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Brez vode ni zivljenja na Zemlji. Kljub temu je vse ve¢ vode onesnazeno, kar je v
vecini primerov posledica ¢lovekove dejavnosti. Onesnazila pitnih vod lahko
vsebujejo Stevilne Skodljive dejavnike, med katerimi imajo mnogi citotoksi¢no in
genotoksi¢no delovanje. Dolgotrajno pitje takSnih vod lahko pusti pri ljudeh resne
zdravstvene posledice. Zato je pomembno, da neoporecnost vod preverjamo s testi,
ki lahko Skodljive ucinke zaznajo. TakSne teste imenujemo bioloski testi. Dva
tovrstna testa smo uporabili v diplomski nalogi za testiranje citotoksi¢nosti in
genotoksi¢nosti naravnih in mineralnih vod na ¢loveskih jetrnih celicah HepG2. S
testom MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolijev bromid) smo
preverjali citotoksi¢nost vzorcev vod, z alkalno razli¢ico kometnega testa pa
genotoksicnost. Testirali smo 14 koncentriranih vzorcev naravnih in mineralnih vod.
Ugotovili smo, da so nekateri izmed vzorcev delovali citotoksi¢no na celice, vendar
s testom MTT ne moremo ugotoviti vzroka citotoksi¢nosti. Rezultati alkalne
razliice kometnega testa so pri nekaterih vzorcih pokazali statistiéno znacilno
zmanjSanje poskodb DNA v primerjavi s kontrolno skupino, pri nekaterih pa
povecanje. Test MTT se je izkazal kot primeren in dovolj obcutljiv za ugotavljanje
citotoksic¢nosti pitnih vod, alkalna razli¢ica kometnega testa pa kot primerna in
zadosti obcutljiva za ugotavljanje genotoksi¢nosti pitnih vod.
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CYTOTOXIC AND GENOTOXIC INFLUENCE OF NATURAL AND MINERAL
WATERS ON HepG2 CELLS
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X, 50 p., 6 tab., 30 fig., 58 ref.
S1
sl/en

There is no life on the Earth without water. In spite of that, more and more water is
polluted; in most cases pollution is the consequence of human activities. Drinking
water pollutants can contain numerous harmful compounds and many of them are
cytotoxic and genotoxic. Long term consuming of such water can have serious
health consequences. Therefore it is important to check water quality by tests, which
can detect harmful effects. These tests are called bioassays. In our graduation thesis
we used two bioassays to determine cytotoxicity and genotoxicity of natural and
mineral waters on human hepatocytes, HepG2 cells. Cytotoxicity of water samples
was tested using the MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium
bromide) assay, while genotoxicity was tested by alkaline comet assay. Fourteen
concentrated samples of natural and mineral waters were tested. We found out that
some of the samples had cytotoxic influence on cells. However, by using MTT assay
the exact cause of cytotoxicity can not be determined. The results of alkaline comet
assay showed that some samples caused statistically significant decrease in DNA
damage compared to the control group and some of them caused statistically
significant increase in DNA damage. The MTT assay and the alkaline comet assay
were shown to be appropriate and sensitive enough tools for detecting cytotoxicity
and genotoxicity of drinking water, respectively.
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acetic acids)

IARC Mednarodna agencija za raziskave raka
(International Agency for research on
cancer)

LMP agaroza agaroza z nizjo tocko taljenja (low melting
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1 UVOD

Voda sestavlja tri Cetrtine CloveSkega telesa. Je Zzivljenjsko pomembna za normalno
delovanje nasega organizma in jo kot tak$no pri vsakodnevnem pitju vnasamo v organizem
v velikih koli¢inah. Voda ni le tekocina, ki jo potrebujemo za zivljenje, temve¢ tudi
neposredno pozitivno vpliva na zdravje. Voda zaseda sedem desetin Zemljinega povr§ja,
vendar Clovek lahko uporablja le neznaten del te velike koli¢ine vodovja, saj potrebuje za
zivljenje samo Cisto ali vsaj neonesnazeno sladko vodo. Le-te je vse manj, ljudi pa je
zmeraj vec.

Onesnazeni so lahko viri pitne vode: podtalnica in povrSinske vode. Viri onesnazenj so
lahko naravnega izvora [anorganske snovi, ki izvirajo iz zemlje (npr. arzen, mangan),
organske snovi, ki uhajajo iz zemlje (npr. huminske kisline) in toksini, ki jih proizvajajo
nekatere cianobakterije in alge (npr. mikrocistini)], ali pa so posledica clovekove
dejavnosti [kmetijstvo (pesticidi, gnojila), komunalne in industrijske odpadne vode,
neprimerna odlagaliS¢a odpadkov in kemijske nesrece]. Do onesnaZenja lahko pride tudi
pri pripravi in distribuciji pitne vode. V tem primeru so onesnazila lahko stranski produkti
dezinfekcije (SPD) vode ali snovi, ki nastanejo, ali se izlocajo v vodo pri distribuciji
(poliaromatski ogljikovodiki, epoksi smole, ftalati) (Filipic, 2004).

OnesnaZena voda lahko pusti negativne posledice na zdraviju ljudi in drugih Zivih bitij. Ce
je voda kontaminirana z mikroorganizmi, lahko pride do infekcije ali zastrupitve z
mikrobnimi toksini. Za druga onesnazila vode, predvsem stranske produkte kloriranja
(SPK) je dokazano, da pri poskusnih Zivalih povzro€ajo razli¢ne vrste rakastih obolenj
(adenom, karcinom, holangiokarcinom, adenomatozni polipi, limfom, leukemija itn.) na
razlicnih organih (ledvice, jetra, prebavila, pljuca, koza, trebusna slinavka itn.)
(Komulainen, 2004).

Za ugotavljanje kakovosti pitne vode v Sloveniji uporabljamo fizikalno-kemijske in
mikrobioloSke analize (Program monitoringa ..., 2004). Pomanjkljivost le-teh je, da nam
ni¢ ne povedo o medsebojnih vplivih snovi, prisotnih v vzorcu, ki lahko povzrocijo
povecane ali zmanjSane bioloske u¢inke (npr. sinergizem, aditivnost, antagonizem) (Helma
in sod., 1998). Nekaterih snovi s kemijskimi analizami sploh ne ugotavljamo, so pa lahko
strupene (Rand, 1995). Nekatere snovi v okolju niso toksi¢ne, ampak take postanejo, ko
vstopijo v organizem in pride do njihove bioaktivacije (Abel, 1996).

Metode, s katerimi dobimo celovite odgovore o genotoksi¢nih, citotoksi¢nih, hormonskih
in imunotoksi¢nih ucinkih vseh kemikalij, ki so prisotne v vzorcu (voda, zemlja, zrak)
imenujemo bioloski testi.



Petkovi¢ J. Citotoksi¢no in genotoksi¢no delovanje naravnih in mineralnih vod na celice HepG2. 2
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2006

1. NAMEN DELA

Ker s fizikalno-kemijskimi analizami ne moremo ugotoviti u¢inka preiskovanih snovi na
zive celice pri monitoringu kakovosti pitnih voda, je zazelena uporaba metod, ki nam to
omogocajo. TakSne metode izvajamo na zivih celicah ali organizmih in jih imenujemo
bioloski testi. S temi testi lahko ugotavljamo citotoksi¢nost in genotoksi¢nost snovi v
vzorcu ter njihov medsebojni vpliv. Vse vec virov pitne vode je onesnazenih, poraba vode
pa Cedalje bolj narasca, tako da lahko v prihodnosti pricakujemo pomanjkanje virov pitne
vode. V novejSem casu se pri cloveku pojavlja vse vecje Stevilo obolenj neznanega vzroka,
kar je verjetno posledica kroni¢ne izpostavljenosti onesnazilom v pitni vodi in hrani. Iz teh
razlogov je za analizo najbolj pomembne tekocine za ljudi uporaba tak$nih testov nujno
potrebna.

V nasi raziskavi smo hoteli preveriti, ali imajo koncentrirani vzorci naravnih in mineralnih
vod citotoksi¢en in genotoksi¢en vpliv na CloveSke jetrne celice HepG2. Testirali smo
naravne in mineralne vode. Za preverjanje citotoksicnosti smo uporabili test MTT, za
preverjanje genotoksicnosti pa alkalno razliCico kometnega testa. Oba testa smo izvedli na
celicni kulturi HepG2. Predvidevali smo, da vzorci vod na celice HepG2 ne delujejo
citotoksi¢no kot tudi ne genotoksi¢no.

Rezultati, dobljeni s takSnimi testi, nam lahko pomagajo pri kontroliranju ustreznosti pitne
vode in v tem primeru bodo usmerili nadaljne raziskave kvalitete in toksi¢nosti naravnih in
mineralnih vod.
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2  PREGLED OBJAV

2.1 SKODLIJIVI DEJAVNIKI V PITNI VODI

Snovi, prisotne v pitni vodi, imajo lahko razlicne uc¢inke na Zive celice. Lahko pride do
celicnih poskodb (citotoksi¢nost), sprememb dednega materiala (genotoksicnost),
sprememb metabolizma itn. Eden izmed najbolj pomembnih ucinkov je genotoksicen
ucinek, saj je tar¢na molekula deoksiribonukleinska kislina (DNA). Molekula DNA
vsebuje zapise, na podlagi katerih je zasnovana zgradba in funkcionalnost celotnega
organizma ne glede na to, ali je organizem sestavljen iz ene ali milijonov celic.
Genotoksicni dejavniki so kemijske snovi in fizikalni dejavniki, ki so sposobni povzrociti
mutacije in druge genetske spremembe v celicah zivih organizmov. Dokazano je, da
poskodbe DNA vodijo v nastanek raka in drugih kroni¢nih bolezni, medtem ko mutacije
spolnih celic lahko vodijo v nastanek genetskih bolezni potomcev in zmanjSanje plodnosti
(Venitt in Philips, 1995). Genotoksi¢ni dejavniki nimajo praga delovanja, kar pomeni, da
tudi zelo majhne koncentracije lahko povzrocijo genetske poskodbe in posledi¢no mutacije
ter rakava in druga kroni¢na obolenja (Filipi¢, 2004).

Genotoksic¢ni dejavniki v pitni vodi so po svoji kemijski naravi lahko zelo razli¢ni. Med
anorganske uvrs¢amo tezke kovine (kadmij, svinec, krom), arzen in nitrate (Filipi¢, 2004).

Arzen je lahko naravnega izvora ali pa so vir pesticidi in druge snovi. Klasificiran je kot
kancerogen za ljudi in povzroca raka koZe ter drugih organov. Ima genotoksi¢no delovanje,
inducira nastanek reaktivnih kisikovih zvrsti in zavira popravljanje poskodb DNA (Filipic,
2004).

Prisotnost nitratov v podtalnici je posledica uporabe gnojil ali pus¢anja greznic. Sami po
sebi niso genotoksicni, vendar se v organizmu pretvorijo v kancerogene N-nitrozo spojine
in nitrite (Filipi¢, 2004). Nekatere raziskave so pokazale povezavo z rakom zelodca in ne-
Hodkginovim limfomom (Gulis in sod., 2002).

Pogosta onesnazila virov pitnih vod so tudi hlapne organske spojine (benzen, trikloretilen,
toluen itn.), ki se uporabljajo kot topila, dodatki gorivom itn. (Filipi¢, 2004).

Med potencialna onesnazila pitne vode prav tako uvr§¢amo pesticide. V virih pitne vode se
znajdejo predvsem tezko razgradljivi pesticidi, kot so aldrin, endrin, alaklor, atrazin itn. V
Sloveniji se v podtalnicah najveCkrat pojavlja herbicid atrazin in njegovi metaboliti
(Filipi¢, 2004).

