Singleton in Sainsbury, 2001).

3.7.6 Preamplifikacija genov z nizkim izrazanjem

Preamplifikacijo smo izvedli le za dolo¢anje izrazanja gena SULT1A1, saj imajo celice
HepG2 zelo nizko bazalno izraZanje tega gena. V ta namen smo uporabili preamplifikacijski
kit, ki se uporablja za povecanje koli¢ine specifi¢ne taréne cDNA za analizo izraZanja genov.

V epico smo dodali 13.5 ul DEPC vode in 1.5 pl SULT/GAPDH primera. Nato smo 10 ul te
red¢ine prenesli v 90 pl TE, s ¢imer smo dobili 0.2x ekspresijski sistem h kateremu smo
dodali reakcijske zmesi kot je opisano v tabeli 3.

Tabela 3:Priprava raztopine za preamplifikacijo genov

Reakcijska PreAmp mix | Kombinacija | Voda  brez
zmes 2X ekspresijskih | RNaze
sistemov (0,2
X vsak)
Vsota za en | 12.5 pul 6.25 pl 5.25 ul
vzorec
Vsota za 9| 1125l 56.25 pl 47.25 pl
vzorcev

Nato smo prenesli 24 pl pripravljene raztopine v PCR mikrocentrifugirke in dodali 1 pl

cDNA vzorca.

Klasi¢ni PCR je potekal na ciklicnem termostatu po naslednjem programu:
- zacetna denaturacija: 10 minut pri 95 °C,

- pomnozevanje: 14 ciklov 95 °C, 15 sekund 60 °C,

- hlajenje: neskonc¢no pri 4 °C.

Produkte preampflifikacije smo do uporabe shranili na -20 °C.
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4 REZULTATI

4.1 Mutageno in antimutageno delovanje XN na bakteriji Salmonella typhimurium TA98
4.1.1 Amesov test

V prvem delu diplomske naloge smo Zeleli najprej preveriti ali XN povzroca mutacije pri
bakteriji S. typhimurium sev TA98, predvsem nas je zanimalo ali deluje antimutageno v
kombinaciji s heterocikli¢cnim aminom MelQx.

Bakterije S. typhimurium sev TA98 smo izpostavili razlicnim koncentracijam XN (0, 2.5, 5,
10 in 20 pg/plosco) in na ta nalin ugotavljali njegovo potencialno mutageno delovanje.
Rezultati so pokazali, da XN sam po sebi ne povisa Stevila revertant, kar pomeni, da ne
povzroc¢a mutacij -1 premika bralnega okvirja (delecije) pri bakteriji S.typhimurium sev TA98
(Slika 7).
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Slika 7: Stevilo kolonij S. typhimurium seva TA98 zraslih na plostah, ki so bile izpostavljene razli¢nim
koncentracijam XN

Bakterije S. typhimurium seva TA98 smo izpostavili razli¢nim koncentracijam XN (0, 2.5, 5, 10, 20 pg/plosco).
Rezultati so prikazani kot povpre¢no §tevilo kolonij zraslih na treh plos¢ah (£SD).

Nadalje smo proucevali antimutageno delovanje XN v kombinaciji z MelQx. XN je
statisti¢no znacilno znizal Stevilo z MelQx induciranih revertant v odvisnosti od doze.
Najvi§ja uporabljena koncentracija XN (20 pg/plosco) je znizala Stevilo z MelQx induciranih
revertant za priblizno 64 % (Slika 8).
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Slika 8: Stevilo kolonij S. typhimurium seva TA98 zraslih na plostah, ki so bile izpostavljene MelQx v
kombinaciji z razli¢nimi koncentracijami XN

Bakterije S. typhimurium seva TA98 smo izpostavili MelQx (8.536 ng/plosco; na grafu oznaceno kot 0) v
kombinaciji z razliénimi koncentracijami XN (2.5, 5, 10 in 20 pg/plo$¢o). Rezultati so prikazani kot povpre¢no
Stevilo kolonij zraslih na treh plos¢ah (£SD). * predstavlja statisti¢no znacilno razliko glede na skupino bakterij
izpostavljenih MelQx (Studentov t-test, p<0.05). Ktop= kontrola topila.

4.2 Genotoksi¢no in antigenotoksicno delovanje XN na modelu sesal¢jih celic humanega
hepatoma

V drugem delu diplomske naloge smo ugotavljali genotoksi¢no delovanje XN in njegovo
antigenotoksi¢no delovanje v kombinaciji z MelQx na modelu celi¢ne linije humanega
hepatoma (HepG2 celice).

421 Test MTT
Najprej smo preverili ali XN zniza prezivetje celic HepG2 po 24-urni izpostavitvi in nato

ugotavljali ali vpliva na prezivetje celic v kombinaciji z MelQx. To smo ugotavljali s testom
MTT.
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Slika 9: Prezivelost celic glede na kontrolno skupino (%)

HepG2 celice smo za 24 ur izpostavili razlicnim koncentracijam A) XN (0.01, 0.1, 1, 10 in 100 pM) in B)
MelQx (350 uM) v kombinaciji z razlicnimi koncentracijami XN (0, 0.01, 0.1, 1, 10 pM). Rezultate smo podali
kot odstotek zivih celic glede na kontrolo topila +£SD. * predstavlja statisticno znacilno razliko glede na kontrolo
topila (Studentov t-test, p<0.05). K=kontrola, Ktop=kontrola topila.

Po 24-urah izpostavitve celic XN (0.01, 0.1, 1, 10 uM) nismo opazili zmanjSane preZivelosti
celic v primerjavi s kontrolno skupino, medtem ko je najvi§ja testirana koncentracija (100
uM) znizala prezivetje celic za 50 %. MelQx (350 uM) je zmanjsal prezivelost celic za
priblizno 35 % (Slika 9).

Nadalje smo Zeleli preveriti ali XN vpliva na citotoksi¢no delovanje samega MelQx, vendar
so rezultati pokazali, da ni bilo razlike med delovanjem samega MelQx in kombinacije s XN
(0.01, 0.1, 1 in 10 uM) (Slika 9).

V nadaljnjih poskusih smo uporabljali koncentracije XN: 0.01, 0.1, 1, 10 uM, Kker le-te niso
statisti¢no znacilno vplivale na prezivelost celic.

4.2.2 Antigenotoksi¢no delovanje XN proti poSkodbam DNA povzrocenih z MelQx

Za dolocanje antigenotoksi¢nega ucinka XN zoper MelQx na celicah HepG2 smo uporabili
test komet in test mikrojeder.
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4.2.2.1 Test komet
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Slika 10: Antigenotoksi¢no delovanje XN zoper heterocikli¢ni amin MelQx

Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili MelQx (250 uM) v kombinaciji z razliénimi koncentracijami XN (O,
0.01, 0.1, 1 in 10 uM). Rezultati so podani kot odstotek DNA v repu in prikazani kot grafikon kvantilov. Robovi
boksa prikazujejo prvi in drugi ter tretji in Getrti interkvartilni razmik. Crta, ki razmejuje boks je mediana. Ro¢aji
grafikona kvantilov predstavljajo 95-ti percentil. *statisticno znalilna razlika glede na skupino celic
izpostavljenih le MelQx (Kruskal Wallis test, p<0.05). Ktop=kontrola topila, BaP=benzo[a]piren.

Rezultati so pokazali, da je pri poskusih, v katerih smo celice izpostavili MelQx v
kombinaciji s XN (0.01, 0.1, 1, 10 uM), prislo do statisti¢no znacilnega zmansanja koli¢ine
poskodb glede na skupino celic, ki so bile izpostavljene le MelQX. Zmanjs$anje koli¢ine DNA
poskodb ni bilo odvisno od koncentracije XN (Slika 10).
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4.2.3 Test mikrojeder

Najprej smo preverili ali XN (0.01, 0.1, 1, 10 uM) povisa nastanck mikrojeder,
nukleoplazmatskih mosti¢kov in jedrnih brstov v celicah HepG2 po 24-urni izpostavitvi.
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Slika 11: Stevilo celic z mikrojedri/1000 dvojedrnih celic, ki so bile izpostavljene XN

HepG2 celice smo za 24 ur izpostavili razli¢énim koncentracijam XN (0, 0.01, 0.1, 1 in 10 pM). Rezultati so
podani kot Stevilo celic z mikrojedri (enim ali ve¢) na vzorcu 1000 prestetih dvojedrnih celic £SD. *statisticno
na kontrolo topila (Kruskal Wallis test, p<0.05). Ktop=kontrola topila,

znaCilna razlika glede
BaP=benzo[a]piren.
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Slika 12: Stevili mikrojeder/1000 dvojedrnih celic, ki so bile izpostavljene XN

HepG2 celice smo za 24 ur izpostavili razli¢nim koncentracijam XN (0, 0.01, 0.1, 1 in 10 uM). Rezultati so
podani kot Stevilo mikrojeder na vzorcu 1000 prestetih dvojedrnih celic £SD. *statisticno znacilna razlika glede
na kontrolo topila (Kruskal Wallis test, p<0.05). Ktop=kontrola topila, BaP=benzo[a]piren.
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Slika 13: Stevilo celic z nukleoplazmatskimi mosti&i/1000 dvojedrnih celic, ki so bile izpostavljene XN

koncentracija XN (M)

HepG2 celice smo za 24 ur izpostavili razli¢énim koncentracijam XN (0, 0.01, 0.1, 1 in 10 pM). Rezultati so
podani kot Stevilo celic z nukleoplazmatskimi mosti¢i na vzorcu 1000 prestetih dvojedrnih celic £SD.

