2. april 2009
22:39

UNIVERZA WV LILBLIANI
BIOTEHNISKA FAKULTETA
ODDELEK ZA BIOLOGILIO

Mateja POZIN

ODZIVNOST RAZLICNIH CELI?NIH LINIJ NA
TOKSICNE IN GENOTOKSICNE UCINKE
MODELNIH MUTAGENOYV

DIPLOMSKO DELO

Univerzitetni §tudi

[jubljana, 2009

NevloZeni zapiski Stran 1



UNIVERZA WV LIUBLTANI
BIOTEHNISKA FAKULTETA
CDDELEER LA BIOLOGLIC

Mateja POFIN

ODZIVNOST R%Z}.l{jh'lﬂ CELICNIH LINL) NA TOKSICNE IN
GENOTORKSICNE UCINKE MODELNIH MUTAGENOY

THPLOMSECQ DELD

Lniversitetni Stady)

SENSITIVITY OF DIFFERENT CELL LINES TO TOXIC AND
GENOTOXIC EFFECT OF MODEL MUTAGENS

GRATHIATION THESIS
Lnivarsiry stuclias

Lijubljang, 2000

Nevlozeni zapiski Stran 2



Porzin 3. Ohdaivnost razlicnil celitoih linij na toksiéne i genstoksitne pdinks modelnib rtagzney 11
Dipl dele. Ljobliana, Uaiv, v Ljubljan, Biotehoidka fakole, Oddelzk za mologijo, 2

Diplomsko delo je zakljutek Univerzitemegza srudija biclogine na Oddelko za biologijoe
Biotehnigke fakultete Univerze v Ljubljani. Opravljeno je bilo opravljenc na Macionalnem
indtitutu za biologijo, v labaratorjih Cddelka za gensko toksikologijo in biolegijo raka.

Studijska komisija Oddelka za biolozijo je za mentorice diplomskeza dela imenovala doc
dr. Metko Filipic,

Komislja za oceno In zagovor:
Predsednik:  Prof. dr. Damjana Drobne

Limiverza v Ljubljam, Biotehniska fakoalteta, Ocdidelek =a bialogijo
Clanica Do, dr. Metka Filipid

Maciomalni institut za biclogie, Oddelek za gensko toksikologijo in

biclogiie raka

Clanica: Prof dr. Kristing Sepéié
Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo

Podpisana se strinjam 2 objavo svoje naloge v polnem telstu na spletm strant Digitalne
knjiznice Biotehnidke fakultete. lzjavljam, da je naloga, ki sem jo oddala v elektronski
abliki, identicna tiskam verzgiji

Datum zagovora: 7.4 2009

Naloga je rezultat lastnega raziskovalnega dela,

hlateia Pofin

Nevlozeni zapiski Stran 3



Porzin 3. Ohdaivnost razlicnil celitoih linij na toksiéne i genstoksitne pdinks modelnib rtagzney il
Dipl dele. Ljobliana, Uaiv, v Ljubljan, Biotehoidka fakole, Oddelzk za mologijo, 2

SD
DK
KRG

AV
SA
|
LA
LI
I

TD
P
I
1
Al

KLIUCNA DOKUMENTACIISKA INFORMACTIA

Dn

STOR3 e 573 224013 277043 2)=163.0

celicne linjed citotoksicnost’ genotoksionost? test MTT fest komet! karcinogsem!
jererne celice! mutageni

POZIN, Mateja

FILTPIC, Metka {mentorica)

SI-1004 Ljubljana, Veéna pot 111

Univerza v Linbljani, Biotehnidka fakuoleta, Oddelek za biologijo

200

UJJ!J'&-'HGS'J'JL-“\E L.lf.'NIH CELICNIH LINI NA TOKSICHE IN
GENOTORKSICNE UCINEE MODELMNIH MUTAGENOY

Diplomsko delo (umverzitetm Studiy)

X, Tastr, 1 prezl, 28 sl 63 wir,

sl

alen
Epideminlagke dhadiic so pokazalz, da prehrm in oncanafenost akalis zaradi prizsmasti genotoksiZnih
saovl puredwgeie vegange s vastanek aka pn Gudel, Zacsdh Skodlivily vplivoy el soov na cloveka
Je pomemboe, da wovrsioe soov prvoiisno sacoamns, <o kar so polrebon uslres tesin sisleind.
Provzevalt swio obColjivost caelicmle metaboloo akivoeh sl jetole celicmh g, (HepG2,
HepG2ECACT w HOCL.2) in Crevesne cehifne luuge (CaCoZy wa swmvane cioloksicniosi
gencloksicnost anmtl kewowwgenoy. Testirall suo beterociklicne aune prelinskeza wovora: 2-
arnn= L=t Teulwnadaso 4. 5-blpirdu (LY. 2-amoo-SH-pueide ]2 b ol (Ao 2 <aom-
S=metil-imidaze[4 S-Nauinalin T00, arcmatski amin 2-aesilaminoflocen (2-AAF), poliaromatsk
agljiikevodil (benzala] piren (Bl aflatoxin BLCAFE ) in alkilitaped mutagen N-metil-W-nitie-M-
nitrozagvanidin (WNG) Wit moageni meen MMNNG potrebujejo 2 ierazanje svojih citctoksidnil
iin genatoksidnih lastbost metholis aktivazijo. Citeteksidnost s preveriali 2 MTT wstem po 20 trah
izpostonljenosti celic melitnim koncentiagijm testnih snovi, Tamed heteroiklisnih amingy je il
maimang citetoksiden IO KD je pri 500 20 zanidal predivelost jerrnih celignil ling s akrog 20%,
medicm ko sta PhIP in AnC opriorg) kencentraciji smanjiala prerivelost chocolic #a #0045 Ma
prodivelast Callo2 oclic jo [0 mi wplival, FhIP pa jo kil holj citetoksiZen kot Aall 2-AFF jo hil pri
mavibji kencentracni (Lo phdy citedoksicne za HeplZ, HeplG2ECACO in CalCoX celice. BialP in
AFR, sta pobazala sibak citeloksicen wdnek le pn HepG2ECACT celical, mediene, ko MMNNG w b
ciloloksioen.