V novejSem cCasu se med potencialna kancerogena onesnazila uvrscajo tudi zdravila in
sredstva za osebno nego. Nekatera izmed njih so: klofibrat (regulator mascob), ibuprofen
(protivnetno zdravilo), statini (uravnavanje holesterola), fluoksetin (antidepresiv),
bleomicin (citostatik), B-estradiol (steroid) itn. Ugotovili so, da so mocno prisotni v
povrsinskih in podtalnih vodah. Ceprav so okoljske koncentracije zelo majhne (ng/L), so
zadosti velike, da povzro€ijo estrogene ucinke in razmnoZzevalne ter razvojne motnje pri
obdelave pitne vode teh snovi vedno ne odstranijo. Zaenkrat Se ni podatkov, ali majhne
koncentracije teh snovi vplivajo na zdravje ljudi, vendar sta zaskrbljujoci dejstvi, da so te
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snovi ucinkovite pri majhnih koncentracijah in da so v okolju zelo razSirjene (Filipic,
2004).

Toksini alg/cianobakterij se vse pogosteje pojavljajo v virih pitnih vod. To je posledica vse
pogostejSih cvetenj povrSinskih vod, kar je rezultat onesnazevanja in segrevanja ozracja. V
sladkih vodah so najpogostejSi proizvajalci toksinov cianobakterije. Obstajajo
epidemioloske raziskave, ki kazejo na povezanost zastrupitev in zbolevanje ljudi s
prisotnostjo nekaterih cianobakterijskih toksinov v vodi (Filipi¢, 2004). Cianobakterijske
vrste rodu Anabaena proizvajajo nevrotoksine imenovane anatoksini. Rod Mycrocystis je
najbolj znan rod, ki prozvaja mikrocistine, ki so genotoksiéni hepatokancerogeni (Zegura
in sod., 2003). Le-ti Zze v nanomolarnih koncentracijah povzrocajo poskodbe DNA jetrnih
celic (Filipi¢, 2004).

Ene izmed najpogostejsih toksi¢nih snovi v pitni vodi so stranski produkti dezinfekcije
(SPD). Za stevilne med njimi so ugotovili, da so genotoksi¢ni in da povzrocajo raka pri
testnih zivalih. Epidemioloske raziskave so pokazale povezanost med SPD in rakom
ledvic, verjetno tudi debelega Crevesja in rektuma ter povecano tveganje za nastanek
reproduktivnih in razvojnih nepravilnosti vklju¢no s spontanimi splavi (Morris in sod.,
1992; Klotz in Prysch, 1999). Po definiciji so SPD rezultat reakcije med dezinfekcijskim
sredstvom (kemijskim ali fizikalnim) in prekurzorji v viru vode. Nastanek SPD in njihova
koli¢ina je odvisen od vrste ter koli¢ine dezinficiensa, vrste in koli¢ine prisotnih
prekurzorjev ter pogojev reakcije. Za dezinfekcijo se najpogosteje uporabljajo klor, ozon,
klorov dioksid in kloramini (Morris in sod., 1992). PovrSinske vode vsebujejo Stevilne
organske snovi (npr. huminske kisline), ki so glavni prekurzorji za nastanek SPD.
Podtalnice vsebujejo manj organskih snovi, zato pri kloriranju le-teh nastaja manj SPD. Ce
nepredelana voda vsebuje bromidne ione, lahko tekom kloriranja nastanejo stranski
produkti, ki vsebujejo brom (IARC, 1991). Skupine SPD, ki jih najbolj intenzivno
raziskujejo, so trihalometani (trihalomethanes: THM), halogenirane ocetne kisline
(halogenated acetic acids: HAA) in klorirani furanoni (chlorinated furanones: CHF)
(Komulainen, 2004).

Od THM je kloroform ocenjen kot najbolj kancerogen za poskusne Zivali. Mednarodna
agencija za raziskave raka (International Agency for research on cancer: IARC) je
opredelila kloroform kot potencialno kancerogen za ljudi (IARC, 1999). Pri poskusnih
zivalih povzro€a tumorje jeter in ledvic. V primerjavi s ¢lovekom je pri glodalcih hitrost
metabolizma kloroforma v jetrih vecja. Zaenkrat je znano, da kloroform povzroca
hipometilacijo DNA in pospesuje razmnozevanje celic v jetrih, vendar predvidevajo, da je
to samo eden izmed mehanizmov kancerogeneze (Coffin in sod., 2000). Med THM
Stejemo Se klorodibrom metan, bromodiklor metan in bromoform. Testiranja na poskusnih
zivalih s temi snovmi so pokazala podobne rezultate kot pri testiranju s kloroformom
(Komulainen, 2004).

Od HAA sta najbolj raziskani triklorocetna kislina (trichloroacetic acid: TCA) in
diklorocetna kislina (dichloroacetic acid: DCA). Glede na to, da se TCA uporablja tudi v
industriji ni nujno, da je njena prisotnost v pitni vodi posledica kloriranja. Pri poskusnih
zivalih je pokazala hepatokancerogeno delovanje. Predvideva se, da je pri miSih
mehanizem kancerogeneze proliferacija peroksisomov v jetrih (IARC, 1995). Tudi DCA
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je hepatokancerogena za misi. Eden izmed vzrokov kancerogeneze je najverjetneje prav
tako proliferacija peroksisomov v jetrih, skupaj z drugimi mehanizmi (IARC, 1995).

Med CHF+ji je najbolj preucevana spojina MX ali 3-klor-4-(diklormetil)-5-hidroksi-2(5H)-
furanon. Amesov test je pokazal, da je ta spojina zelo mutagena, saj ji lahko pripiSemo do
60 % mutagenosti klorirane vode (Kronberg in Vartiainen, 1988). Pri poskusnih Zivalih
MX povzro¢a poskodbe DNA, pri celicni kulturi podganjih limfocitov pa povzroca
izmenjavo sestrskih kromatid, kar nakazuje na genotoksi¢nost MX in vivo (Hirose in sod.,

1999).

2.2 PREVERJANJE KAKOVOSTI PITNE VODE: BIOLOSKI TESTI

Pitna voda v Sloveniji mora ustrezati Pravilniku o pitni vodi, ki izhaja v Uradnem listu
Republike Slovenije. Spremljanje pitne vode in preverjanje njene kakovosti imenujemo
monitoring (Pravilnik o pitni vodi, 2004). Kakovost pitne vode v Sloveniji spremlja in
preverja Agencija Republike Slovenije za okolje. Monitoring pitne vode vkljucuje
mikrobioloske in fizikalno-kemijske analize (Program monitoringa ..., 2004).

Na videz Cista voda primernega okusa in nadzorovana (kakovost) s strani pooblas¢enih
ustanov Se ne pomeni, da je tudi zdravstveno neoporecna. Vecina onesnazil je v vodi
prisotna v zelo majhnih koncentracijah, ki jih je tezko dokazati. Tudi najboljSa fizikalno-
kemijska analiza lahko poda rezultate le o koli¢ini iskanih snovi, ni¢ pa ne pove o njihovih
medsebojnih vplivih, ki lahko povzrocijo povecane ali zmanjSane bioloske uc¢inke (npr.
sinergizem, aditivnost, antagonizem) glede na vsoto u¢inkov posameznih snovi (Helma in
sod., 1998). V pitni vodi lahko ostanejo nekatere snovi, ki jih s kemijskimi analizami ne
ugotavljamo, so pa strupene ali celo genotoksi¢ne (Rand, 1995). Nekatere snovi v okolju
niso toksi¢ne, po vstopu v organizem pa pride do njihove bioaktivacije in toksi¢nih
ucinkov (Abel, 1996). Zaradi vseh omenjenih razlogov se pocasi zacenjajo uporabljati
nove metode, ki dajejo celovite odgovore o genotoksicnih, citotoksi¢nih, hormonskih in
imunotoksi¢nih ucinkih vseh kemikalij, ki so prisotne v nekem mediju. TakSne metode
imenujemo bioloski testi. Mnoga zdruzenja priporocajo uporabo bioloskih testov kot
standardnih metod v monitoringu (AmeriSko zdruzenje javnega zdravstva - American
Public Health Association: APHA, Amerisko vodovodno zdruZenje - American Water
Works Association: AWWA, in Federacija vodnega okolja - Water Environment
Federation: WEF) (Standard Methods for ..., 1998). V monitoringu v Sloveniji se bioloski
testi Se ne uporabljajo (Pravilnik o pitni vodi, 2004).

Pri bioloskih testih zive organizme ali celice izpostavimo testnim vzorcem in spremljamo
njihov odgovor. Osnovna predpostavka testov genotoksi¢nosti je, da je osnova dednega
materiala enaka pri vseh zivih bitjih. Glede na vrsto genetskih poskodb, ki jih ti testi
zaznavajo, jih delimo na tiste, ki zaznavajo primarne poSkodbe DNA (izmenjava DNA
med sestrskimi kromatidami, prelomi DNA, rekombinacije) in ki zaznavajo mutacije ter
kromosomske aberacije (Filipi¢, 2004). Kot citotoksi¢en ucinek se pri vecini standardnih
biotestov uposteva 50 % smrtnost, negibnost ali inhibicija rasti (Dizer in sod., 2002). Kot
testne organizme uporabljamo bakterije, kvasovke, plesni, kulture sesalskih celic, rastline
in za nekatere specificne teste tudi poskusne zivali. Uporabljajo se organizmi oziroma
celiéni sistemi, kjer v kratkem ¢asu dobimo ve¢ generacij iz velike populacije posameznih
celic, kar je predpogoj, da lahko spremljamo povecano pogostnost genetskih sprememb. V
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primerjavi z Zivalskimi testi so mnogo enostavne;jsi in hitrejsi. Cas trajanja je od nekaj dni
do nekaj tednov (Filipi¢, 2004).

Za preucevanje citotoksi¢nosti lahko uporabimo teste, kot so test MTT, bioluminiscen¢ni
test itn., s katerimi lahko spremljamo prezivetje celic ali organizmov (Mosmann, 1983;
Dizer in sod., 2002). Za preucevanje genotoksi¢nosti z bioloSkimi testi lahko uporabimo
alkalno razli¢ico kometnega testa, Amesov test, test mikrojeder itn. (Maron in Ames, 1984;
Singh in sod., 1988; Uhl in sod., 1999; Monarca in sod., 1998).

Tezava pri uporabi bioloSkih testov za ocenjevanje tveganja za nastanek raka zaradi
prisotnosti genotoksi¢nih kancerogenov v pitni vodi je v tem, da so ta onesnazila prisotna v
zelo majhnih koncentracijah, ki so navadno pod mejo detekcije bioloskih testov. Potrebno
je upostevati, da so ljudje, ki uzivajo kontaminirano pitno vodo, izpostavljeni majhnim
koncentracijam onesnazil v daljSem casovnem obdobju. Zaradi tega se za testiranje
genotoksi¢nosti vzorci pitnih vod predhodno koncentrirajo z ustrezno metodo (liofilizacija,
ekstrakcija s topili ipd.). Najve¢ se uporablja absorpcija raztopljenih organskih snovi na
nepolarne smole (Amberlit XAD, Serdolit), ki ji sledi elucija z ustreznimi organskimi
topili. Raziskave so pokazale, da je genotoksi¢nost pitnih vod najveckrat povezana s
kislimi organskimi snovmi, ki so v glavnem produkti kloriranja. Le-ti so pri nevtralnem ali
rahlo bazi¢nem pH v ionizirani obliki, zato se pred koncentriranjem z absorbcijo na
nepolarne smole vodo nakisa, da se zavre ionizacija. Nevtralne organske snovi se vezejo

.....

snovi (Filipi¢, 2004).

Se ena omejitev biologkih testov je ta, da ne pokaZejo, katera oziroma katere spojine so
odgovorne za ucinek preiskovane snovi na testni organizem (Filipi¢, 2004).