Ktop=Kkontrola topila, BaP=benzo[a]piren.
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Slika 14: Stevilo celic z jedrnimi brsti/1000 dvojedrnih celic, ki so bile izpostavljene XN
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HepG2 celice smo za 24 ur izpostavili razli¢nim koncentracijam XN (0, 0.01, 0.1, 1 in 10 uM). Rezultati so
podani kot $tevilo celic z jedrnimi brsti na vzorcu 1000 prestetih dvojedrnih celic £SD. Ktop=kontrola topila,

BaP=benzo[a]piren.
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Slika 15: Delitveni indeks celic (NDI), ki so bile izpostavljene XN

HepG2 celice smo za 24 ur izpostavili razli¢énim koncentracijami XN (0, 0.01, 0.1, 1 in 10 uM). NDI smo
izracunali po formuli: NDI= (M1+2*M2+3*M3)/N. Rezultati so prikazani kot povprecje vrednosti +SD.
*statisticno znadilna razlika glede na kontrolo topila (Kruskal Wallis test, p<0.05). Ktop=kontrola topila,
BaP=benzo[a]piren.

Rezultati so pokazali, da XN pri nobeni testirani koncentraciji ni povisal nastanka mikrojeder
(Sliki 11 in 12), nukleoplazmatskih mosti¢kov (Slika 13) kot tudi ne jedrnih brstov (Slika 14).
Prav tako nismo opazili vpliva na delitev celic, saj se NDI celic, ki so bile izpostavljene XN,
ni znacilno razlikoval od NDI kontrolnih celic (Slika 15).

Nato smo celice HepG2 izpostavili MelQx v kombinaciji s XN in preverjali ali XN zmanj$a
Stevilo mikojeder, nukleoplaznatskih mosti¢kov in jedrnih brstov po 24-urni izpostavitvi.
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Slika 16: Stevilo celic z mikrojedri/1000 dvojedrnih celic, ki so bile izpostavljene kombinaciji MelQx in XN
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HepG2 celice smo za 24 ur izpostavili MelQx (250 pM) v kombinaciji z razli¢nimi koncentracijami XN (0, 0.01,
0.1, 1 in 10 pM). Rezultati so podani kot Stevilo celic z mikrojedri (enim ali vec) na vzorcu 1000 prestetih
dvojedrnih celic =SD. Ktop=kontrola topila, BaP=benzo[a]piren.
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Slika 17: Stevilo mikrojeder/1000 dvojedrnih celic, ki so bile izpostavljene kombinaciji MelQx in XN

koncentracija XN (1M)

HepG2 celice smo za 24 ur izpostavili delovanju MelQx (250 puM) v kombinaciji z razli¢nimi koncentracijami
XN (0, 0.01, 0.1, 1 in 10 pM). Rezultati so podani kot seStevek vseh mikrojedr na vzorcu 1000 prestetih
dvojedrnih celic £SD. Ktop=kontrola topila, BaP=benzo[a]piren.
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Slika 18: Stevilo celic z nukleoplazmatskimi mostici/1000 dvojedrnih celic, ki so bile izpostavljene kombinaciji

MelQx in XN

HepG2 celice smo za 24 ur izpostavili MelQx (250 uM) v kombinaciji z razliénimi koncentracijami XN (0, 0.01,
0.1, 1 in 10 uM). Rezultati so podani kot Stevilo celic z nukleoplazmatskimi mosti¢i na vzorcu 1000 prestetih
dvojedrnih celic £SD. Ktop=kontrola topila, BaP=benzo[a]piren.

52



Novak M. Zas¢itno delovanje ksantohumola zoper genotoksi¢no delovanje heterocikliénega amina MelQx
Diplomsko delo, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2011

80+
Q
© 601 _
o T
£
£
g T F
dor ] T [+
o
s | T
S T 1l
8% 1 A
0 T T T T T T T
Kiop 0 0.01 0.1 1 10  BaP

koncentracija XN (M)

Slika 19: Stevilo celic z jedrnimi brsti/1000 dvojedrnih celic, ki so bile izpostavljene kombinaciji MelQx in XN

HepG2 celice smo za 24 ur izpostavili delovanju MelQx (250 pM) v kombinaciji z razli¢nimi koncentracijami
XN (0, 0.01, 0.1, 1 in 10 uM). Rezultati so podani kot Stevilo celic z brsti (ne glede na njihovo $tevilo v
posamezni celici) na vzorcu 1000 prestetih dvojedrnih celic £SD. Ktop=kontrola topila, BaP=benzo[a]piren.

Ugotovili smo, da sam MelQx ni povisal Stevila mikrojeder v celicah HepG2, zaradi Cesar
nismo zaznali razlike med celicami, ki smo jih izpostavili le MelQx in celicami, katere so bile
izpostavljene kombinaciji MelQx in XN (Slike 16-19). Zato s testom mikrojeder nismo mogli
ovrednotiti antigenotoksi¢nega potenciala XN.
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Slika 20: Delitveni indeks celic (NDI), ki so bile izpostavljene kombinaciji MelQx in XN
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HepG2 celice smo za 24 ur izpostavili MelQx (250 uM) v kombinaciji z razli¢nim koncentracijami XN (0, 0.01,
0.1, 1 in 10 pM). NDI smo izratunali po formuli: NDI= (M1+2*M2+3*M3)/N. Rezultati so prikazani kot
povpreéje vrednosti £SD . *statisti¢no znaéilna razlika glede na kontrolo topila (Kruskal Wallis test, p<0.05).
Ktop=kontrola topila, BaP=benzo[a]piren.

Rezultati poskusov v katerih smo celice izpostavili MelQx samemu ali v kombinaciji s XN
(0.01, 0.1, 1 in 10 uM) so pokazali, da je priSlo pri vseh skupinah celic, ki so bile
izpostavljene nas$im vzorcem, do statisticno znaCilnega znizanja delitve celic glede na

kontrolo topila, kar odraza delitveni indeks. Na znizanje delitvenega indeksa celic prisotnost
XN ni vplivala (Slika 20).

4.3 Kvantitativni PCR

V diplomski nalogi nas je zanimalo ali vpliva XN na izrazanje izbranih genov, ki so vpleteni v
aktivacijo in detoksifikacijo ksenobiotikov. Za vsak izbran gen smo najprej preverili, kako se
spremeni njegovo izraZanje zaradi vpliva XN (0, 0.01, 0.1, 1 in 10 uM), nato pa Se njegovo
izrazanje zaradi vpliva kombinacije MelQx (250 uM) in XN (0, 0.01, 0.1, 1 in 10 uM).

4.3.1 Vpliv XN in kombinacije XN z MelQx na izrazanje gena CYP1Al
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Slika 21: Vpliv razli¢nih koncentracij XN na izrazanje gena CYP1Al

Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili delovanju XN (0.01, 0.1, 1, 10 pM). Rezultati so podani kot relativno
izraZanje glede na kontrolo £SD. * statisticno znacilna razlika glede na kontrolo topila (Student t-test, p<0,05).
BaP je povisal izrazanje tega gena za 361x glede na kontrolo, vendar le-tega zaradi boljSe preglednosti Slike 21
nismo prikazali. Ktop=kontrola topila.
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Slika 22: Vpliv kombinacije MelQx z razli¢nimi koncentracijami XN na izrazanje gena CYP1A1l

Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili delovanju MelQx (250 uM) v kombinaciji s XN (0, 0.01, 0.1, 1, 10 uM).
Rezultati so podani kot relativno izrazanje gena CYP1A1 glede na kontrolo £SD. * statistiéno znacilna razlika
glede na kontrolo topila (Student t-test, p<0,05), + statisticno znacilna razlika glede na MelQx (Student t-test,
p<0,05). Ktop=kontrola topila, BaP=benzo[a]piren.

Iz Slike 21 je razvidno, da je XN (0.1, 1 in 10 uM) statisti¢no znacilno povisal izrazanje gena
CYP1A1 v primerjavi s kontrolno skupino. Pri najvisji testirani koncentraciji (10 uM) je bilo
izrazanje gena priblizno 42-krat povisano v primerjavi s kontrolno skupino. XN v kombinaciji
s heterocikli¢nim aminom MelQX ni znacilno spremenil izrazanja gena CYP1A1 glede na sam
MelQx. Pri koncentraciji 1 uM lahko opazimo statisti¢no znacilno znizano izrazanje tega
gena, vendar pa razlika verjetno ni biolosko pomembna (Slika 22).

4.3.2 Vpliv XN in kombinacije XN z MelQ na izrazanje gena CYP1A2
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Slika 23: Vpliv razliénih koncentracij XN na izrazanje gena CYP1A2

Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili delovanju XN (0.01, 0.1, 1, 10 pM). Rezultati so podani kot relativno
izrazanje glede na kontrolo +£SD. * statisti¢no znadilna razlika glede na kontrolo topila (Student t-test, p<0,05).
Ktop=kontrola topila, BaP=benzo[a]piren.
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Slika 24: Vpliv kombinacije MelQx in razli¢nih koncentracij XN na izrazanje gena CYP1A2

Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili delovanju MelQx (250 uM) v kombinaciji z razliénimi koncentracijami
XN (0, 0.01, 0.1, 1, 10 uM). Rezultati so podani kot relativno izrazanje gena CYP1A2 glede na kontrolo +£SD. *
statisti¢no znadilna razlika glede na kontrolo topila (Student t-test, p<0,05), + statisti¢no znacilna razlika glede
na MelQx (Student t-test, p<0,05). Ktop=kontrola topila, BaP=benzo[a]piren.