2.2.1 Test MTT

Pri mnogih biotestih so potrebne meritve prezivetja in proliferacije celic. Ena izmed
moznosti so kolorimetri¢ni testi. Le-ti temeljijo na pretvorbi brezbarvnega substrata v
barvni produkt v prisotnosti zivih celic. Eden izmed hitrih kolorimetri¢nih testov, pri
kateremu je substrat tetrazolijeva sol, je test MTT. MTT ali 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenil tetrazolijev bromid je rumena vodoodporna substanca. Ko pride v stik z metabolno
aktivnimi celicami, jo mitohondrijska sukcinat dehidrogenaza reducira v vijolicaste kristale
formazana, ki se ne topijo v vodi, topni pa so v dimetil sulfoksidu (DMSO), izopropanolu
in podobnih topilih. Opti¢na gostota je sorazmerna s Stevilom celic pri homogeni celi¢ni
populaciji in jo merimo pri valovni dolzini 570 in referen¢ni valovni dolzini 690 nm. Ta
linearnost pokriva zelo Siroko obmocje gostote celic iz Cesar je razvidno, da test lahko
zazna zelo majhno $tevilo zivih celic (Mosmann, 1983).

Glavna prednost testa je hitrost. Test lahko od¢itamo Ze par minut po dodatku topila v
katerem se formazan raztaplja. Sprememba barve je opazna tudi s prostim ocesom, kar je
zelo koristno, ¢e rezultate potrebujemo takoj (Mosmann, 1983). Slabost metode je v tem,
da je primerna samo za celice, ki rastejo v enem sloju ali suspenziji (Mosmann, 1983).
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2.2.2 Alkalna razli¢ica kometnega testa

Alkalno razli¢ico kometnega testa (v nadaljevanju kometni test), ki jo imenujemo tudi test
elektroforeze posameznih celic (SCGE: single-cell gel electrophoresis), sta razvila Ostling
in Johanson leta 1984 (Ostling in Johanson, 1984). Celice pomeSane z agarozo sta
izpostavila elektroforezi pri nevtralnih pogojih, kar je omogocilo zaznavanje prelomov
obeh verig DNA (double-strand breaks: DSB). Nekaj let zatem (1988) so Singh in sod.
uporabili alkalne pogoje pri testu (pH>13), kar je omogocilo tudi zaznavanje preloma ene
verige (single-strand breaks: SSB), alkalno labilnih mest (alkali labile sites: ALS) in
prelomov DNA, ki nastanejo kot vmesna stopnja v procesu popravljanja poskodb DNA z
izrezovanjem baz ali nukleotidov (Tice in sod., 2000). Pozneje so Olive in sod. opisali
razli¢ico testa z elektroforezo pri blagih alkalnih pogojih (pH=12,3), pri kateri se izrazijo
ALS, ne pa tudi SSB (Olive in sod., 1990).

Pri razlicici kometnega testa, ki ga danes veCinoma uporabljamo, posamezne celice
pomesamo z agarozo, nanesemo na objektna stekelca, liziramo celice z detergenti in veliko
koncentracijo soli pri pH 10, potem izpostavimo elektroforezi za kratek ¢as pri alkalnih
pogojih (pH>13). Med lizo pride do odstranjevanja celicne vsebine, ostane jedro s
superzvito DNA. Pri alkalnih pogojih se DNA za¢ne odvijati na mestih prelomov verig. Pri
celicah, ki imajo bolj poskodovano DNA, pride do povecane migracije DNA iz jedra proti
anodi, kar na videz spominja na rep kometa, zaradi Cesar je test dobil ime (Slika 1). DNA
barvamo s fluorescentnim barvilom, ki se vrine med bazne pare DNA, opazujemo s
fluorescen¢nim mikroskopom in nato ocenimo poSkodbe DNA (Collins in sod., 1995).
Barvila, ki se najpogosteje uporabljajo, so etidijev bromid, propidijev jodid in DAPI (4',6-
diamidin-2-fenilindol) (Zegura in Filipi¢, 2004). Ce s kometnim testom zaznamo veliko
poskodb DNA, to lahko pomeni, da je DNA zelo poSkodovana ali pa je to posledica
ucinkovitega popravljanja poSkodb DNA (Collins in sod., 1997). Pri pH 12,6 in vi§jem se
ALS hitro spremenijo v SSB. Ker vecina genotoksi¢nih snovi inducira vecje Stevilo SSB
kot ALS in DSB, se alkalna razli¢ica priporo¢a kot optimalna za ugotavljanje
genotoksi¢nosti (Tice in sod., 2000).

Slika 1: Fotografije jeder celic HepG2 po kometnemu testu, ki prikazujejo razlino poskodovano DNA
(fotografirala Zegura B.); A: rep kometa je skoraj neopazen, kar pomeni, da je DNA zelo malo poskodovana;
B: ve¢ DNA je migriralo iz jedra v rep kometa, kar pomeni, da je DNA bolj poskodovana; C: skoraj vsa
DNA je v repu kometa, kar pomeni, da je veliko DNA poskodovane.

Za analizo kometov je dostopnih ve¢ racunalniSskih programov. Parametri, ki se
najpogosteje uporabljajo za izrazanje poSkodb DNA, so odstotek DNA, ki je migrirala iz
glave kometa v rep kometa, dolzina repa (razdalja od DNA v glavi kometa do zadnjega
fragmenta DNA v repu, izrazena v mikrometrih), Olivin 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 dolZine repa) (Zegura in Filipi¢, 2004).
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Obcutljivost testa lahko poveCamo z uporabo inhibitorjev popravljanja DNA poskodb, kar
povzroci kopicenje prelomov verig DNA (Collins in sod., 1993).

V primerjavi z drugimi testi za ugotavljanje genotoksicnosti, so prednosti kometnega testa
predvsem v veliki obcutljivosti, kar je pomembno pri ugotavljanju majhnega Stevila
poskodb DNA, fleksibilnosti, manjsi ceni, enostavnosti, relativno majhni koli¢ini testirane
snovi, kratkem ¢asu potrebnim za izvedbo testa (Tice in sod., 2000) in v moznosti uporabe
skoraj vseh evkariontskih celi¢nih kultur (Rojas in sod., 1999).

V zadnjih letih se je uporaba kometnega testa povecala in razsirila na razlicna podro¢ja. V
in vitro izvedbi test lahko uporabljamo za ugotavljanje genotoksi¢nosti, predvsem s
sesalskimi celi¢nimi kulturami in ¢loveskimi limfociti, lahko pa tudi s celicnimi kulturami,
ki izvirajo iz drugih tkiv. V medicini se uporablja za ocenjevanje poSkodb DNA tumorskih
celic pri bolnikih z rakastimi obolenji (Hodgkinova bolezen, ne-Hodgkinov limfom,
karcinom skvamoznih celic in adenokarcinom), ki se zdravijo z obsevanjem. Obstajajo
ideje, da bi kometni test uporabljali za predvidevanje odziva bolnikov na kemoterapijo ali
za preucevanje mehanizma aktivacije novoodkritih zdravil (Rojas in sod., 1999).

Ta test se uporablja tudi za preuCevanje popravljalnih procesov DNA, v okoljskem
biomonitoringu in monitoringu pri ljudeh (monitoring posameznikov izpostavljenih
razlicnim dejavnikom na delovnem mestu ali okolju) (Rojas in sod., 1999).

2.3 CELICNA KULTURA HEPG2

Zaradi velikega Stevila encimov, ki jih izrazajo, so jetra glavno mesto biotransformacije
ksenobiotikov. Prav zaradi tega se celicne kulture, ki izvirajo iz jetrnih celic, veliko
uporabljajo v biomedicinskih raziskavah metabolizma ksenobiotikov, vklju¢no s
preucevanjem genotoksi¢nosti. Od celi¢nih kultur tak$nega izvora je HepG2 ena izmed
najbolj prilagodljivih. Leta 1972 so jo Aden in sod. izolirali iz primarnega hepatoblastoma
11-letnega argentinskega decka. Znacilnost celi¢ne kulture HepG2 je, da ima ohranjene
mnoge funkcije, ki se z gojenjem pri primarni kulturi hepatocitov izgubijo. Ena izmed
tak$nih funkcij je izlocanje velikih plazemskih proteinov (Knowles in sod., 1980; Aden in
sod., 1979). Celice so ohranile metabolno aktivnost in imajo aktivnhe metabolne encime |
faze (citokrom P450, CYP1A1l, CYP1A2, CYP2B, CYP2EIl) in II faze (glutation-S-
transferaza, sulfotransferaza, N-acetiltransferaza, glukuronosiltransferaza), ki igrajo
kljuéno vlogo pri aktivaciji in detoksifikaciji mutagenov, ki delujejo na DNA (Knasmiiller
in sod., 1998). Raziskave so pokazale, da so te celice dobri pokazatelji genotoksi¢nosti in
kancerogenosti razli€nih substanc. Uporabljajo jih kot modele pri SCGE in testu
mikrojeder, vendar morajo pogoji biti standardizirani (Kransmiiller in sod., 2004).
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Slika 2: Fotografija celi¢ne kulture HepG2 (fotografirala Zegura B.)

2.4 RAZISKAVE CITOTOKSICNOSTI IN GENOTOKSICNOSTI

V Sloveniji Se ni sistematskih raziskav genotoksi¢nosti pitnih in embaliranih vod, ¢eprav
posamezne raziskave obstajajo. Filipi¢ in sod. (2004) so izvedli raziskavo mutagenosti
ustekleniCenih in izvirskih vod. Testiranje so izvedli s standardnim Amesovim testom na
bakteriji Salmonella typhimurium. Amesov test povratnih mutacij je metoda za dolo¢anje
kemijskih substanc, ki povzrocajo poSkodbe genov, ki vodijo v mutacije. Rezultati, ki so
jih dobili, so pokazali, da noben od vzorcev ni bil mutagen. Na zalost je omejitev
bakterijskih testov in vecine testov s sesalskimi celicami, da ne izrazajo encimov za
metabolno pretvorbo posrednih mutagenov v kon¢no obliko. Zato so nadaljnje raziskave
izvedli na ¢loveskih jetrnih celicah HepG2, ki tudi in vitro ohranjajo aktivnosti encimov I
in Il faze presnove. Te celice so sposobne pretvarjati indirektne mutagene v kon¢no
mutageno obliko brez dodajanj encimov za aktivacijo promutagenov (Knassmiiller in sod.,
2004). 1z tega razloga bolje odrazajo dogajanja v ¢loveSskem organizmu in so rezultati
testiranj na teh celicah bolj relevantni za predvidevanje u€inkov v ¢loveskem organizmu
kot rezultati dobljeni z drugimi testnimi sistemi, kjer so kot testni organizmi uporabljene
bakterije ali rastline. Pri omenjeni raziskavi so s kometnim testom ugotavljali sposobnost
stekleni¢enih vod (Oda, Izvir, Dana), da povzrocijo poskodbe DNA na celicah HepG2.
Ugotovili so, da noben od vzorcev ni povzro€il povecanja poskodb DNA. V tej raziskavi
so z Amesovim testom testirali tudi mutagenost vzorcev, testiranih v nasi diplomski nalogi.
Uporabili so 10 000 x koncentrirane vzorce in so testirali 3 koncentracije vodnih
ekstraktov: 1, 10 in 100 pL/plosco. Rezultati so pokazali, da koncentrirani vzorci
mineralnih in izvirskih vod niso bili mutageni v bakterijskem testnem sistemu na sevih
bakterije Salmonella typhimurium TA98 in TA100 (Filipi¢, 2004).

V drugi Studiji so preizkusili razli¢ne teste genotoksi¢nosti na vzorcih pitne vode iz treh
zajetij na obmoc¢ju Ljubljane. Kometni test so izvajali na cloveskih celicnih kulturah
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HepG2 in Caco2 ter na celicah prazivali Tetrahymena thermophila. Vzporedno so
genotoksi¢nost ocenjevali z Amesovim testom na bakteriji Salmonella typhimurium (sevi:
TA97a, TA100, in TA1535). Rezultati tega testa niso pokazali genotoksi¢nega delovanja,
medtem ko so rezultati dobljeni z alkalno razli¢ico kometnega testa pokazali potencialno
genotoksi¢no aktivnost na razli¢nih celi¢nih kulturah (Lah in sod., 2005).

Monarca in sod. (1998) so preucevali mutagenost vzorcev neobdelane in pitne vode iz
jezera, ki so bili odvzeti v dveh ¢asovnih obdobjih, poleti in pozimi. Pri tem so uporabili
Amesov test na bakteriji Salmonella typhimurium (seva: TA98 in TA100) in test
mikrojeder na rastlini Tradescantia. S pomocjo tega testa lahko ugotavljamo, ali neka snov
deluje klastogeno, povzroca spremembe v strukturi kromosoma, kjer pride do pridobitve,
izgube ali preureditve delov kromosoma. Rezultati Amesovega testa so pokazali, da so
vzorci neobdelane vode vsebovali bakterijske mutagene. Po dezinfekciji vode s klorovim
dioksidom je bila mutagenost vode zmanjSana, prav tako po dezinfekciji vode s
kombinacijo klorovega dioksida in ozona. Nasprotne rezultate so dobili po dezinfekciji z
NaClO, kjer se je mutagenost vzorcev, ki so jih odvzeli pozimi, povecala. Z nobeno
neobdelano vodo ni priSlo do poveCanega Stevila mikrojeder, medtem ko se je Stevilo
mikrojeder povecalo v primeru vode z NaClO, pri vzorcih tretiranih z drugimi
dezinfekcijskimi sredstvi pa se je Stevilo mikrojeder zmanjSalo v primerjavi s kontrolo. Iz
rezultatov raziskave lahko zaklju¢imo, da je za kvaliteto pitne vode zelo pomembno, katero
dezinfekcijsko sredstvo bo uporabljeno v ta namen. Ustrezna alternativa za dezinfekcijo z
NaClO je dezinfekcija s klorovim dioksidom in ozonom (Monarca in sod., 1998).

V drugi Studiji so preverjali genotoksi¢nost vodovodne klorirane in neobdelane
(neklorirane) vode treh mest v Koreji (Seoul, Taejon in Suwon) s pomoc¢jo Amesovega
testa na bakteriji Salmonella typhimurium (seva: TA98 in TA100) in s testom mikrojeder
na kostnem mozgu misi BDF1. Rezultati obeh testov so pokazali, da so vzorci vodovodnih
vod iz vseh treh mest delovali genotoksi¢no. Pri testiranju neobdelane (neklorirane) vode,
rezultati niso nakazovali genotoksi¢nega delovanja vode (Toxicity of..., 1995), iz Cesar je
razvidno, da je po vsej verjetnosti vzrok mutagenega delovanja vodovodne vode kloriranje
(Park in sod., 2000).

Citotoksi¢no in genotoksi¢no delovanje povrSinskih re¢nih vod in odpadnih vod so
ugotavljali z merjenjem bioluminiscence na bakteriji Photobacterium phosphoreum,
SOS/umu testa na bakteriji Salmonella typhimurium, sev TA 1535/ pSK1002 in merjenja
acetilholinesterazne aktivnosti v miSi¢nem tkivu ter testa odvijanja DNA v jetrnem tkivu
postrvi Onchorynchus mykiss. Vzorci testiranih re¢nih vod niso inhibirali bioluminiscence
pri izbrani bakteriji, kot tudi ne povisali B-galaktozidazno aktivnost bakterij pri SOS/umu
testu. Rezultati testiranj z odpadnimi vodami pa so pokazali, da te vode inhibirajo
oddajanje svetlobe pri bioluminiscentnem testu za vec kot 20 %, kot tudi rast bakterij pri
SOS/umu testu. Rezultati, dobljeni z umu-testom, so bili pri vecini rec¢nih vzorcev pod
mejo genotoksicnosti, razen tistith vzorcev, ki so bili odvzeti navzdol od mesta izpusta
odpadnih vod v reko. Poleg tega so ti vzorci inhibirali tudi acetilholinesterazno aktivnost v
miSi¢nem tkivu in znacilno povecali fragmentacijo DNA v jetrnem tkivu testirane vrste
postrvi. Vzorci reénih vod niso bili citotoksicni kot tudi ne genotoksicni na bakteriji
Salmonella typhimurium (Dizer in sod., 2002).
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Na Kitajskem so ugotavljali, ali ima klorirana pitna voda iz preiskovanega jezera (Dong) in
reke (Yangtze) genotoksi¢en ucinek na celicno kulturo HepG2 s pomocjo kometnega testa
in testa mikrojeder. Rezultati so pokazali, da so vsi vzorci povzrocili zna¢ilno povecano
migracijo DNA pri kulturi HepG2. Tudi Stevilo mikrojeder se je po tretiranju kulture
HepG2 s klorirano pitno vodo povisalo. Koli¢ina poskodb DNA se je spreminjala v
odvisnosti od letnega ¢asa odvzema vzorcev. Rezultati so pokazali, da vzorci odvzeti poleti
(avgust), povzrocajo znacilno ve¢ poskodb DNA v primerjavi z vzorci odvzetimi tekom
hladnejSega dela leta (marec) (Lu in sod., 2004).

Obstajajo tudi Studije, kjer so raziskovali u¢inek embalaze mineralne vode na organizme.
Biscardi in sod. (2003) so spremljali sproScanje mutagenih in kancerogenih snovi v
mineralno vodo (naravno in gazirano) iz embalaZe narejene iz polietilen tereftalata
(polyethilene terephthalate: PET). Pri tem so uporabili test mutagenosti na rastlini
Tradescantia, kjer so ugotavljali nastanek mikrojeder v celicah peloda omenjene rastline in
kometni test na Cloveskih levkocitih. Za detekcijo migrirajocih snovi, ki se sproS¢ajo iz
embalaze, so uporabili plinsko kromatografijo skupaj z masno spektrometrijo. Vzorci vod
so bili skladis¢eni v PET embalazi v trajanju od 1 do 12 mesecev. Testirali so tudi
neobdelano neustekleni¢eno vodo in vodovodno vodo. Vsak mesec so naklju¢no vzorcili
vodo in jo testirali. Povecanje tvorbe mikrojeder so zaznali samo pri vzorcih, ki so bili
skladiSceni 2 meseca. Rezultati testiranja neobdelane vode so bili negativni pri obeh testih,
medtem ko so bili vzorci vodovodne vode genotoksicni. Po 9 mesecih skladis¢enja v PET
embalazi so analize s plinsko kromatografijo in masno spektrometrijo pokazale prisotnost
negenotoksicnega hepatokancerogena, di (2-etilheksil) ftalata (Biscardi in sod., 2003).
Wegelin in sod. (2001) so ugotovili, da se iz PET embalaze v vodo lahko sprosc¢ajo tudi
acetaldehid in formaldehid, v odvisnosti od pogojev skladis¢enja (predvsem, ¢e se voda
skladisc¢i na soncni svetlobi) (Wegelin in sod., 2001).

Gilli in sod. (2005) so preucevali toksicnost pitne vode z uporabo naprave s
semipermeabilno membrano. Le-ta posnema difuzijski transport hidrofobnih organskih
snovi skozi bioloSke membrane. Naredili so monitoring povrSinskih vod, ki se predelajo, in
nato pitnih vod, ki iz teh nastanejo. Vzorce dobljene s to metodo so ekstrahirali in testirali s
testom akutne toksicnosti Microtox ter z Amesovim testom. Vzorce so tudi analizirali s
plinsko kromatografijo skupaj z masno spektrometrijo, da bi ugotovili prisotnost organskih
onesnazil, predvsem policikli¢nih aromatskih ogljikovodikov (PAQO). Rezultati so pokazali,
da so koncentracije PAO manjSe pri povrSinskih vodah, ki se potem predelajo. Ne glede na
to, je bila toksi¢nost vseeno podobna pri obeh vodah, povrSinskih in pitnih. Vzrok za to bi
lahko bila prisotnost drugih onesnazil v vzorcih, ne samo PAO (Gilli in sod., 2005).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 VZORCI

Za vsak posamezan vzorec smo skoncentrirali 50 litrov vode. Pred koncentriranjem smo
vodo nakisali s HCI (pH 2). Stekleno kolono smo napolnili z 12 g suhe smole (Serdolit
PADIV, Serva, Heidelberh, Nemcija), pretok vzorca prek smole smo uravnali na 40
mL/min. Koncentriranje posameznega vzorca je trajalo priblizno 20 ur. Absorbirane
organske snovi smo eluirali s 300 mL etilacetata s 3 urno ekstrakcijo po Soxhletu, topilo
smo odstranili z uparevanjem eluata pri 40 °C pri znizanem tlaku do manjSega volumna ter
nato do suhega s tokom dusika. Dobljeni suhi ekstrakt smo raztopili v 5 mL DMSO, kar
predstavlja 10 000 x koncentrirane vzorce. Vodo so skoncentrirali na Fakulteti za
farmacijo pod vodstvom dr. AleSa Mlinarica.

Koncentrirane vzorce smo v laboratoriju shranili pri temperaturi -20 °C.

Vzorce naravnih in mineralnih vod smo ostevil¢ili s Stevilkami od 1-14 (Preglednica 1).

Preglednica 1: Oznake vzorcev

Vrsta vode Stevilka vzorca
Klorirana vodovodna voda v plastenkah 1
Izvirska voda Oda v steklenicah 2
Mineralna voda v plastenkah 3
Deklorirana vodovodna voda v plastenkah 4
Izvirska voda Oda v plastenkah 5
Izvirska voda Izvir v 1,5 L plastenkah 6
Mineralna voda v steklenici z oznadenim rokom 7
uporabe do 8.01.2005

Mineralna voda v steklenicah z oznacenim rokom 8
uporabe do 2.09.2005

Mineralna voda v plastenkah z oznacenim rokom 9
uporabe do 25.08.2005 in 2.09.2005

Mineralna voda v steklenicah z ozna¢enim rokom 10
uporabe do 4.11.2005

Mineralna voda v steklenicah z oznaCenim rokom 11
uporabe do 4.07.2005

Izvirska voda Izvir v 19 L balonih 12
Mineralna voda v plastenkah z oznacenim rokom 13
uporabe do 24.09.2005 in 14.10.2005

Mineralna voda v plastenkah 14

3.2 CELICNA KULTURA HEPG2

Celi¢no kulturo HepG2 smo gojili v plastenkah za gojenje celi¢nih kultur (Corning Costar
Corporation, New York, ZDA), v mediju za celi¢ne kulture HepG2 (Preglednica 2), pri 37
°C v vlazni atmosferi s 5 % CO..
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Celi¢no linijo HepG2 je poklonil dr. Firouz Darroudi (Oddelek za kemijsko mutagenezo;
Univerza v Leidnu, Nizozemska) in jo hrani Nacionalni inStitut za biologijo, Oddelek za
gensko toksikologijo in biologijo raka, Vecna pot 111, Ljubljana.

Preglednica 2: Sestavine medija za gojenje celi¢ne kulture HepG2 (50 mL)

Sestavine Proizvajalec Kataloska Stevilka | Koli¢ina
Penicilin/streptomicin EuroClone ECB 3001 D 0,5 mL
(10" E/ml)

200 mM L-glutamin EuroClone ECD 300 D 1 mL
Fetalni goveji serum EuroClone EU 5002003 7,5 mL
(FBS)

Williams medij E Sigma W-1878 41 mL

3.3 TESTMTT

Za testiranje citotoksi¢nosti vzorcev vod smo uporabili test MTT, po Mosmannu (1983) z
manjS$imi modifikacijami. Celice HepG2 smo gojili v plastenkah za gojenje celi¢nih kultur
s povr§ino 75 cm®. Pri 80 % preraséenosti plogée smo celice presadili; odstranili smo medij
in celice sprali z 1x PBS. Odlepljali smo jih z 0,1 % tripsinom za celice HepG2. Ko so se
celice odlepile, smo jim dodali medij, da smo ustavili delovanje tripsina. Nato smo jih
centrifugirali 5 minut pri 800 obratih/minuto. Odstranili smo supernatant in celice
resuspendirali v mediju. Celi¢no suspenzijo smo potem 8-10 x previdno potegnili s
pomocjo brizge skozi injekcijsko iglo in na ta nain dobili suspenzijo posameznih celic.
Nato smo jih nasadili na mikrotitersko plos¢o s 96 luknjicami (gostota 10 000
celic/luknjico kar ustreza 50 000 celic/mL). Stevilo celic smo dologali s §tetjem v Tiirkovi
komori. Predhodno smo celice barvali z raztopino tripan modrega, v razmerju 1:5 (10 uL
celi¢ne suspenzije in 40 pL barvila).