Iz Slike 23 je razvidno, da je XN (1 in 10 uM) statisti¢no znacilno povisal izrazanje gena
primerjavi s kontrolno skupino izrazanje tega gena povisano za priblizno 8.5-krat. V
kombinaciji s heterocikli¢nim aminom MelQx lahko opazimo, da sta koncentraciji 1 in 10 uM
XN v odvisnosti od doze statisticno znacilno znizali izrazanja gena CYP1A2 glede na
izrazanje tega gena zaradi delovanja MelQx. Pri koncentraciji 0.1 uM XN smo zaznali
statisti¢no znacilno povisanje gena CYP1A2 glede na MelQx. NajniZja testirana koncentracija
XN (0.01 uM ) pa ni povzrocila sprememb v izrazanju CYP1A2 (Slika 24).

4.3.4 Vpliv XN in kombinacije XN z MelQ na izraZzanje gena UGT1A2
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Slika 25: Vpliv razli¢nih koncentracij XN na izrazanje gena UGT1A2
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Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili delovanju XN (0.01, 0.1, 1, 10 uM). Rezultati so podani kot relativno
izrazanje glede na kontrolo £SD. * statisti¢no znacilna razlika glede na kontrolno skupino (Student t-test,
p<0,05). Ktop=Kkontrola topila, BaP=benzo[a]piren.
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Slika 26: Vpliv kombinacije MelQx in razli¢nih koncentracij XN na izraZzanje gena UGT1A2

Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili delovanju MelQx (250 uM) v kombinaciji s XN (0, 0.01, 0.1, 1, 10 uM).
Rezultati so prikazani kot relativno izrazanje glede na kontrolo £SD. * statisticno znacilna razlika glede na
kontrolno skupino (Student t-test, p<0,05), + statisticno znacilna razlika glede na MelQx (Student t-test, p<0,05).
Ktop=Kkontrola topila, BaP=benzo[a]piren.

Iz slike 25 je razvidno, da je XN od doze odvisno povisal izrazanje gena UGT1A2, vendar je
do statisticno znacilne razlike od kontrolne skupine prislo le pri koncentraciji 10 uM.
povisano glede na kontrolno skupino. V kombinaciji s heterocikli¢cnim aminom MelQx lahko
opazimo, da je 10 uM XN statisti¢no znacilno povisal izrazanje gena UGT1A2 v primerjavi z
MelQx (Slika 26).
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4.3.4 Vpliv XN in kombinacije XN z MelQ na izraZanje gena NAT2

1,2 -

1,0 -

0,8 1
0,6 -
0,4
0,2
0,0

Ktop

Relativno izrazanje gena NAT2
glede na kontrolo

koncentraa ja XN (p.M)
Slika 27: Vpliv razliénih koncentracij XN na izrazanje gena NAT2

Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili delovanju XN (0.01, 0.1, 1, 10 uM). Rezultati so podani kot relativno
izrazanje glede na kontrolo £SD. * statisticno znacilna razlika glede na kontrolno skupino (Student t-test,
p<0,05). Ktop=Kkontrola topila, BaP=benzo[a]piren.
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Slika 28: Vpliv kombinacije MelQx in razli¢nih koncentracij XN na izrazanje gena NAT2

Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili delovanju MelQx (250 uM) v kombinaciji z razliénimi koncentracijami
XN (0, 0.01, 0.1, 1, 10 uM). Rezultati so podani kot relativno izrazanje glede na kontrolo +£SD. * statisti¢no
znacilna razlika glede na kontrolo topila (Student t-test, p<0,05), + statisti¢no znacilna razlika glede na MelQx
(Student t-test, p<0,05). (Ktop=kontrola topila, BaP=benzo[a]piren).

1z Slike 27 je razvidno, da je XN (0.1 in 10 uM) od doze odvisno statisticno znacilno znizal
izrazanje gena NAT2 v primerjavi s kontrolno skupino. V kombinaciji z MelQx je le 10 uM

XN statisti¢no znaéilno poviSala izrazanja gena NAT2 glede na skupino celic izpostavljenih le
MelQx (Slika 28).
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4.3.5 Vpliv XN in kombinacije XN z MelQ na izraZanje gena SULT1Al

Celice HepG2 zelo slabo izrazajo gen SULT1AL, zato smo gqPCR izvedli s preamplifikacijo

omenjenega gena, vendar smo kljub temu zaznali slabo izrazanje omenjenega gena v
modelnih celicah.
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Slika 29: Vpliv razli¢nih koncentracij XN na izrazanje gena SULT1A1

Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili delovanju XN (0.01, 0.1, 1, 10 uM). Rezultati so podani kot relativno
izrazanje glede na kontrolo £SD. * statisticno znacilna razlika glede na kontrolno skupino (Student t-test,
p<0,05). Ktop=Kkontrola topila, BaP=benzo[a]piren.
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Slika 30: Vpliv kombinacije MelQx in razli¢nih koncentacij XN na izrazanje gena SULT1A1l

Relativno izrazanje gena SILT1ALl
glede na kontrolo

Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili delovanju MelQx (250 uM) v kombinaciji z razliénimi koncentracijami
XN (0, 0.01, 0.1, 1, 10 uM). Rezultati so podani kot relativno izrazanje glede na kontrolo £SD. * statisti¢no
znacilna razlika glede na kontrolo topila (Student t-test, p<0,05). Ktop=kontrola topila, BaP=benzo[a]piren.
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Iz Slike 29 je razvidno, da je XN (0.01, 1 in 10 uM) statisti¢no znacilno znizal izrazanje gena
SULT1A1 v primerjavi s kontrolno skupino, medtem ko smo pri koncentraciji 0.1 uM zaznali
statisticno znacilno poviSanje izrazanje tega gena. MelQx je statisticno znacilno povisal
izrazanje gena SULT1A1 v primerjavi s kontrolno skupino, medtem ko vpliva XN na
izrazanje tega gena v prisotnosti MelQx nismo zaznali (Slika 30).
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 Razprava

Pri toplotni obdelavi hrane, predvsem mesa, nastanejo heterocikli¢ni amini (HCA), katerim je
Clovek zaradi nacina prehranjevanja dnevno izpostavljen. Te snovi imajo dokazano mutageno
in kancerogeno delovanje (Sugimura in sod., 1997; Felton in Knize, 1990). Zato je prislo do
razvoja in testiranja Stevilnih snovi, tudi naravnih, ki kaZejo potencial za zmanjSanje
neugodnih ucinkov heterociklicnih aminov na c¢lovesko telo. Ena izmed takih snovi je
ksantohumol (XN), ki je eden izmed najpomembnejSih preniliranih flavonoidov hmelja
(Yilmazer in sod., 2001b; Stevens in Page, 2004) in spada v skupino monomernih
heterocikli¢nih polifenolov. V zadnjem desetletju so zaceli Stevilni znanstveniki intenzivno
raziskovati njegove zdravilne ucinke in v mnogih raziskavah potrdili $irok spekter njegovega
pozitivnega delovanja kot na primer protivnetno, protitumorsko in antioksidativno delovanje
(Margalhaes in sod., 2009; Gerhéuser, 2005a; Stevens in Page, 2004 ).

V diplomski nalogi smo zeleli preveriti njegove antimutagene in antigenotoksi¢ne ucinke
zoper delovanje heterocikli¢nega amina MelQx, ki je eden izmed 25 do sedaj znanih HCA, ki
S0 jih izolirali iz termi¢no obdelane hrane.

Mutageno delovanje XN smo preverili z Amesovim testom, s katerim smo pokazali, da XN
do koncentracije 20 pg/plosco (najvisja uporabljena koncentracija) na bakterije Salmonella
typhimurium sev TA98 ni deloval mutageno. V literaturi nismo zasledili drugih raziskav, ki bi
preucevale mutagenost samega XN. So pa Kac in sodelavci (2008) na bakteriji S.
typhimurium sev TA98 raziskovali mutagenost izvlecka iz peletov hmelja, v katerem je med
drugim prisoten tudi XN. Dokazali so, da izvle¢ek do koncentracije 1000 pg/plosco ni kazal
mutagenega delovanja na bakterije.