Po nasaditvi smo celice inkubirali 3-4 ure, da so se pritrdile. Nato smo odstranili celi¢ni
medij in ga zamenjali s svezim medijem z razlicnimi koncentracijami vzorcev oziroma s
kontrolo. Testirali smo 3 koncentracije vzorcev: 0,1, 1 in 10 uL. koncentrata/mL, kar je
ekvivalentno 1, 10 in 100 mL vzorca nekoncentrirane vode/mL. Kon¢na koncentracija
DMSO v vzorcih je bila 1 %. Naredili smo kontrolo medija, kjer smo celice izpostavili le
celi¢nemu mediju in kontrolo topila, kjer smo celice izpostavili 1 % DMSO, da bi izlocili
morebiten vpliv topila na celice. Po menjavi medija smo celice inkubirali 20 ur pri 37 °C v
vlazni atmosferi s 5 % CO,. Nato smo dodali 10 % reagent MTT (5 mg/mL). Celice smo v
prisotnosti MTT inkubirali Se nadaljne 3 ure. Nato smo odstranili supernatant in pazili, da
nismo odstranili formazanskih kristalov. Kristale smo nato raztopili v 200 uL. DMSO. Po
koncanem postopku smo merili opti¢no gostoto (OD) pri valovni dolzini 570 nm in
referen¢nem filtru 690 nm. Koli¢ina nastalih formazanskih kristalov oziroma izmerjena
OD pri svetlobi valovne dolzine 570 nm z referen¢nim filtrom 690 nm je sorazmerna
Stevilu zivih celic. Vsako koncentracijo vzorca smo naredili v 5 paralelah.

Rezultati so prikazani kot odstotek prezivetja celic, ki so bile izpostavljene vzorcem v
primerjavi s kontrolno skupino. Odstotek prezivetja smo izracunali po naslednji formuli:

Odstotek prezivetia = (OD vzorca)/(OD kontrolne skupine) *100 (1)



Petkovi¢ J. Citotoksi¢no in genotoksi¢no delovanje naravnih in mineralnih vod na celice HepG2. 14
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2006

OD vzorca: povpre¢na vrednost OD (570/690) 5 paralel vzorca (celic, tretiranih z
vzorcem)

OD kontrolne skupine: povpre¢na vrednost OD (570/690) 5 paralel kontrolne skupine
(celic, tretiranih s kontrolo).

Pri analizi rezultatov smo uporabili program SigmaStat 3.0 (SPSS, Cikago, ZDA). Za
analizo razlik med celicami tretiranimi z vzorci in kontrolnimi celicami smo uporabili
enosmerno analizo variance (ANOVA, Kruskal-Wallis).

3.4 KOMETNI TEST

Kometni test smo izvedli po postopku, kot ga je opisal Singh (1988) z manjSimi
modifikacijami. Celice HepG2 smo gojili v plastenkah za gojenje celi¢nih kultur s
povr§ino 75 cm?® Pri 80 % preraséenosti plosée smo odstranili medij, celice sprali z 1x
PBS in jih pozeli z 0,1 % tripsinom za celice HepG2. Ko so se celice odlepile, smo jim
dodali medij, da smo ustavili delovanje tripsina. Nato smo jih centrifugirali 5 minut pri 800
obratih/minuto. Odstranili smo supernatant in celice resuspendirali v mediju. Pri kometnem
testu potrebujemo posamezne celice, zato smo celi¢no suspenzijo 8-10 x previdno potegnili
s pomocjo brizge skozi injekcijsko iglo.

Celice smo nasadili na plos¢e s 6 luknjami. Po 3-4 urah, ko so se celice pritrdile, smo jim
zamenjali serumski medij s koncentriranimi vzorci in kontrolami. Testirali smo 3
koncentracije vzorcev: 0,01, 0,1 in 1 pL. koncentrata/mL, kar je ekvivalentno 0,1, 1 in 10
mL vzorca nekoncentrirane vode/mL. Kon¢na koncentracija DMSO v vzorcih je bila 0,1
%. Naredili smo kontrolo medija (celice smo izpostavili le celicnemu mediju) in kontrolo
topila (celice smo izpostavili 0,1 % DMSO v celicnem mediju). Kot pozitivno kontrolo
smo uporabili mutagen benzo(a)piren (B(a)P) s 30 uM koncentracijo. B(a)P smo izbrali kot
pozitivno kontrolo, zato ker se nahaja v okolju kot onesnazilo in so organizmi lahko v
vsakdanjem zivljenju v stiku z njim. Za vsako koncentracijo vzorcev, pozitivho in obe
negativni kontroli, smo naredili 3 neodvisne poskuse. Po zamenjavi medija smo celice
inkubirali 20 ur pri 37 °C v atmosferi s 5 % CO..

3.4.1 Priprava in nanos celi¢ne suspenzije na objektna stekelca

Po 20 urah inkubacije celic z vzorci, smo celice poZeli. Celicam smo odstranili medij, jih
sprali z 1x PBS in dodali 0,1 % tripsin. Ko so se celice odlepile od podlage, smo jim dodali
svez medij in jih nato centrifugirali 5 minut pri 800 obratih/minuto. Po koncanem
centrifugiranju smo celicam odstranili supernatant in jih resuspendirali v 60 pL medija. Na
peskana objektna stekelca (Gerhard Menzel Glastearheitung swerk, Brammschwerg,
Nemcija), ki smo jih pred uporabo ¢ez no¢ namocili v metanolu, da smo jih razmastili, smo
najprej nanesli 80 uL 1 % agaroze z normalno temperaturo taljenja (normal melting point
agarose: NMP agaroza) in agarozo pokrili s krovnim stekelcem. Objektnik smo za 5 minut
polozili na hladno (4 °C), da se je agaroza strdila. Nato smo odstranili krovna stekelca in
nanesli drugo plast agaroze, ki je vsebovala 70 uL 1 % agaroze z nizjo tocko taljenja (low
melting point agarose: LMP agaroza) pomeSane s 30 pL celicne suspenzije. Objektnike
smo pokrili s krovnimi stekelci in jih polozili na hladno za 5 minut. Pred zacetkom testa
smo obe agarozi raztopili v mediju brez seruma z meSanjem in segrevanjem do vrelisca.
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3.4.2 Alkalna liza celic

Objektnim stekelcem s celicami smo odstranili krovnike in jih potopili v raztopino za
liziranje (pH 10) najmanj za 1 uro pri 4 °C v temi. Zaradi visokega pH (10) se razgradijo
proteini in RNA (ribonukleinska kislina), detergenti pa razgradijo celi¢ne membrane.

3.4.3 Odvijanje DNA in elektroforeza

Po koncanem liziranju celic smo stekelca prelozili v elektroforetsko kadicko, enega zraven
drugega, tako da so bili deli z gelom obrnjeni v isto smer (proti anodi). Prelili smo jih s
sveze pripravljenim na 4 °C ohlajenim elektroforetskim pufrom z visokim pH (13).
Alkalno odvijanje je potekalo 20 minut. Temu je sledila elektroforeza. DNA smo
izpostavili elektriénem polju pri napetosti 25 V (0,5-1 V/ecm). Tok 300 mA smo uravnali z
gladino elektroforetskega pufra. Elektroforeza je potekala 20 minut pri 10 °C v temi.

3.4.4 Nevtralizacija

Po koncani elektroforezi smo stekelca prelozili v kadi¢ko z nevtralizacijskim pufrom za 15
minut na 4 °C v temi. Do mikroskopiranja smo objektna stekelca shranjevali v plasti¢ni
kadicki, oblozeni z vlazno stani¢evino. S tem smo preprecili, da bi se geli izsusili.

3.4.5 Slikanje jeder celic

Pred mikroskopiranjem smo gele na objektnikih barvali z etidijevim bromidom (EtBr) s
koncentracijo 5 pg/ mL (20 pL). Komete smo opazovali pod mikroskopom (Nikon Eclipse
E800, Japonska) s fluorescentno svetlobo (Nikon HB-10104 HF, Japonska). Jedra celic
smo slikali pod 400x povecavo s pomocjo ¢rno-bele kamere (Hitachi Denski, Japonska).
Ekscitacijski filter za etidijev bromid je 515-560 nm, zaporni pa 590 nm. Za zajemanje
slike kometov smo uporabili program Lucia G. Za vsak vzorec in kontrole smo slikali 50
jeder celic. Jedra so v obliki kometov, pri ¢emer je glava kometa jedro, rep kometa pa
DNA, ki je migrirala iz jedra.

3.4.6 Merjenje poSkodb DNA in analiza rezultatov

Poskodbe DNA smo merili s programom VisCOM (TillPhotonics Jena, Nemcija). Merili
smo odstotek DNA, ki je pri elektroforezi prepotoval iz glave v rep kometa. Cim bolj je
DNA poskodovana, tem ve¢ je v elektricnem polju prepotuje iz glave v rep kometa.
Odstotek DNA v repu kometa smo racunali po formuli:

DNA, =100x Y I,/ Y Iu+ Y I -(2)
Pri tem je Iy intenziteta toc¢ke v glavi, I; pa intenziteta tocke v repu.

Rezultate smo statisticno obdelali s programom GraphPad Prism 3.02 (Richmond,
Virginia, ZDA). Za analizo razlik med celicami tretiranimi z vzorci in kontrolnimi celicami
smo uporabili enosmerno analizo variance (ANOVA, Kruskal-Wallis). Za primerjavo
median odstotka DNA v repu smo uporabili test Dunnett, pri ¢emer smo p < 0,001 dolocili
kot statisti¢no znacilno razliko.

3.5 PRIPRAVA RAZTOPIN IN PUFROV

NMP in LMP agarozo smo pripravili v 1 % koné¢ni koncentraciji (Preglednica 3). Agarozo
smo raztopili v mediju brez seruma, nato pa segrevali do vrelisca.
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Preglednica 3: NMP in LMP agaroza

Sestavine Proizvajalec KataloSka §t. Koli¢ina
NMP agaroza Gibco BRL, Paisley | 15510-027 100 mg/ 10 mL
medija
LMP agaroza Gibco BRL, Paisley | 15517-022 100 mg/ 10 mL
medija
Medij brez seruma 10 mL

Agarozo raztopimo v mediju brez seruma z meSanjem, nato segrevamo do vreliS¢a
(mikrovalovna pecica).

Preglednica 4: Raztopina za alkalno lizo celic

Sestavine Proizvajalec Kataloska St. Koli¢ina
NaCl Merck 1.06404.1000 146,4 g
Na,EDTA Sigma E-5134 372 ¢g
Tris Merck 1.08382.0100 121 g
Destilirana voda do 1000 ml
Triton® Sigma X 100 1 % (10 mL)

Raztopina za alkalno liziranje vsebuje 2,5 M NaCl, 100 mM Na,EDTA, 10 mM Tris in
Triton® v kon¢ni koncentraciji 1 %. pH smo uravnali z 10 M NaOH na 10,00. Sestavine
smo pripravili v koli¢inah nastetih v Preglednici 4.

Preglednica 5: Elektroforetski pufer

Sestavine Proizvajalec KataloSka §t. Koli¢ina
10 M raztopina NaOH Merck 1.06482.1000 30 ml
0,2 M raztopina Na,EDTA Sigma E-5134 Sml
Destilirana voda do 1000 ml

Elektroforetski pufer vsebuje 300 mM NaOH in 1 mM Na,EDTA. Sestavine smo pripravili
v koli¢inah nastetih v Preglednici 5.

Preglednica 6: Raztopina za nevtralizacijo

Sestavine Proizvajalec KataloSka S$t. Koli¢ina
Tris Merck 1.08382.0100 48,44 g
Destilirana voda do 1000 ml

Raztopina za nevtralizacijo vsebuje 0,4 M Tris. pH smo uravnali s HCI (36-38 %) na 7,5.
Sestavine smo pripravili v koli¢inah nastetih v Preglednici 6.

Vse raztopine in pufre za kometni test vedno pripravimo sveze, pred uporabo pa jih
shranjujemo na 4 °C.
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4 REZULTATI

4.1 TESTMTT

Za preverjanje citotoksi¢nosti vzorcev naravnih in mineralnih vod na c¢loveski celi¢ni
kulturi HepG2 smo uporabili test MTT. Vsako koncentracijo vzorca smo naredili v 5
paralelah. Pri vsakem testu smo naredili kontrolo medija (celice gojene v celicnem mediju)
in kontrolo topila (celice gojene v mediju, ki je vseboval 1 % DMSO). V nobenem primeru
nismo ugotovili znacilnih razlik med obema kontrolama, zato smo v rezultatih prikazali le
kontrolo topila, na katerega smo primerjali rezultate. Rezultate smo prikazali kot
povprecne vrednosti in izracunali standardne odklone.
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Slika 3: Vpliv razli¢nih koncentracij vzorca 1 na prezivetje celic HepG2

Celice HepG2 smo izpostavili vzorcu 1 v 3 koncentracijah (0,1, 1 in 10 pL koncentrata/mL, kar je
ekvivalentno 1, 10 in 100 mL vzorca nekoncentrirane vode/mL) za 20 ur in nato ugotavljali citotoksi¢no
delovanje vzorca s testom MTT. Celice kontrole smo izpostavili 1 % DMSO (topilo).

Rezultati so podani kot odstotek prezivetja glede na kontrolo topila (+ STD). Za analizo razlik med celicami
tretiranimi z vzorci in kontrolnimi celicami smo uporabili enosmerno analizo variance (ANOVA, Kruskal-
Wallis).

Iz rezultatov je razvidno, da nobena koncentracija vzorca 1 (0,1, 1 in 10 pL
koncentrata/mL) ni delovala citotoksi¢no na celice HepG2 po 20 urni izpostavitvi celic
vzorcu (Slika 3).
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Slika 4: Vpliv razli¢nih koncentracij vzorca 2 na prezivetje celic HepG2

Legenda: glej sliko 3

Ugotovili smo, da vzorec 2 pri nobeni testirani koncentraciji ni deloval citotoksi¢no na
celice HepG2 (Slika 4).
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Slika 5: Vpliv razli¢nih koncentracij vzorca 3 na prezivetje celic HepG2

Legenda: glej sliko 3

Vzorec 3 ni pri nobeni koncentraciji deloval citotoksi¢no na celice HepG2 po 20 urni
izpostavitvi (Slika 5).
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Slika 6: Vpliv razli¢nih koncentracij vzorca 4 na prezivetje celic HepG2

Legenda: glej sliko 3

Pri nobeni koncentraciji vzorca 4 nismo opazili statisticno znacilnega vpliva na prezivetje
celic (Slika 6).
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Slika 7: Vpliv razli¢nih koncentracij vzorca 5 na prezivetje celic HepG2

Legenda: glej sliko 3
* prikazuje statisticno znacilno razliko glede na kontrolo (test Dunnet, p < 0,05).

Vzorec 5 je pri dveh testiranih koncentracijah (0,1 in 10 pL. koncentrata/mL) statisti¢no
znacilno zmanjsal preZivetje celic. Odstotek preZivetja pri najmanjsi koncentraciji (0,1 pL
koncentrata/mL) je bil 78,83 % glede na kontrolo, pri najvecji testirani koncentraciji
vzorca 5 pa se je prezivetje zmanjSalo na 64,18 % v primerjavi s kontrolno skupino (Slika
7).
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Slika 8: Vpliv razli¢nih koncentracij vzorca 6 na prezivetje celic HepG2

Legenda: glej sliko 3
* prikazuje statisticno znacilno razliko glede na kontrolo (test Dunnet, p < 0,05).

Statisticno znacilen vpliv vzorca 6 na prezivetje celic smo opazili le pri najvecji
koncentraciji vzorca (10 pL koncentrata/mL), kjer je prezivelo le 63,95 % celic v
primerjavi s kontrolno skupino (Slika 8).
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Slika 9: Vpliv razli¢nih koncentracij vzorca 7 na prezivetje celic HepG2

Legenda: glej sliko 3

Rezultati so pokazali, da vzorec 7 pri nobeni testirani koncentraciji ni deloval citotoksi¢no
na celice HepG2 po 20 urni izpostavitvi (Slika 9).
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Slika 10: Vpliv razli¢nih koncentracij vzorca 8 na prezivetje celic HepG2

Legenda: glej sliko 3

Iz rezultatov je razvidno, da vzorec 8 pri nobeni koncentraciji ni deloval citotoksi¢no na
celice HepG2 (Slika 10).
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Slika 11: Vpliv razli¢nih koncentracij vzorca 9 na prezivetje celic HepG2

Legenda: glej sliko 3
* prikazuje statisticno znacilno razliko glede na kontrolo (test Dunnet, p < 0,05).

Rezultati, ki smo jih dobili pri testiranju citotoksi¢nosti vzorca 9 kazejo, da pri
koncentracijah 0,1 in 1 puL koncentrata/mL vzorec ni deloval citotoksi¢no, medtem ko smo
pri najvecji koncentraciji (10 pL koncentrata/mL) opazili mocno zmanjSanje preZivetja
celic. Glede na kontrolno skupino je prezivelo le 18,94 % celic (Slika 11).
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Slika 12: Vpliv razli¢nih koncentracij vzorca 10 na prezivetje celic HepG2

Legenda: glej sliko 3
* prikazuje statisticno znacilno razliko glede na kontrolo (test Dunnet, p < 0,05).

Rezultati, ki smo jih dobili po tretiranju celic HepG2 z vzorcem 10 kaZejo, da je testirani
vzorec pri najvecji koncentraciji (10 uL koncentrata/mL) moc¢no zmanjsal prezivetje celic.
Glede na kontrolno skupino je prezivelo je 10,33 % celic (Slika 12).

140

120

T
100

80 -

60 -

40

20 +

0 A T T T
0 0,1 1 10

uL koncentrata/mL

% prezivetja

Slika 13: Vpliv razli¢nih koncentracij vzorca 11 na prezivetje celic HepG2

Legenda: glej sliko 3

Pri nobeni izmed testiranih koncentracij vzorca 11 (0,1, 1 in 10 pL koncentrata/mL) nismo
opazili znacilnega vpliva na prezivetje celic (Slika 13).
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Slika 14: Vpliv razli¢nih koncentracij vzorca 12 na prezivetje celic HepG2

Legenda: glej sliko 3

Iz rezultatov je razvidno, da nobena izmed testiranih koncentracij vzorca 12 ni delovala
citotoksi¢no na celice HepG2 po 20 urni izpostavitvi (Slika 14).
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Slika 15: Vpliv razli¢nih koncentracij vzorca 13 na prezivetje celic HepG2

Legenda: glej sliko 3
* prikazuje statisticno znacilno razliko glede na kontrolo (test Dunnet, p < 0,05).

Pri najvecji koncentraciji vzorca 13 smo opazili statisticno znacilen vpliv na preZivetje
celic. V primerjavi s kontrolno skupino je prezivelo le 31,52 % celic (Slika 15).
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Slika 16: Vpliv razli¢nih koncentracij vzorca 14 na prezivetje celic HepG2

Legenda: glej sliko 3
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Vzorec 14 ni pri nobeni koncentraciji deloval citotoksi¢no na celice HepG2 po 20 urah

izpostavitve (Slika 16).
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4.2 KOMETNI TEST

Z alkalno razli¢ico kometnega testa smo preverjali genotoksi¢nost vzorcev naravnih in
mineralnih vod na celi¢ni kulturi HepG2.
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Slika 17: Vpliv razli¢nih koncentracij vzorca 1 na poskodbe DNA celic HepG2

Celice HepG2 smo za 20 ur izpostavili razlicnim koncentracijam vzorcev vod (1, 0,1 in 0,01 pL
koncentrata/mL). Kontrolno skupino smo izpostavili topilu, ki je vsebovalo 0,1 % DMSO. Celice smo
izpostavili tudi delovanju 30 uM B(a)P, ki je predstavljal pozitivno kontrolo. Poskus smo ponovili v 3
neodvisnih ponovitvah in v vsakem poskusu analizirali 50 jeder. Rezultati so podani kot odstotek DNA v
repu in prikazani kot grafikon kvantilov. Razlike med celicami tretiranimi z vzorci in kontrolnimi celicami
smo analizirali z enosmerno analizo variance (ANOVA, Kruskal-Wallis). Za primerjavo median odstotka
DNA v repu smo uporabili test Dunnet, pri cemer smo p < 0,001 dolo¢ili kot statisticno znacilno razliko.

+ prikazuje statisticno znacilno zmanjSanje (test Dunnet, p < 0,001). ** prikazuje statisticno znacilno
povecanje (test Dunnet, p < 0,001).

Ugotovili smo, da po 20 urah vzorec 1 pri koncentracijah 0,01, 0,1 in 1 pL
koncentrata/mL, ni povzrocil poskodbe DNA v primerjavi s kontrolno skupino. Pozitivna
kontrola se je statisti¢no znacilno razlikovala od negativne kontrole (Slika 17).
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Slika 18: Vpliv razliénih koncentracij vzorca 2 na poskodbe DNA celic HepG2

Legenda: glej sliko 17

Rezultati so pokazali, da po 20 urah vzorec 2 pri koncentracijah 0,01, 0,1 in 1 pL
koncentrata/mL, ni povzrocil poskodbe DNA v primerjavi s kontrolno skupino. Opazili
smo celo znacilno zmanjSanje posSkodb pri najvecji koncentraciji (1 pL koncentrata/mL).
Pozitivna kontrola se je statisticno znacilno razlikovala od negativne kontrole (Slika 18).
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Slika 19: Vpliv razliénih koncentracij vzorca 3 na poskodbe DNA celic HepG2

Legenda: glej sliko 17

Tudi rezultati, ki smo jih dobili pri testiranju vzorca 3, niso pokazali genotoksi¢nega
delovanja. Pozitivna kontrola se je statisticno znacilno razlikovala od negativne kontrole
(Slika 19).
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Slika 20: Vpliv razli¢nih koncentracij vzorca 4 na poskodbe DNA celic HepG2

Legenda: glej sliko 17

Rezultati so pokazali, da po 20 urah vzorec 1 pri koncentracijah 0,01, 0,1 in 1 pL
koncentrata/mL, ni povzro€il poskodbe DNA v primerjavi s kontrolno skupino. Pozitivna
kontrola se je statisticno znacilno razlikovala od negativne kontrolne skupine (Slika 20).
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Slika 21: Vpliv razliénih koncentracij vzorca 5 na poskodbe DNA celic HepG2

Legenda: glej sliko 17

Rezultati, ki smo jih dobili po 20 urnem tretiranju celic HepG2 z vzorcem 5 kazejo, da je
testirani vzorec pri koncentraciji 0,01 puL koncentrata/mL statisticno znacilno vplival na
povecanje odstotka DNA v repu v primerjavi s kontrolno skupino. Pozitivna kontrola se je
statisti¢no znacilno razlikovala od negativne kontrole (Slika 21).
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Slika 22: Vpliv razli¢nih koncentracij vzorca 6 na poskodbe DNA celic HepG2