Antimutageno delovanje XN zoper MelQx smo prav tako preverjali na bakteriji S.
typhimurium, sev TA98. HCA so moc¢ni bakterijski mutageni (Gooderham in sod., 2001), saj
povzro¢ajo v Amesovem testu mutacije premika bralnega okvirja in tockovne mutacije
(Felton in Knize, 1990). Znano je, da spada MelQx med najmocnejSe bakterijske mutagene
(Sigimura in sod., 2004). V nasi raziskavi smo ugotovili, da je XN pri vseh testiranih
koncentracijah v odvisnosti od doze statisticno znacilno znizal Stevilo z MelQx (8,536
ng/plos¢o) induciranih revertant. Najvi§ja uporabljena koncentracija XN (20 pg/plosco) je
znizala Stevilo z MelQx induciranih revertant za priblizno 64 %. Kac in sod. (2008) so v svoji
raziskavi prav tako dokazali antimutageno delovanje XN (1-100 upg/plosco) zoper
heterocikli¢ni amin, 1Q (1 ng/ploS¢o). Podobne rezultate navajajo tudi Miranda in sod.
(2000c), ki so delali s podganjim in humanim citokromom P450 na metabolno aktivacijskem
sistemu. Nakazali so, da naj bi XN deloval antimutageno z inhibicijo aktivnosti citokroma
P450, s c¢imer vpliva na metabolno aktivacijo IQ in s tem na zaviranje pretvorbe
prokarcinogena v aktivno obliko, ki bi lahko povzrocila nastanek mutacij. MelQx je podobno
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kot 1Q prokarcinogen, ki potrebuje za izrazanje mutagenih lastnosti metabolno aktivacijo, zato
predvidevamo, da deluje XN na MelQx podobno kot na 1Q, preko inhibicije njegove
aktivacije. Pomen metabolne aktivacije MelQx in s tem izrazanje njegove mutagenosti so
dokazali tudi Boyce in sod. (2004), saj MelQx brez dodatka S9 frakcije ni induciral mutacij
bakterij. Aktivacija mutagena IQ je ucinkovitej$a z rekombinantnim humanim CYP1A2 kot s
podganjim jetrnim S9 izvleckom (Miranda in sod., 2000c). V nasprotju z rezultati teh raziskav
(Kac in sod., 2008; Miranda in sod., 2000c), pa so Arimot-Kobayashi in sod. (1999) pokazali,
da pivo ni zmanjSalo mutagenosti, povzro¢ene z 1Q. Ker je v pivu med drugimi snovmi
prisoten v sledovih tudi XN (Stevens in sod., 1999), za katerega so kasneje dokazali, da ima
antimutageno delovanje (Miranda in sod., 2000c; Kac in sod., 2008), je najverjetneje, da v
raziskavi (Arimot-Kobayashi in sod., 1999) niso uporabili piva z zadostno koli¢ino
prenilflavonoidov, ki bi inhibirali mutagenost, povzroc¢eno z IQ (Miranda in sod., 2000c). Da
snov z inhibitornim u¢inkom v pivu res izhaja iz hmelja, so dokazali Nozawa in sod. (2004),
saj je antimutageni uéinek hmeljevega piva (varjenega s 4x vecjo koli¢ino hmelja, kot je
obi¢ajno) zoper MelQx vedji, kot pa je antimutageni ucinek piva, narejenega brez hmelja.
Tudi izvlecki hmeljevih peletov so zmanjsali $tevilo z IQ induciranih revertant v odvisnosti
od doze (Kac in sod., 2008). Inhibicije mutagenega delovanja zoper MelQx so poleg XN
sposobne tudi druge snovi. Med te spadata tudi naringenin in apigenin, ki sta prav tako kot
XN flavonoida (Felton in sod., 2004) in inhibirata z MelQx povzroeno mutagenost na
bakteriji S. typhimurium. Dozno odvisno inhibicijo z MelQx induciranimi revertantami kaze
tudi resveratrol (Boyce in sod., 2004), kateremu je ¢lovek, podobno kot XN, izpostavljen s
pijaco, kot je rdeCe vino, v kateri se resveratrol nahaja v manjsi koli¢ini. Antimutageno
delovanje proti HCA kaze tudi diklorosteari¢na kislina, ki so jo izolirali iz ribjih mas¢ob
(Vereskuns in sod., 1998) in ne spada med flavonoide. Antigenotoksi¢ni uéinek
diklorosteari¢ne kisline bi naj bil posledica fizicnega ujetja mutagenov ali njihovih
metabolitov v micel mas¢obnih kislin (Vereskuns in sod., 1998; Nadathur in sod., 1996; Ho in
sod., 1992) in verjetno tudi zaradi interakcije te kisline z encimi S9, s €imer je preprecen
metabolizem MelQx (Vereskuns in sod., 1998) in nastanek reaktivnih intermediatov, ki bi
povzrocili poskodbe. Podobno delovanje kaze tudi XN.

V nadaljevanju smo potencialno antigenotoksicno delovanje XN v kombinaciji z MelQx
raziskovali na celi¢ni liniji HepG2, ki ima ohranjeno aktivnost Stevilnih encimov, ki
sodelujejo pri metaboliziranju ksenobiotikov (Knasmiiller in sod., 1998). Ta celi¢na linija se
je izkazala kot primeren model za raziskovanje genotoksi¢nega in antigenotoksi¢nega
delovanja najrazli¢nejSih snovi v prehrani, saj prav zaradi ohranjenih encimov, ki niso prisotni
v drugih in vitro modelih, omogoca zaznavanje Stevilnih mehanizmov, vpletenih v razli¢ne
celi¢ne procese (Knasmiiller in sod., 2004b). Stevilne tudije so pokazale, da dolo¢ene snovi,
ki so v bakterijskih testih kazale zas¢itno delovanje, na humanih celi¢nih modelih niso kazale
pododbnih rezultatov, vendar so celo nasprotno delovale genotoksi¢no (Knasmiiller in sod.,
2004b). Zaradi teh razlogov smo se odlocili, da antigenotoksi¢no delovanje XN potrdimo in
raziS¢emo tudi na celi¢ni liniji humanega hepatoma, HepG2 celicah.
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Najprej smo morali preveriti, ali XN deluje citotoksi¢no na celice HepG2, kar smo ugotavljali
s testom MTT. XN v koncentraciji do 10 uM, po 24-urni izpostavitvi celic, ni vplival na
njihovo prezivelost, medtem ko je 100 uM XN znizal prezivetje za priblizno 50 %. V
raziskavi na omenjenih celicah so Plazar in sod. (2007) opisali, da je XN znizal prezivetje
celo za 85 %. Podobno so opisali tudi Kac in sod. (2008). V S$tudiji na HepG2 celicah so
ugotovili, da znasa LCsp za XN 30.7 uM (Plazar in sod., 2007). Podoben dozno odvisen
uc¢inek XN na viabilnost so opisali tudi pri celicah Hepalclc7, kar so ugotavljali s pomocjo
kristal vijoli¢nega (Dietz in sod., 2005).

Podobne rezultate u¢inka XN na viabilnost celic so prikazali tudi v $tudiji na in vitro modelu
na podganjih jetrnih rezinah. Jetrne rezine izrazajo cel spekter metabolnih encimov faze I in Il
in nam lahko zaradi tega podajo pomembne informacije o metabolnih pretvorbah snovi in
njihovem delovanju. Metabolizem ksenobiotikov je v rezinah, ki na nek nacin predstavljajo
tkiva, za razliko od celi¢nih modelov primerljivejsi s tistimi v in vivo pogojih (Plazar in sod.,
2008). Slabost tega sistema pa je, da gre tukaj za podganje celice, ki se lahko v Stevilnih
mehanizmih in celi¢nih procesih razlikujejo od ¢loveskih celic. Pri koncentraciji 20 uM in
visji so opazili povecano iztekanje laktat dehidrogenaze (LDH) in alanin aminotransferaze
(ALAT) v gojitveni medij, kar kaze na to, da je XN pri teh koncentracijah za jetrne rezine
citotoksi¢en (Plazar in sod., 2008). Viabilnost celic je zmanjSana v odvisnosti od
koncentracije, kar se ujema s citotoksi¢nim delovanjem Stevilnih drugih flavonoidov (Galati
in O'Brien, 2004; Plochman in sod., 2007). Podobne uc¢inke XN na viabilnost celic so opazili
tudi pri rakavih celicah dojk (MCF-7), debelega crevesa (HT-29) in jajénikov (A-2780),
C8166 limfocitih (Wang in Hu, 2000) ter humanih T limfoblastih (Plochmann in sod., 2007).

V nasi Studiji so rezultati MTT testa pokazali, da je MelQx (350 uM) zmanjsal prezivelost
celic na 65 % glede na kontrolno skupino celic. Ugotovili smo, da XN do koncentracije 10
UM ni vplival na citotoksi¢no delovanje MelQx. V literaturi nismo zasledili drugih $tudij, ki
bi raziskovale citotoksi¢no delovanje kombinacije XN in MelQx. Zasledili pa smo podatek,
da MelQx Ze v zelo nizkih koncentracijah (20 nM) zmanjSa preZivelost metabolno
kompetentnih celic MCL-5 (humane limfoblastoidne celice) (Pfau in sod., 1999), medtem ko
pri metabolno nekompetentnih C3H/M2 misjih fibroblastih deluje citotoksi¢no Sele pri visjih
koncentracijah (250 uM) (Pfau in sod., 1999), kar kaze na pomembnost metabolne aktivacije
MelQx. Tudi daljSa in ponavljajoca izpostavitev CloveSkih jetrnih celic HepaRG niZjim
koncentracijam MelQx (10 pM) ni povzrocila statisticno znacilnega zmanjSanja preZivetja
celic (Dumont in sod., 2010). Je pa visoka koncentracija (1000 uM) heterociklicnega amina,
1Q, znizala prezivelost celic HepaRG za 25 % glede na kontrolno skupino (Hegarat in sod.,
2010).

Za testiranje antigenotoksi¢nega delovanja XN smo uporabili koncentracije, ki na celice
HepG2 niso delovale citotoksi¢no. Plazar in sod. (2007) so dokazali, da XN (0.01, 0.1, 1 in 10
uM) na HepG2 celicah ne povzroca nastanka veriznih prelomov DNA, kar so potrdili tudi
Kac in sod. (2008). Podobne rezultate so dobili v in vitro raziskavah na podganjih jetrnih
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rezinah, kjer so opisali, da so $ele koncentracije XN nad 25 uM statisti¢no znacilno povisale
nivo DNA poskodb, vendar pa so omenjene koncentracije Ze vplivale na viabilnost celic
(Plazar in sod., 2008). Mozno je, da je izpostavitev jetrnih rezin citotoksi¢nim koncentracijam
XN povzrocila nastanek DNA veriznih zlomov, kateri so najverjetneje povezani z DNA
fragmentacijo, ki je posledica celi¢ne apoptoze in/ali nekroze, ne pa z genotoksi¢nostjo
(Henderson in sod., 1998; Quintana in sod., 2000, Collins, 2004). Koncentracija, kjer XN
doseze 50% ucinek (ECsp), je 22.8 uM XN (Plazar in sod., 2008). Na modelu celic HepG2
smo uporabili nizje koncentracije XN (0.01-10 uM), ki so imele antigenotoksic¢en ucinek.