Legenda: glej sliko 17

Opazili smo, da je najmanjSa koncentracija vzorca 6 (0,01 puL koncentrata/mL) delovala
genotoksi¢no na celice HepG2 po 20 urni izpostavitvi v primerjavi s kontrolno skupino.
Pozitivna kontrola se je statisticno znacilno razlikovala od negativne kontrole (Slika 22).
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Slika 23: Vpliv razli¢nih koncentracij vzorca 7 na poSkodbe DNA celic HepG2

Legenda: glej sliko 17

Ugotovili smo, da po 20 urah vzorec 7 pri koncentracijah 0,01, 0,1 in 1 pL
koncentrata/mL, ni povzrocil poskodbe DNA v primerjavi s kontrolno skupino. Pozitivna
kontrola se je statisti¢éno znacilno razlikovala od negativne kontrolne skupine (Slika 23).
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Slika 24: Vpliv razli¢nih koncentracij vzorca 8 na poskodbe DNA celic HepG2

Legenda: glej sliko 17

Tudi rezultati, ki smo jih dobili po tretiranju celic z vzorcem 8, niso pokazali
genotoksi¢nega delovanja. Pozitivna kontrola se je statisticno znacilno razlikovala od
negativne kontrole (Slika 24).
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Slika 25: Vpliv razli¢nih koncentracij vzorca 9 na poskodbe DNA celic HepG2

Legenda: glej sliko 17

Ugotovili smo, da 20 urno tretiranje celic HepG2 z vzorcem 9 ni pokazalo genotoksi¢nega
vpliva v primerjavi s kontrolno skupino. Pozitivha kontrola se je statisticno znacilno
razlikovala od negativne kontrole (Slika 25).
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Slika 26: Vpliv razli¢nih koncentracij vzorca 10 na poskodbe DNA celic HepG2

Legenda: glej sliko 17

Ugotovili smo, da po 20 urah vzorec 10 pri koncentracijah 0,01, 0,1 in 1 pL
koncentrata/mL ni povzrocil poSkodbe DNA v primerjavi s kontrolno skupino. Pozitivna
kontrola se je statisti¢no znacilno razlikovala od negativne kontrole (Slika 26).
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Slika 27: Vpliv razli¢nih koncentracij vzorca 11 na poskodbe DNA celic HepG2
Legenda: glej sliko 17

Rezultati so pokazali, da vzorec 11 pri nobeni koncentraciji (0,01, 0,1 in 1 pL
koncentrata/mL) ni povzro€il poSkodbe DNA v primerjavi s kontrolno skupino. Pozitivna
kontrola se je statisti¢no znacilno razlikovala od negativne kontrole (Slika 27).
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Slika 28: Vpliv razli¢nih koncentracij vzorca 12 na poskodbe DNA celic HepG2

Legenda: glej sliko 17

Tudi rezultati, ki smo jih dobili po tretiranju celic z vzorcem 12, niso pokazali
genotoksi¢nega delovanja. Pozitivna kontrola se je statisticno znacilno razlikovala od
negativne kontrole (Slika 28).
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Slika 29: Vpliv razli¢nih koncentracij vzorca 13 na poskodbe DNA celic HepG2

Legenda: glej sliko 17

Ugotovili smo, da vzorec 13 pri nobeni koncentraciji (0,01, 0,1 in 1 uL koncentrata/mL) ni
povzrocil povecanje poskodb DNA v primerjavi s kontrolno skupino. Pozitivna kontrola se
je statisti¢no znacilno razlikovala od negativne kontrole (Slika 29).
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Slika 30: Vpliv razli¢nih koncentracij vzorca 14 na poskodbe DNA celic HepG2

Legenda: glej sliko 17

Rezultati, ki smo jih dobili po 20 urnem tretiranju celic HepG2 z vzorcem 14 kazejo, da
testirani vzorec pri nobeni koncentraciji (0,01, 0,1 in 1 pL koncentrata/mL) ni statisticno
znacilno vplival na povecanje poSkodb DNA v primerjavi s kontrolno skupino. Pozitivna
kontrola se je statisticno znacilno razlikovala od negativne kontrole (Slika 30).
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

V povrsinske vode, kot so reke, jezera in morja, se izlivajo velike koli¢ine onesnazenih
vod. V veliki meri so to industrijske ali komunalne odpadne vode, v reke pa se iztekajo
tudi onesnazene vode z izpiranjem kmetijskih povrSin. Glede na to, da se povrsinske vode
ponekod uporabljajo kot vir pitne vode, za kmetijske, rekreacijske in druge aktivnosti, ne
bi smele vsebovati zdravju Skodljivih snovi. Onesnazenje vodnih ekosistemov ni problem
le za ljudi ampak tudi za druga Ziva bitja (Houk, 1992). Med onesnazili vode so pogosto
tudi mutagene in genotoksi¢ne snovi (Dearfield in sod., 2002). Genotoksini lahko
poskodujejo nosilko primarnih informacij v zivih sistemih, molekulo DNA.
Najpomembnejsa reakcija prizadetih celic ali organizmov je popravljanje poskodb DNA.
Popravljalne sposobnosti in kapacitete se razlikujejo od organa do organa in variirajo pri
razlicnih organizmih. Posledice ponavljajoCega se genotoksi¢nega stresa so vecja
verjetnost nastanka mutacij, pospeSeno staranje celic, neucinkovito prilagajanje na
spremembe  Zivljenjskih pogojev, zmanjSanje plodnosti in v najhujSem primeru
kancerogeneza ter smrt (Reifferscheid in Grummt, 2000). Izpostavljenost genotoksinom
doprinasa tudi k kopiCenju mutacij, ki se bodo izrazile Sele pri naslednjih generacijah
(Filipi¢, 2004), kar pomeni, da so ti ucinki zelo dolgotrajni in nepovratni. Obstajajo
Stevilne metode, s katerimi lahko ugotovimo, do kaksne mere so vode onesnazene. Najbolj
neposredna metoda je doloCanje specifi¢nih onesnazil s kemijsko analizo (Ohe in sod.,
2004). O dolocenih zelo pogostih onesnazilih je veliko znanega, zato je relativno
enostavno ugotoviti njihov vir in predvideti ter obvladati posledice onesnazevanja (White,
2002). V nasprotju s tem se veliko manj pozornosti posveca prepoznavanju neobicajnih,
manj zastopanih mutagenov (Ohe in sod., 2004). Na osnovi rezultatov kemijskih analiz ne
moremo predvideti bioloskega ucinka na ziva bitja, predvsem zaradi moznih sinergisti¢nih
in antagonisti¢nih interakcij (Knasmiiller in sod., 1998), kar je tudi pomanjkljivost
kemijskih analiz. V zadnjih letih se za doloCanje onesnazenosti vod vse bolj uveljavlja
uporaba bioloskih testov, ki pokaZejo uc¢inek vseh kemijskih snovi, prisotnih v vzorcu, kot
tudi njihove medsebojne interakcije. Bioloski testi omogocajo tudi dolo¢anje toksi¢nosti in
potencialne mutagenosti brez predhodne identifikacije komponent ali fizikalno-kemijskih
raziskav vzorca (Ohe in sod., 2004). V nekaterih drzavah (Sao Paolo) so bioloski testi ze
vkljuc¢eni v program monitoringa pitnih vod (Umbuzeiro in sod., 2004), mnogi pa jih
predlagajo kot dopolnilne metode kemijskim analizam (Ohe in sod., 2004).

V diplomski nalogi smo z in vitro testnimi sistemi preverjali citotoksi¢no in genotoksi¢no
delovanje 14 vzorcev naravnih in mineralnih vod na celice HepG2. V pitnih vodah so
onesnazila v vecini primerov prisotna v zelo majhnih koncentracijah, zato se vefinoma
bioloSka testiranja izvajajo na predhodno koncentriranih vzorcih. Vzorci, ki smo jih v
nalogi testirali, so bili 10 000 x koncentrirani. Citotoksi¢nost smo preverjali s testom MTT.
Ugotovili smo, da so vzorci 5, 6, 9, 10 in 13 zmanjsali prezivetje celic HepG2 v primerjavi
s kontrolno skupino. Trije od teh petih citotoksi¢nih vzorcev so prezivelost zmanjsali celo
za ve¢ kot 50% (vzorci 9, 10 in 13). To pomeni, da so ti vzorci vsebovali eno ali vec
citotoksi¢nih snovi, vendar pa nam rezultati testa MTT ne ponujajo odgovora, katere snovi
so odgovorne za citotoksi¢nost testiranih vzorcev. Ce bi Zeleli ugotoviti vzrok zmanj$anega
prezivetja celic, bi morali s kemijskimi analizami v kombinaciji z bioloski testi dolociti
citotoksi¢ne sestavine vzorca.
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Genotoksi¢nost vzorcev vod smo preverjali z alkalno razli¢ico kometnega testa. Rezultati
so pokazali, da je vzorec 2 povzrocil celo znacilno zmanjSanje poskodb v primerjavi s
kontrolno skupino. Po drugi strani sta vzorca 5 in 6 povzrocila statisticno znacilno
povecanje poskodb DNA v primerjavi s kontrolno skupino. Pozitivni rezultat kometnega
testa se opredeli na osnovi vec kriterijev. Ti obsegajo od koncentracije odvisno povecanje
poskodb DNA in odgovarjajoce statisticno znacilno povecanje poSkodovanosti DNA pri
eni ali ve¢ dozah (Tice in sod., 2000). Vzorca 5 in 6 sta povzrocila statisticno znacilno
povecanje poskodb DNA, vendar to povecanje poskodb DNA ni bilo odvisno od doze
oziroma koncentracije vzorca, zato na osnovi predlaganih kriterijev za oceno
genotoksi¢nosti ne moremo z gotovostjo trditi niti da sta genotoksi¢na za gojene sesalske
celice, niti, da nista. Genotoksi¢nost vzorcev, ki smo jih testirali v nasi diplomski nalogi, je
bila predhodno testirana tudi s standardnim Amesovim testom. Rezultati so pokazali, da
vzorci mineralnih in izvirskih vod niso delovali genotoksi¢no v bakterijskem testnem
sistemu s sevi bakterije Salmonella typhimurium TA98 in TA100 (Filipi¢, 2004).

Alkalna razli¢ica kometnega testa je zelo obcutljiva metoda za zaznavanje povzroCanja
poskodb DNA vendar, je njegova pomanjkljivost, da ne moremo natancno dolociti narave
poskodb, ki jih s testom zaznamo (Horvatova in sod., 1998). Prelomi DNA, ki jih zaznamo
so pogosto prehodne poskodbe, ki se v odvisnosti od ¢asa izpostavitve lahko popravijo
(Zegura in sod., 2003). V nasi nalogi smo celice izpostavili delovanju vzorcev za 20 ur. V
tem Casu lahko pride do poskodb genetskega materiala, ki se bodo ohranile in lahko
privedejo do mutacije. Po drugi strani, pa je ta Cas dovolj dolg, da pride tudi do
popravljanja nastalih poskodb. Slabost uporabe tako dolgega Casa izpostavitve je, da nam
test ne omogoca vpogleda v to, kaj se s poskodbami DNA dogaja v asu izpostavitve.
Rezultati, ki jih dobimo, so le odraz stanja ob koncu izpostavitve celic vzorcem. Pri
krajSem cCasu izpostavitve celic vzorcem bi lahko dobili povsem drugacne rezultate. Lah in
sod. (2005) so pri svoji raziskavi uporabili 20 minutni Cas izpostavitve. Pri tako kratkem
¢asu izpostavitve opazimo ucinke hitro delujocih snovi in ne moremo ugotoviti, ¢e se bodo
morebitne spremembe popravile ali obdrzale. Karakoc in sod. (1997) so pri raziskavi
genotoksicnosti vzorcev recne vode merili poskodbe DNA po 24, 48 in 72 urah
izpostavitve celic. Z daljSim casom izpostavitve so se posSkodbe DNA povecevale. Glede
na to, da so v omenjeni raziskavi pri¢akovali genotoksi¢no delovanje, to opravicuje izbiro
tako dolgih Casov izpostavitve (Karakoc in sod., 1997). Pri izbiri Casa izpostavitve,
moramo vedeti, kakSne uc¢inke pri¢akujemo, in v skladu s tem tudi razlagati rezultate. V
nasi nalogi smo izbrali 20 urni ¢as izpostavitve, zato ker so nas zanimali predvsem ucinki
po dalj$i izpostavljenosti. Na ta nac¢in ugotovimo, ali zaznamo poskodbe, ki se izrazajo po
daljSem c¢asu in ostanejo prisotne. Pri izbiri 20-urnega Casa izpostavitve smo imeli $e en
cilj, zeleli smo da pride do metabolne aktivacije morebitnih posredno delujocih mutagenov
v vodi kot tudi do aktivacije pozitivne kontrole B(a)P. Testirali smo vzorce naravnih in
mineralnih vod, za katere smo pricakovali, da imajo na celice pozitiven vpliv in ne
Skodljiv. Sklepali smo, da 20-urna izpostavitev celic ustreza testiranju genotoksi¢nosti in
citotoksi¢nosti vzorcev, kot so pitne vode.

Vzoreci, ki smo jih v nalogi testirali, so bili 10 000 x koncentrirani. Tekom koncentracije se
vzorci lahko zelo spremenijo; ne le koncentracije onesnazil ampak tudi njihova
medsebojna razmerja. Mozno je tudi, da pride do izgube ene ali ve¢ komponent, in zaradi
tega do spremenjenega delovanja mesSanice (Reifferscheid in Grummt, 2000). Zato je
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potrebno pri razlagi rezultatov dobljenih s koncentriranimi vzorci vod to upoStevati in
rezultate potrditi z dodatnimi testiranji

Rezultati naloge so pokazali, da je test MTT primeren in dovolj obcutljiv za testiranje
citotoksi¢nosti koncentratov pitnih vod, kometni test pa je primerna in dovolj obcutljiva
metoda za testiranje genotoksi¢nosti koncentratov pitnih vod. Glede obcutljivosti testov se
rezultati naSe raziskave ujemajo z rezultati drugih raziskav. V svoji raziskavi so Lah in sod.
(2005) uporabili 2 razli¢na testa, Amesov test in kometni test. Genotoksi¢nost so dokazali
samo s kometnim testom. V njihovi raziskavi so statisti¢ne analize pokazale, da je kometni
test bolj obcutljiv kot Amesov test pri ugotavljanju genotoksi¢nosti vzorcev pitnih vod
(Lah in sod., 2005). Tudi Monarca in sod. (2004) so dokazali ve¢jo obcutljivost kometnega
testa v primerjavi z Amesovim testom in nekaterimi drugimi testi genotoksi¢nosti
(Monarca in sod., 2004). Reifferscheid in Grummt (2000) sta testirala povrSinske vode z
razliénimi testi (Amesov test, luminometri¢ni umu test, test alkalne elucije, test odvijanja
DNA, kometni test in test neplanirane sinteze DNA). Ta raziskava je pokazala, da je bil v
vecini primerov kometni test enako obcutljiv kot bakterijski testi. [z dobljenih rezultatov so
zakljucili, da za zanesljivo ugotavljanje genotoksi¢nosti povrSinskih voda, potrebujemo
nabor dveh ali treh testnih sistemov. V prvi fazi priporocajo uporabo kometnega testa, v
naslednjih fazah pa Amesov ali umu test (Reifferscheid in Grummt, 2000).

Kometni test je mozno uporabljati tudi pri monitoringu kvalitete stekleni¢enih mineralnih
vod kot priporoc¢ajo Biscardi in sod. (2003). V svoji raziskavi so Biscardi in sod. spremljali
ucinke PET embalaze na organizme. Razen kometnega testa na ¢loveskih levkocitih so
uporabili Se test mikrojeder na rastlini Tradescantia. Ugotovili so, da bi z uporabo teh
testov v monitoringu lahko zmanjSali ali celo popolnoma preprecili izpostavljenost
genotoksi¢nim ali kancerogenim onesnazilom steklenicene vode (Biscardi in sod., 2003).

Bioloski testi imajo tudi nekatere pomembne pomanjkljivosti. Rezultatov, ki jih dobimo z
uporabo bioloskih testov, ne moremo neposredno uporabiti za ocenjevanje tveganja za
razvoj rakavih in drugih bolezni pri ljudeh (Meier in Daniel, 1990). Ne glede na to, ali pri
testu uporabimo celi¢ne kulture ali organizme, dobljenih rezultatov ne moremo posplositi
na ljudi. Rezultati pa nam lahko pomagajo, da predvidimo potencialen u¢inek na ljudi in se
na osnovi tega odlo¢imo za uvedbo ustreznih ukrepov, da preprec¢imo Skodljivo delovanje.
Specificnega ucinka na ljudi pa ne moremo z gotovostjo dokazati. Druga slabost bioloskih
testov je, da z njimi ne moremo ugotoviti, katera izmed snovi, prisotnih v vzorcu, deluje
citotoksi¢no oziroma genotoksicno (Knasmiiller in sod., 1998). Kljub temu so bioloski testi
koristno orodje, s katerim pridobimo informacije o morebitni ogrozenosti zdravja, zaradi
uzivanja onesnazene vode oziroma drugih vzorcev (Meier in Daniel, 1990). Pri testiranju
kompleksnih okoljskih vzorcev, kot je voda, je zato preporocljivo dopolniti fizikalno-
kemijske in mikrobioloske analize z bioloSkimi testi. Pri tem je treba uporabljati vec
razli¢nih testov, katerih obcutljivost in specifi¢nost se dopolnjujeta. Nekateri raziskovalci
priporocajo tudi uporabo testov, ki delujejo na razlicnih trofi¢nih nivojih
(bakterije/rastline/zivalske celice) (Helma in sod., 1994), da bi lahko ¢im bolje predvideli
ucinek okoljskih vzorcev na ljudi in druge organizme v vsakdanjem zivljenju, izven
kontroliranih laboratorijskih pogojev. Testa, uporabljena v diplomski nalogi (test MTT in
kometni test), sta se izkazala kot dovolj obcutljiva in specificna za tovrstno uporabo. To
potrjujejo tudi druge raziskave (Ohe in sod., 2004; Lah in sod., 2005; Monarca in sod.,
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2004). Zato bi bilo smotrno monitoring kvalitete in zdravstvene ustreznosti pitnih in
stekleni¢enih dopolniti z naborom zanesljivih bioloskih testov.
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Na podlagi rezultatov nase diplomske naloge lahko podamo naslednje sklepe:

Ugotovili smo, da koncentrirani vzorci naravnih in mineralnih vod delujejo
citotoksi¢no na celice HepG2, vendar na podlagi testa ne moremo ugotoviti, katera
izmed snovi v vzorcu je vzrok citotoksi¢nega delovanja.

S kometnim testom smo po 20-urni izpostavitvi celic pri enemu vzorcu pokazali
statisticno znacilno zmanjSanje poSkodb DNA, pri dveh statisticno znacilno
povecanje poSkodb DNA v primerjavi s kontrolno skupino. Povecanje poskodb
DNA ni bilo odvisno od doze oziroma koncentracije vzorca, zato ne moremo z
gotovostjo trditi niti da sta genotoksi¢na za gojene sesalske celice, niti, da nista.

Test MTT se je izkazal kot primeren in zadosti obcutljiv za dolocanje
citotoksi¢nosti pitnih vod, kometni test pa kot primeren in zadosti obcutljiv za
dolocanje genotoksi¢nosti pitnih vod. Uporabljena testa bi kot takSne lahko
vklju¢ili v monitoring pitnih in stekleni¢enih vod.
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6 POVZETEK

Voda je za Cloveka in druga ziva bitja Zivljenjskega pomena. V primerjavi z drugimi
teko¢inami in hrano, jo ljudje v organizem vnaSajo v ogromnih koli¢inah. Vode je na
Zemlji sedem desetin celotne povrSine, vendar ¢lovek lahko uporablja le zelo majhen del te
velike koli¢ine vodovja, saj za Zivljenje potrebuje neonesnazeno sladko vodo. Ker je le-te
vse manj, iz dneva v dan raste Stevilo ljudi na svetu, ki so brez neoporecne pitne vode. Viri
onesnazenj so razlicni, lahko so naravnega izvora ali pa so posledica clovekovih
dejavnosti. Onesnazena voda ima negativen vpliv na zdravje ljudi in drugih zivih bitij,
predvsem zaradi vsebnosti Skodljivih dejavnikov kot so citotoksi¢ni in genotoksi¢ni
dejavniki. Zelo pomembno je pri monitoringu pitnih vod poleg fizikalno-kemijskih in
mikrobioloskih analiz uporabljati bioloske teste, ki lahko tovrstne Skodljive ucinke
zaznajo.

V diplomski nalogi smo ugotavljali citotoksi¢no in genotoksi¢no delovanje naravnih in
mineralnih vod na ¢loveske jetrne celice HepG2. Uporabili smo dva testa, test MTT in
kometni test. Citotoksi¢nost smo ugotavljali s testom MTT po postopku, ki ga je opisal
Mosmann (1983) z manjSimi modifikacijami. Genotoksi¢nost smo ugotavljali s kometnim
testom po postopku, ki so ga opisali Singh in sod. (1988) z manjSimi modifikacijami.
Rezultate obeh testov smo statisticno ovrednotili. Za analizo razlik med celicami
tretiranimi z vzorci in kontrolnimi celicami smo uporabili enosmerno analizo variance
(ANOVA, Kruskal-Wallis). Za primerjavo median odstotka DNA v repu smo uporabili test
Dunnett.

S testom MTT smo pri nekaterih vzorcih (vzorci 5, 6, 9, 10 in 13) ugotovili citotoksicno
delovanje. Z uporabljenim testom ne moremo ugotoviti, kaj je vzrok citotoksi¢nosti
testiranih vzorcev. Da bi ugotovili toen vzrok zmanjSanega prezivetja celic, bi morali
uporabiti fizikalno-kemijske analize.

Pri rezultatih kometnega testa, smo pri vzorcu 2 opazili statisticno znacilno zmanjSanje
poSkodb DNA v primerjavi s kontrolno skupino, pri vzorcih 5 in 6 pa smo opazili
povecanje poskodb DNA v primerjavi s kontrolno skupino. Povecanje poskodb DNA ni
bilo odvisno od doze oziroma koncentracije vzorca, zato ne moremo z gotovostjo trditi niti
da sta genotoksi¢na za gojene sesalske celice, niti, da nista. Genotoksi¢nost vzorcev,
testiranih v naSi diplomski nalogi, je bila testirana tudi z Amesovim testom. Rezultati so
pokazali, da vzorci niso delovali genotoksi¢no.

V okoljskih vzorcih, kot sta voda in zrak, se lahko znajdejo razlicna onesnazila.
Marsikatera med njimi so lahko Skodljiva in predstavljajo tveganje za zdravje zivih bitij.
Zato potrebujemo ustrezne metode ocenjevanja tveganja za ljudi in okolje, ki nam lahko
hkrati pomagajo, da to tveganje ucinkovito nadziramo. Metodi, ki smo jih mi uporabili v
nasi nalogi, sta se izkazali kot obcutljivo in zanesljivo orodje za doloCanje citotoksi¢nosti
in genotoksi¢nosti naravnih in mineralnih vod. Taks$ne metode bi bilo potrebno vkljuciti v
programe preverjanja kvalitete pitnih in stekleni¢enih vod. Zazelena je uporaba vec
razli¢nih metod, katerih rezultati bi se medsebojno dopolnjevali. Edino na ta nacin lahko
zmanjSamo tveganje za razvoj bolezni, ki ga onesnaZenost, prisotna v danaSnjem casu
prinasa s seboj.
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