Potencialne antigenotoksi¢ne u¢inke XN smo ugotavljali s testom komet na celicah HepG2, ki
smo jih izpostavili delovanju MelQx. Rezultati so pokazali, da je XN statistiéno znacilno
znizal nivo DNA poskodb, povzro¢enih z MelQx po 24-urni izpostavitvi, vendar neodvisno
od koncentracije. Tudi Plazar in sod. (2007) ter Kac in sod. (2008) so pokazali, da je XN
inhibiral nastanek DNA poskodb, ki jih povzroca heterocikli¢ni amin, IQ (1 mM). Podobno
kot v na8i $tudiji, je tudi v $tudiji Plazar in sod. (2008) XN inhibiral z IQ povzro¢ene
poskodbe neodvisno od koncentracije, medtem ko so Kac in sod. (2008) opisali od doze XN
odvisno zmanjsanje nastanka DNA veriznih prelomov. V nasi raziskavi na celicah HepG2
smo, podobno kot Studija Plazar in sod. (2007), s testom komet pokazali, da je najnizja
testirana koncentracija XN (0,01 uM) popolnoma preprecila nastanek DNA poskodb,
povzrocenih s heterocikli¢nima aminoma MelQx oziroma 1Q. Tudi druge in vitro raziskave,
podganje jetrne rezine (Plazar in sod., 2008) ter celo in vivo testi na podganah (Ferk in sod.,
2010) so pokazali, da ima XN antigenotoksi¢ne ucinke zoper heterociklicne amine. XN je pri
podganah, ki so jih izpostavili delovanju IQ, zmanjSal nastanek poSkodb DNA in tudi
predneoplasti¢nih lezij v jetrih in na debelem ¢revesu (Ferk in sod., 2010). Na modelu in vitro
na podganjih jetrnih rezinah je znasala koncentracija, ki je imela 50% ucinek (ECsp) zaséite
pred z 1Q induciranimi DNA poskodbami 0.7 nM (Plazar in sod., 2008). XN je v celicah
Hepalclc7 med drugim induciral tudi aktivnost kinon reduktaze (NADPH: quinone
reductase, QR). Ta je pomemben encim, ki sodeluje pri detoksifikaciji reaktivnih metabolitov
(Miranda in sod., 2000a; Dietz in sod., 2005). Stevilni avtorji navajajo, da naj bi za$¢itni
ucinek XN zoper poskodbe, povzroéene s HCA, potekal preko indukcije encimov
detoksifikacije, faze I, in/ali inhibicije encimov, ki so udelezeni pri karcinogeni aktivaciji,
CYP1A izoencimi (faza 1) (Gerhauser in sod., 2002; Nozawa in sod., 2004; Miranda in sod.,
2000c). Vendar v literaturi najveckrat omenjajo, da bi naj bil najpomembne;jsi zasc¢itni
mehanizem XN zoper genotoksi¢no delovanje HCA prav inhibicija metabolne aktivacije
HCA (Henderson in sod., 2000; Miranda in sod., 2000c; Gerh&user in sod., 2002). V §tudiji na
HepG2 celicah so pokazali, da XN prav tako ucinkovito $Citi celice pred genotoksi¢nim
delovanjem prokarcinogena benzo(a)pirena (BaP) in oksidirajocega agensa tert-butil
hidroperoksida (t--BOOH) (Plazar in sod., 2007). Ugotovitve antigenotoksi¢nega potenciala
XN na sesal¢jih celicah so zelo pomembne, saj se je velikokrat izkazalo, da Stevilne snovi
(kofein, vanilin, kumarin in tani¢na kislina), ki v bakterijskih sistemih izrazajo antimutageno
oziroma antioksidativno delovanje, na sesal¢jih sistemih nimajo takSnih u¢inkov oziroma
lahko celo povzrocajo poSkodbe DNA (Sanyal in sod., 1997; Knasmiiller in sod., 2002).
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V stevilnih Studijah so pokazali, da HCA (PhIP, MelQx, DiMelQx) povzrocajo pri razli¢nih
celi¢nih linijah (MCL-5, HepG2) nastanek mikrojeder (Pfau in sod. 1999; Knasmiiller in sod.
1999; Majer in sod. 2004). Zato smo se tudi v nasi Studiji odlocili preveriti antigenotoksi¢no
delovanje XN s testom mikrojeder. V literaturi nismo zasledili raziskav, v katerih bi s testom
mikrojeder preucevali vpliv XN na genetsko nestabilnost celic. V nasi $tudiji smo najprej
preverili ali XN sam po sebi povzroc¢a spremembe na nivoju kromosomov. Nadalje pa nas je
zanimalo, kakSen je njegov vpliv na zmanjSanje Stevila mikrojeder, jedrnih brstov in
nukleoplazmatskih mostickov, ki jih povzro¢a MelQx. Rezultati so pokazali, da XN sam po
sebi ni povisal Stevila mikrojeder, nukleoplazmatskih mostickov in jedrnih brstov, prav tako
ni vplival na delitev celic. Presenetljivo pa smo ugotovili tudi, da sam MelQx ni povisal
Stevila mikrojeder kot tudi ne nukleoplazmatskih mostickov in jedrnih brstov v primerjavi s
kontrolno skupino, kar je bilo v nasprotju s pricakovanimi rezultati. Zaradi teh rezultatov s
testom mikrojeder nismo mogli primerno ovrednotiti antigenotoksi¢nega u¢inka XN. Tudi
novejSe Studije na HepaRG celicah kazejo, da nekateri HCA (PhIP in 1Q) po 24-urni
izpostavitvi ne povzrocajo nastanka mikrojeder (Hegarat, 2010). Tudi in vivo $tudije na misih
so pokazale, da hranjenje misi s hrano, ki so ji dodali MelQx, ni povzrocila razlik v Stevilu
mikrojeder med skupinami zivali, ki so jim v hrano dali MelQx in kontrolno skupino
(Breneman in sod., 1996). Kot Ze omenjeno, je to v nasprotju z rezultati, Ki jih opisujejo na
celi¢ni liniji MCL-5, Katera izraza visok nivo encimov CYPIA1l in ostalih humanih
citokromov (CYP1A2, CYP2A6, CYP3A4, CYP2E1). Na tej celi¢ni liniji pa so opazili
poviSanje nivoja mikrojeder, in sicer v odvisnosti od doze MelQx (Pfau in sod., 1999).
Hegarat in sod. (2010) navajajo, da bi vzrok za nezmoznost indukcije mikrojeder lahko iskali
v razlicnem nivoju izraZzanja encimov, ki so udeleZeni pri metabolni aktivaciji in
detoksifikaciji HCA. Knamiiller in sod. (1999) so za razliko od naSe studije pokazali, da sta
PhIP in MelQx na celicah HepG2 povzrocila nastanek mikrojeder v odvisnosti od doze in to
7Ze po eni uri izpostavitve. Na CHO celicah pa kljub dodatku celi¢cnega homogenata,
izoliranega iz HepG2 celic, MelQx kot tudi 1Q nista povisala Stevila nastalih mikrojeder, tudi
pri visokih koncentracijah MelQx (4700 uM) (Knasmiiller in sod., 1999). KasnejSe raziskave
so pokazale, da so negativni rezultati s testom mikrojeder na celicah CHO, ki so jih izpostavili
HCA, posledica nizke acetiltransferazne aktivnosti (Hein in sod., 1994; Otsuka in sod., 1996;
Wu in sod., 1997), saj naj bi bila acetilacija pomembna pri aktivaciji HCA (Aeschbacher in
Turesky, 1991). V nasprotju s temi celicami pa je acetiltransferazna aktivnost HepG2 celic
dovolj visoka, da nastanejo z DNA reaktivni metaboliti MelQx (Knasmiiller in sod., 1999), ki
jih nato zaznajo s testom mikrojeder.

V zadnjem delu diplomske naloge smo zeleli ugotoviti ali XN (0, 0.01, 0.1, 1 in 10 uM)
vpliva na izrazanje izbranih genov, ki so vpleteni v aktivacijo/detoksifikacijo ksenobiotikov.
Predvsem pa nas je zanimalo, kakSen je vpliv kombinacije MelQx in XN na izraZanje
preuc¢evanih genov. Spremembe v izrazanju genov na nivoju mRNA smo ugotavljali s
kvantitativno verizno reakcijo v realnem casu (qrt-PCR). Citokrom P450 monooksigenaze
(CYP) so skupina encimov, ki imajo pomembno vlogo pri metabolizmu Stevilnih endogenih
substratov kot tudi telesu tujih snovi, ksenobiotikov, in jih v glavnem pretvarjajo v manj
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toksi¢ne produkte, ki se izlo¢ijo iz telesa (Hodek in sod., 2002) ali pa se izlo¢ijo Sele po
nadaljnjem metabolizmu z encimi faze Il (Hodek in sod., 2009). CYP encimi pa lahko
pretvorijo ksenobiotike, med njimi tudi HCA, v bolj reaktivne intermediate, ki povzroc¢ajo
poskodbe v celicah (Hodek in sod., 2009). Obstaja ve¢ poddruzin CYP genov, vendar smo se
v diplomski nalogi osredotocili le na dva gena iz te druzine, CYP1ALl in CYP1A2, Kkaterih
produkta sta pri presnovi ksenobiotikov najaktivnejSa. Ugotovili smo, da je XN povisal
relativno izrazanje gena CYP1AL in CYP1A2 na nivoju mRNA glede na kontrolo v odvisnosti
od doze, in sicer gen CYP1Al moéneje kot gen CYP1A2. Ze Yilmazer in sod. (2001a) so
opisali, da encimi iz druzine CYP sodelujejo pri metabolizmu XN. Uporabili so inhibitorje
encimov CYP in s tem vplivali na koli¢ino nastalih metabolitov XN v podganjih jetrnih
mikrosomih. Pokazali so, da je pri biotransformaciji XN udelezenih ve¢ CYP encimov
(Yilmazer in sod., 2001a). Poleg encimov faze | so v metabolizem flavonoidov vkljuceni tudi
encimi faze Il (Hodek in sod., 2002). V nasprotju z nasimi rezultati pa so Plazar in sod. (2008)
dokazali, da XN nima vpliva na izrazanje CYP1A2 mRNA pri podganih jetrnih rezinah in da
je bil nivo CYP1A1 mRNA pod mejo detekcije, kar je seveda lahko specificno povezano s
podganjimi celicami.

Encima CYP1ALl in CYP1A2 imata zelo pomembno vlogo pri metabolni aktivaciji Stevilnih
ksenobiotikov, tudi HCA, saj katalizirata N-hidroksilacijo eksocikli¢ne amino skupine (Crofts
in sod., 1998), pri ¢emer nastanejo reaktivni intermediati, N-hidroksilirani HCA, ki se lahko
vezejo na DNA. Lahko pa so podvrZzeni nadaljnjemu aktivacijskemu koraku z acetilacijo ali
sulfacijo do bolj reaktivnih oblik (Yanagawa in sod., 1994; Yamazoe in sod., 1995), ki se se
lazje vezejo na DNA ali proteine v celicah (Snyderwinw in sod., 1988; Lodovici in sod.,
1989; Wallin in sod., 1992). Stevilni flavonoidi imajo lahko vpliv na te encime, saj lahko
inducirajo biosintezo $tevilnih CYPov, lahko pa tudi inhibirajo ali stimulirajo encimsko
aktivnost CYP (Hodek in sod., 2002). Zato smo preverili, kakSen vpliv ima XN na izrazanje z
MelQx induciranih genov CYP1Al in CYP1A2. Ugotovili smo, da XN ni povzrocil biolosko
koncentraciji XN (1 in 10 uM) v odvisnosti od doze statisti¢no znacilno znizali izraZanje gena
CYP1A2, ki ga je induciral MelQx. 0.1 uM XN je statisticno znacilno povisal izrazanje
izbranega gena glede na sam MelQx. MelQx je podobno kot XN mocneje povisal izrazanje
gena CYP1Al kot gena CYP1A2. V diplomski nalogi smo merili le spremembe v izrazanju
izbranih genov, ne pa tudi spremembe v aktivnosti proteinov, zaradi Cesar ne moremo
zagotovo vedeti, kaj se dogaja na postranslacijskem nivoju kot tudi ne trditi, da XN vpliva na
aktivnost encimov in na nivo proteinov. Vendar pa na podlagi dobljenih rezultatov lahko
vidimo, da prihaja do sprememb na transkripcijskem nivoju, kar na nek nacin nakazuje na
mehanizem delovanja XN v kombinaciji s heterocikli¢nim aminom MelQx.

O inhibitornem in stimulativnem vplivu flavonoidov na aktivnost CYP porocajo Stevilne
raziskave. Nekatere snovi, med drugim tudi tiste, ki se nahajajo v rastlinah, katere spadajo
med kriznice (Brassicaceae), inducirajo aktivnost encimov (CYP1A2) (Walters in sod., 2004)
preko ve€ih mehanizmov, in sicer preko direktne stimulacije izrazanja CYP genov s
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specificnim receptorjem in/ali s stabilizacijo CYP proteina ali mRNA (Lin in Lu, 1998; Shih
in sod., 2000). S tem pa lahko ti induktorji encimov posredno stimulirajo aktivacijsko pot
ostalih ksenobiotikov, tudi HCA, in imajo s tem pomembno vlogo pri modulaciji kemijske
karcinogenosti (Hodek in sod., 2009). Po drugi strani pa so nekatere druge snovi (purpurin,
alizarin, ksantohumol, resveratrol, klorofilin) sposobne inhibicije encimske aktivnosti
CYP1A1 (Takahashi in sod., 2002; Henderson in sod., 2000; Chun in sod., 1999; Yun in sod.,
1995) kot tudi inhibicije aktivnosti Ze induciranih encimov (Miranda in sod., 2000a), tudi z
direktno vezavo na njih, s ¢imer zascitijo celice pred nastankom DNA aduktov (Hodek in
sod., 2009). Vendar pa lahko inhibicija teh encimov vodi tudi v povefano akumulacijo
citotoksi¢nih snovi v celicah (Hodek in sod., 2009). S tem je lahko modulacija CYP encimov
z dolo¢enimi ksenobiotiki dvorezen mec, saj lahko predstavlja porusenje ravnovesja med
aktivacijo in detoksifikacijo prokarcinogenov (Hodek in sod., 2009). Stevilne in vitro studije
so pokazale, da je prav inhibicija CYP encimov eden izmed glavnim mehanizmov, po katerem
doloceni ksenobiotiki §¢itijo celice pred nastankom DNA aduktov in s tem genotoksi¢nostjo
(Hodek in sod., 2009). Inhibicija aktivnosti CYP1A2 bi naj bil pomemben mehanizem za
prepre¢evanje nastanka raka, ki ga pri ljudeh povzro¢ajo HCA (Miranda in sod., 2000a).
Tak$no delovanje so opisali tudi za XN, saj $¢iti ¢loveske celice pred vplivi HCA prav na ta
na¢in, da inhibira aktivnost encima CYP1A2 (Henderson in sod., 2000). Inhibira tudi
aktivnost CYP1AL, ki igra pomembno vlogo pri izvenjetrni aktivaciji karcinogenov (Crofts in
sod., 1998; King in sod., 2000). Gerhéduser in sod. (2002) porocajo, da XN pri celi¢ni liniji
Hepa 1clc7 inhibira aktivnost druzine CYP1A Ze v submikromolarnih koncentracijah. Prav
tako pa pri tej celi¢ni liniji zniza nivo izraZanja proteina CYP1A1 (Miranda in sod., 2000a).
Zaradi tega so Miranda in sod. (2000b) predpostavili, da bi naj bil zas¢itni uc¢inek XN pred z
1Q povzrocenimi DNA poskodbami posledica inhibicije encimske aktivnosti CYP1A, s ¢imer
je zmanjSan tudi nastanek DNA reaktivnih metabolitov. Inhibicije encimske aktivnosti
CYPIA2 in posledicno zmanjSanja poSkodb, povzrofenih z MelQx, sta (pri vi§jih
koncentracijah, 50 in 100 uM) sposobna tudi flavonoida naringenin in kvercetin (iz ang.
quercetin) (Kang in sod., 2004). Stevilni avtorji poro¢ajo, da je v in vivo $tudijah na podganah
inhibicija encimske aktivnosti cyplal in cypla2 glavni mehanizem, po katerem I3C (indol-3-
karbinol) zasciti celice pred z IQ in PhIP povzro¢enimi DNA adukti in ACF (iz ang. aberrant
crypti foci) (Xu in sod., 1997; He in sod.,1997; Schut in Dashwood, 1995). Prav nasprotno z
rezultati teh Studij, ki govorijo o inhibiciji cyp kot o glavnem mehanizmu zascite pred
genotoksi¢nostjo HCA, pa se lahko tudi indukcija cyplA encimov (uporaba induktorja 3-
metilholantrena), pred vnosom IQ, odraza v zmanj$anem nastanku 1Q-DNA aduktov v jetrih
in debelem crevesu podgan. S tem ta induktor okrepi inaktivacijsko pot bolj kot pa
aktivacijsko pot (Hodek in sod., 2009). Tako ima CYP1A pomembno vlogo tako pri
detoksifikaciji kot tudi pri aktivaciji HCA do bolj rekativnih intermediatov (Turesky, 2010).

MelQx je povisal izrazanje genov CYP1Al (priblizno 156x glede na kontrolo) in CYP1A2
(priblizno 41x glede na kontrolo), kar lahko kaze na morebitno indukcijo teh encimov z
MelQx in s tem posledi¢no tudi poviSanje nivoja DNA poskodb, ki smo jih dobili s testom
komet, vendar aktivnosti encimov nismo merili. Statisticno znacilno povisSanje izrazanja
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CYP1Al in CYP1A2 so zaznali tudi pri HepaRG celicah, ki so jih izpostavili nizki
koncentraciji MelQx (1 uM) (Dumont in sod., 2010). Pri metabolizmu MelQx je
pomembnejsi encim CYP1A2 (Sinha in sod., 1995), kar so dokazali Boobis in sod. (1994) z
uporabo selektivnega inhibitorja tega encima. Na ta nacin se je velik del (91 %) MelQx izlo¢il
v nespremenjeni obliki.

Kot smo omenili ze prej, lahko N-hidroksilirani HCA, katerih nastanek katalizirajo encimi
faze 1, reagirajo tudi z encimi faze Il v drugem koraku encimatske aktivacije, ki je sestavljen
iz acetilacije ali sulfamacije (Turesky, 2002). V tej fazi se od N-hidroksiliranih HCA odcepijo
visoko nestabilni estri, pri ¢emer nastane kot koncna karcinogena oblika nitrenijev ion
(Turesky, 2002). Ta za razliko od N-hidroksiliranih HCA lazje tvori DNA adukte, pretezno na
C-8 ali N-2 atomu gvanina (Turesky in sod., 1992). Za MelQx velja, da zacetni metabolni
aktivaciji s CYP1A2 sledi nadaljna aktivacija z N-acetiltransferazami (NAT), pri ¢emer
nastane N-acetoksi-MelQx, iz katerega s heterolitskimi odcepitvami nastane nitrenijev ion-
acetat, ki je zelo reaktiven in se veze na DNA baze (Turesky in Vourus, 2004). Estrifikacijo
N-hidroksi-HCA Kkatalizirata predvsem NAT2 in SULT1A1 (Turesky, 2007). MelQx se lahko
metabolno aktivira s CYP1A1, vendar ja za nastanek DNA aduktov in mutagenosti potrebna
nadaljnja aktivacija metabolitov z NAT2, saj MelQx pri celicah, ki niso izrazale NAT2, ni
povzrocil teh poskodb (Bendaly in sod., 2007). Nadaljnja aktivacija IQ z NAT lahko tudi do
30x poveca nastanek IQ-DNA aduktov (Snyderwine in sod., 1988), kar kaze na pomembnost
tega encima pri nastanku teh poskodb. Zaradi tega smo v nasi Studiji preverili, kakSne so
spremembe Vv izrazanju teh dveh genov. XN je pri koncentraciji 0.1 in 10 uM statisti¢no
znacilno znizal izrazanje gena NAT2 v primerjavi s kontrolno skupino. V kombinaciji z
MelQx pa je le najvi§ja koncentracija XN (10 uM) povisala izrazanje gena NAT2 na nivoju
MRNA glede na skupino celic, izpostavljenih le MelQx. Povisana transkripcija gena NAT2 pri
skupini celic, ki smo jih izpostavili 10 uM XN v kombinaciji z MelQx, je lahko mehanizem
za indukcijo tega encima in s tem povecanje nastanka poskodb, kar pa nismo dokazali s
testom komet. Hernaez in sod. (1997) so pokazali, da so antimutageni in antikarcinogeni
ucinki ¢aja zoper IQ predvsem posledica inhibicije encimov NAT. V tem primeru je inhibicija
drugega aktivacijskega koraka pomembnej$a od inhibicije encima CYP1A2. Pri HepG2
celicah bi lahko podoben ucinek na NAT imel tudi XN, vendar pa v nasi Studiji nismo merili
aktivnosti encimov, zato tega ne moremo trditi z zagotovostjo. Schut in Snyderwine (1999)
porocata, da HCA niso podvrzeni detoksifikaciji z NAT2, ampak le bioaktivaciji in s tem k
nastanku reaktivnih metabolitov, ki se veZejo na DNA.

Nadaljnje bioaktivacije N-hidroksiliranih metabolitov HCA so sposobni tudi encimi
sulfotransferaze (SULT), pri ¢emer nastanejo N-sulfat estri, ki se pretvorijo do nitrenijevih
ionov, kateri se vezejo na DNA (Turesky, 2010). Na ta nacin encim poveca tudi genotoksicni
ucinek 1Q na bakterijah in sesal¢jih celicah (Glatt, 2006). Zato smo preverili vpliv samega XN
in kombinacije MelQx s XN na izrazanje gena SULT1AL. XN (0.01, 1 in 10 uM) je statisti¢no
znacilno znizal izrazanje gena SULT1AL v primerjavi s kontrolno skupino, medtem ko je le
pri koncentraciji 0.1 uM povisal izrazanje tega gena. Zaradi zelo nizkega bazalnega nivoja
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izrazanja tega gena je lahko to povisanje zgolj slu¢aj. V kombinaciji z MelQx pa XN ni imel
vpliva na nivo mMRNA SULT1AL. O encimski aktivnosti na podlagi teh rezultatov ne moremo
sklepati. So pa Lewis in sod. (1998) pokazali na humanih epitelijskih celicah dojke, da 1 uM
estron zmanjSa vezavo metabolita PhIP (N-hidroksiliran PhIP) na DNA, kar naj bi bila
predvsem posledica inhibicije estrogen sulfotransferaze, ki je edina identificirana
sulfotransferaza v teh celicah. Posledi¢no pride zaradi inhibicije encima SULT tudi do
inhibicije nadaljne bioaktivacije N-hidroksi-PhIP s tem encimom, s ¢imer se zmanjSa nivo
DNA poskodb. Zaradi nadaljnje aktivacije HCA z encimi SULT in NAT je koncna stopnja v
karcinogenem delovanju teh snovi odvisna ne le od encimov CYP ampak tudi od aktivnosti
encimov SULT in NAT (Hodek in sod., 2009).

Encimi faze Il lahko poleg nadaljnje bioaktivacije HCA katalizirajo tudi detoksifikacijo in s
tem zmanj$ajo u¢inka HCA na celice. Stevilne $tudije so pokazale, da je nivo HCA-DNA
aduktov v glavnem odvisen od delovanja encimov faze Il (Ozawa in sod., 1994; Turesky in
sod., 1991). Tako je modulacija delovanja teh encimov z dolo¢enimi kemozas¢itnimi snovmi
in s tem vpliv na detoksifikacijo prav tako primeren mehanizem v boju proti DNA poskodbam
in raku. XN ima lahko ugodne uc¢inke na detoksifikacijo karcinogenov z inhibicijo encimov
faze 1 kot tudi z indukcijo encimov faze Il (Steven in Page, 2004). Humani SULT1Al
katalizira, poleg nadaljnje bioaktivacije HCA, tudi detoksifikacijo 1Q in MelQx, pri ¢emer se
tvorijo sulfamati (Ozawa in sod., 1995; King in sod., 2000). Ob tem se negativni ucinek teh
snovi na celice zmanjSa. Tako je indukcija encimov SULT lahko ucinkovit za$c¢itni
mehanizem pred vplivi HCA (Grant in sod., 1997). Ker se lahko indukcija encimov SULT
odraza tudi v povefanem nastanku visoko reaktivnih snovi, ki predstavljajo koncne
karcinogene, je indukcija teh encimov, podobno kot indukcija CYP, dvorezen mec. Ta se kaze
v izlocanju detoksifikacijskih metabolitov in posledicno v zmanjSevanju genotoksi¢nosti
ksenobiotikov. H krati pa se lahko v dolo¢enih primerih kaze tudi v poveanem nastanku
reaktivnih elektrofilov (Dashwood in sod., 2002).

V nasprotju s SULT in NAT, ki so navadno vkljuceni v nastanek kon¢nih karcinogenov HCA,
pa obstajajo tudi encimi faze Il, ki zmanjSujejo karcinogeni potencial nekaterih ksenobiotikov
(Hodek in sod., 2009). To so encimi glukuronoziltransferaze (UGT, iz ang. uridine
diphosphate glucoronosyltransferases), ki imajo ponavadi ugodne ucinke na zdravje ljudi
(Hodek in sod., 2009), saj katalizirajo glukuronidacijo Stevilnih endogenih snovi in
ksenobiotikov (Turesky, 2010). Pri tem nastanejo bolj hidrofilne snovi, ki se lazje izlo¢ijo iz
telesa (Duton, 1980). V diplomski nalogi smo dokazali, da je XN od doze odvisno povisal
izrazanje gena UGT1A2, vendar je do statisticno znacilnega poviSanja tega gena glede na
heterocikli¢nim aminom MelQx lahko opazimo, da je 10 uM XN statisticno znacilno povisal
izrazanje gena UGT1A2 v primerjavi z MelQx. O sami translaciji in aktivnosti tega encima na
podlagi teh podatkov ne moremo sklepati, je pa indukcija encimov UGT pomemben
mehanizem za$¢ite pred HCA. Stevilni polifenoli v &aju inducirajo UGT encime (Bu-Abbas in
sod., 1995; Stoner in sod., 1997), kar je najverjetnejsi razlog, da beli, zeleni ter ¢rni Caj
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zmanjSajo z IQ in PhIP povzroc¢ene DNA adukte in ACF pri podganah (Xu in sod., 1996;
Santana-Rios in sod., 2002). Pri konjugaciji PhIP in tudi MelQx s humanim UGT1A
nastanejo detoksifikacijski produkti (Sinha in sod., 1998b; Turesky in sod., 1998; Langouét in
sod., 2002), ki se izlo¢ijo iz telesa. O indukciji aktivnosti UGT porocajo tudi na skupini
prostovoljcev, ki so prejemali hrano, bogato s kriznicami (fam. Brassicaceae). Taka hrana je
vsebovala snovi, ki so povecale produkcijo in izlo¢anje detoksifikacijskih metabolitov PhIP. S
tem se je zmanjsala koli¢ina reaktivnih metabolitov, ki bi lahko reagirali z DNA in na ta na¢in
povzrocili DNA poskodbe (Walters in sod., 2004). Konjugacija XN s sulfatom, kar katalizira
SULT1A1, je manj pomembna za fazo Il metabolizma pri podganah in verjetno tudi pri ljudeh
kot glukoronidacija z UGT (Ruefer in sod., 2005). Zato je lahko morebitno povisanje
aktivnosti UGT pomembnejse za antigenotoksi¢no delovanje XN zoper MelQx.

Zelo pomemben encim, ki je prav tako vpleten v detoksifikacijo HCA, je GST (glutation-S-
transferaza) (Alexander in sod., 1991), vendar v diplomski nalogi nismo merili spremembe v
izrazanju tega gena. Njegov pomen pokazejo Nozawa in sod. (2006), saj je pri izpostavitvi
liofiliziranega piva v kombinaciji s PhIP priSlo do povecane aktivnosti encima GST (in
zniZanje aktivnosti CYP1A2) in s tem do zmanjSanja DNA aduktov ter posledicno zmanjSanja
genotoksi¢nega delovanja.

5.2 Sklepi

Na podlagi dobljenih rezultatov smo oblikovali naslednje sklepe:

e Ksantohumol (XN) pri testiranih koncentracijah (2.5, 5, 10, 20 pg/ploSco) na bakteriji
Salmonella typhimurium, sev TA98, ni povzro¢il mutacij premika bralnega okvirja,
medtem ko je deloval anti-mutageno, saj je zmanjsal Stevilo s heterocikli¢nih aminom,
MelQx, induciranih revertant.

e XN deluyje citotoksi¢no na celice HepG2 pri visokih testiranih koncentracijah (100
uM).

e Heterocikliéni amin, MelQx (350 uM), je zmanjSal prezivetje celic HepG2 za
priblizno 35 %. XN ni vplival na smrtnost celic, ki jo povzro¢a MelQx.

e XN ima antigenotoksicno delovanje, saj je zmanjSal kolicino DNA veriznih prelomov,
ki jih na celicah HepG2 povzro€a prehrambeni mutagen MelQx.

e XN pri nobeni testirani koncentraciji ni poviSal nastanka mikrojeder, jedrnih brstov in
nukleoplazmatskih mosti¢ev. Tudi ni vplival na delitev celic HepG2.
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e S testom mikrojeder nismo mogli ovrednotiti antigenotoksi¢nega potenciala XN zoper
MelQx, saj sam MelQx ni povisal Stevila mikrojeder kot tudi ne jedrnih brstov in
nukleoplazmatskih mosti¢ev, zaradi ¢esar nismo zaznali razlike med celicami, ki smo
jih izpostavili le MelQx in celicami, ki so bile izpostavljene kombinaciji MelQx in
XN.

e XN (0.1, 1 in 10 uM) je statisticno znacilno povisal izrazanje gena CYP1Al v
primerjavi s kontrolno skupino, medtem ko ni znacilno spremenil izrazanja gena
CYP1AL, ki smo ga inducirali z MelQXx.

e XN (1in 10 uM) je statisti¢no znacilno povisal izrazanje gena CYP1A2 v primerjavi s
kontrolno skupino. V kombinaciji z MelQx je XN (1 in 10 uM) v odvisnosti od doze
statisticno znacilno znizal izrazanje tega gena, ki smo ga inducirali z MelQx. V
kombinaciji z MelQx je le 0.1 uM XN statisti¢no znacilno povisal izrazanje gena
CYP1A2 v primerjavi z MelQx.

e XN je od doze odvisno povisal izrazanje gena UGT1A2. Do statisti¢no znacilne razlike
glede na kontrolno skupino je prislo le pri 10 pM XN. V kombinaciji z MelQx je le
najvisja testirana koncentracija XN (10 uM) statisti¢no znacilno povisala izrazanje
gena UGT1A2 v primerjavi z MelQx.

e XN (0.1 in 10 uM) je statisticno znacilno znizal izrazanje gena NAT2 v primerjavi S
kontrolno skupino. V kombinaciji z MelQx je najvi§ja koncentracija XN statisti¢no
znacilno poviSala izrazanje gena NAT2 v primerjavi z MelQx.

e XN (0.01, 1 in 10 uM) je statisticno znacilno znizal izrazanje gena SULT1Al v
primerjavi s kontrolno skupino, med tem ko je 0.1 uM XN statisti¢no znacilno povisal
izrazanje tega gena. MelQ je znacilno povisal izrazanje gena SULT1AL v primerjavi s
kontrolno skupino, med tem ko XN na izraZanje gena v pristonosti MelQ ni vplival.

Na podlagi navedenih sklepov lahko potrdimo zastavljeno hipotezo, da ima XN antimutagen

in antigenotoksicen potencial zoper MelQx ter da vpliva na izraZanje izbranih genov, ki so
vpleteni v metabolno aktivacijo/detoksifikacijo heterocikli¢énih aminov.
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6 POVZETEK (SUMMARY)

Ljudje smo v okolju izpostavljeni $tevilnim mutagenim karcinogenom. Clovek tekom svojega
zivljenja zauzije velike koli¢ine hrane, zato je le-ta, predvsem njena kakovost, pomemben
dejavnik, ki lahko znatno pripomore k pove¢anemu tveganju za razvoj rakavih obolenj. Da
zagotovimo mikrobiolo§ko varnost in oblikujemo Zeleno senzoricno kakovost zivil, le-te
toplotno obdelujemo. Pri toplotni obdelavi hrane, tudi na nacin, ki poteka v obicajnih
gospodinjstvih, pride do nastanka razlicnih genotoksic¢nih snovi. Ene izmed takih snovi, ki
nastanejo pri termicni obdelavi pretezno mesnih in ribjih jedi so heterocikli¢ni amini (HCA).
Ti so dokazano mutageni in karcinogeni. Eden izmed najpogostejSih HCA je MelQx, ki spada
v skupino mozno karcinogenih snovi za ljudi (Skupino 2B). MelQx in ostali HCA so
genotoksi¢ni karcinogeni, ki zahtevajo metabolno aktivacijo. Pri tem nastanejo nukleofilni
vmesni produkti, ki povzroc¢ijo poskodbe dednega materiala. Zato lahko izpostavljenost tem
snovem, tudi ¢e so koncentracije zelo nizke, privede pri ljudeh do povecane pogostnosti
rakavih obolenj. Zaradi stranskih u¢inkov in dnevne izpostavljenosti HCA, se je zanimanje za
te snovi povecalo. Negativen vpliv, ki ga imajo HCA na organizem, lahko zmanjsjo dolo¢ene
snovi, ki so lahko sestavni del prehrane. Ena izmed takih snovi, ki kazejo kemopreventivne
lastnosti je ksantohumol (XN), prenilirani flavonoid, ki se nahaja v hmelju (Humulus lupulus
L. (Cannabinaceae)) in v nizkih koncentracijah tudi v pivu. Izredno ucinkovito zavira
genotoksicne u€inke HCA, kar kaZe na njegovo potencialno uporabnost v obliki prehranskega
ali farmacevtskega dopolnila za zaviranje nastanka raka.

V diplomski nalogi smo ugotavljali antimutagene in antigenotoksi¢ne lastnosti XN zoper
delovanje MelQx. Poskusi za ugotavljanje mutagenosti/antimutagenosti so potekali na
bakteriji Salmonella typhimurium, sev TA98 (Amesov test). Mutacije smo povzro€ili z
MelQx in nato spremljali antimutageno delovanje XN. Rezultati so pokazali, da XN ne
povzro¢a mutacij premika bralnega okvirja in da je v odvisnosti od doze znizal Stevilo z
MelQx induciranih revertant, s ¢imer smo potrdili njegovo antimutageno delovanje.

Potencialno antigenotoksic¢no delovanje XN smo testirali na celi¢ni liniji humanega hepatoma
(HepG2 celice), ki ima ohranjene metabolne encime | in Il faze. Najprej smo s testom MTT
preverili citotoksi¢no delovanje samega XN in nato kombinacije MelQx s XN. Ugotovili smo,
da je le najvisja testirana koncentracija XN (100 uM) znacilno znizala prezivelost celic,
medtem ko nizje koncentracije niso bile toksi¢éne za HepG2 celice. V kombinaciji z MelQx
XN ni vplival na citotoksi¢no delovanje samega MelQx, saj ni bilo razlike med delovanjem
Cistega MelQx in kombinacije s XN. Nadalje smo spremljali delovanje XN na nivoju DNA.
DNA poskodbe smo povzrocili z MelQx ter antigenotoksi¢no delovanje XN spremljali s
testom komet. XN je neodvisno od koncentracije zmanjSal kolicino DNA poskodb
povzrocenih z MelQx.

S testom mikrojeder smo preverili ali XN povisa nastanek mikrojeder, nukleoplazmatskih
mosti¢kov in jedrnih brstov ter ali XN v kombinaciji z MelQx zmanjSa Stevilo teh
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kromosomskih struktur. XN pri nobeni testirani koncentraciji ni poviSal nastanka mikrojeder,
nukleoplazmatskih mosticev, kot tudi ne jedrnih brstov ter ni vplival na jedrni delitveni
indeks. S tem testom nismo mogli primerno ovrednotiti antigenotoksi¢nega potenciala XN, saj
MelQx ni povisal Stevila mikrojeder kot tudi ne nukleoplazmatskih mosti¢ev in jedrnih brstov
v celicah HepG2. Zaradi tega nismo uspeli ovrednotiti razlik med celicami, ki smo jih
izpostavili le MelQx in celicami, ki smo jih izpostavili kombinaciji MelQx s XN. Razlog je
lahko premajhna obcutljivost tega testa, 0ziroma nespecifi¢nost za zaznavanje poSkodb, ki jih
povzrocajo HCA na celicah HepG2.

Mehanizem, po katerem XN zaS¢iti celice pred DNA poSkodbami, poteka verjetno na ravni
inhibicije encimov, ki so udelezeni pri aktivaciji MelQx in z poviSanja izrazanja encimov, ki
sodelujejo pri detoksifikaciji tega mutagena. Zato smo z metodo kvantitativnega PCR v
realnem casu preverili ali XN vpliva na izrazanje genov, ki so vpleteni v aktivacijo in
detoksifikacijo ksenobiotikov. Preverili smo tudi ali se njihovo izrazanje spremeni zaradi
vpliva kombinacije MelQx in XN.

XN je povecal izrazanje doloCenih genov (CYP1Al, CYP1A2, UGT1A2) predvsem pri vi§jih
koncentracijah, med tem ko je izraZanje drugih genov zmanjsal (NAT2, SULT1Al). V
kombinaciji z MelQx, XN ni bioloSko pomembno spremenil izrazanje gena CYP1A1 glede na
sam MelQx, med tem ko sta koncentraciji 1 in 10 uM v odvisnosti od doze statisti¢no
znalilno znizali izrazanje gena CYP1A2 glede na sam MelQx. 0.1 uM XN je statisticno
znacilno povisal izrazanje gena CYP1A2 glede na MelQX. XN v kombinaciji z MelQx je le

ey e

MelQx. Vpliv na izrazanje gena SULT1A1 pa XN v prisotnosti MelQx ni pokazal.

Raziskava je pokazala, da ima XN antimutagen in antigenotoksicen potencial zoper MelQx
ter da test mikrojeder ni primeren za ovrednotenje antigenotoksi¢nega potenciala zoper
MelQx. XN sam in v kombinaciji z MelQx, pri dolo¢enih koncentracijah, spremeni tudi
izrazanje nekaterih genov vpletenih v presnovo in metabolno aktivacijo MelQX.
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