GrenloksiEnost s po 20 urib eepostay lenost celee sedinim keocentracyanm testudl st dolofal s
honaeat lestonn, [, PLIP, AwC wer 2-AAl mse pnoseciolokizmh koncentmciah mso povaodill
poveta poskods DMA proncbent celicn lodj, BioF m AFB, sta pei veebh koncendracyali pokazals
Tl povedame poshodovanostn DA pri veel el jetnal sehidml logal, weden, ko sia po
Calo? celcali poverotila mugse povecame poshodovanostt DRA le pnomgvigin kooncenlmci.
Trrekren mutagen MWNNG je deloval genotoksiéno na vae celice.
Raziskava e pekazala. mzlicno obéodljivost operablpnil celidnil linij na citaiokzicng in penotoksicng
udinks razlitnih mutagenoy. Jerrne celice Hepll in HepG2ECACT s pokazale primerljive
obeutliivast za 2aenavanie Bl in AFR) . HOC L2 celice so bile mang obeutljive. najmani obeoiljive
pa = bile Cacol celice. Genotoksidnosti HAA in 2-AFF 5 komet testem nisme zaznali zato menimo.
da ni primeren za detekciio gencteksicnasti tvrstnih spojing HAA poyvemejo adukie na DINA K jil
e vdnsih ek zaenan w westom komet. @ bi bile smiselno uporabiti fe Kakino drogo cestno metodao
fupr. wkronukleus s,
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EFFECTS OF MODEL MUTAGENS
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sl

slien

Epidenuelepical siudies have shown thal doet and poluted envimmment. beciuse of genoloxicanl,
cnhiance the nsk for cancer development. Becanse of their negative influence on mman. 1t is imporant
that we detect them in time. For this purpouse we use the apropriate test sistems. We investigared
sensitvity of different metabilicaly active hwman Liver cell lines (HepG2, HepG2ECACC in HUC1.2)
and calon cell line (Cacol ). for detection of citetoxity and penotoxicity well known carcinogens. We
tested food bom heterociclic amines: 2-wmino-L-methvl-G-phenylimidaza)4.5-bpyridine (Fh1P}. 2-
amino-YH-pyrido] 2.5-blindale (Aol i 2-amino-3-amethyl-imidaza)4. 5-fquinalineg (10}, aromatic
amine Z-apcetvlaminefluorene {Z-AAF) polisromatic hydrocarbon benzola] Pyrene (B(apF), allatoxin
Bl {AFE;) and alkilate muagen  M-methyl-M-miro-MN-niircscenanidin (MNMGL AL of these
mutagens, cxcept MMMG, need metabolic activation to express their citolosity and genotosicir,
Ciotoxity we tested with MTT assay after 20 hours exposure of cells to didferent concentratnons of
tested mutagens. 1) was the least citotosic from heterociclic amines, ac 300 pb concentration
deremses viabilty of Dver cell s Gor arounsd 20%, AL the sane ooucetrabon PLUF i Ao decrens:
viability ol these cell lines for 20%. On viabeliny of Caco? cells 10 bad oo imfuence. PLIP was mene
citotonic than Arel, 2-AAF was citotosic o HepG?, HepGIECACC in CaCol oxlls at the higest
concentration (Lol phdy BradP in AFE; showed sligthy citoroxic inflncnce with Heplr2ECACT cells,
meamwhile MMM was nof citofoxic,

We tested penotaxacity alter 200 hours exposure of cells to dilferent concentrations of tested mutagens
with comet assav, Mon citotoxic concentrtions of 10, PhIP, AeC and 2-AAF didn'l increase damage
of DM A wil none of tested cell lines. BraiP aod AFB, showed sianificant incrense in damage of DA
with all three Iiver cell lines ar all concentrations. but they slightly increase damage of DRA with
Caced cells only at the higest concentration. Direct mutagen MEMNG had genotoxic imfluence on all
cells.
Our research shovved different sensthivity of used cell lines on citotosas and genotoxic mfluence of
different mutagens. Liver cells Hepli2 and HepG2ECACC showed similar sensitivity Tor detection of
BiapF in AFB,. HOCLZ cells wers less sensitive and the least were Caco2 cells. We didn't detezt
wepedtoxiciny of HAaA and 2-AAF with comet assay. so owe beligve that s nod aproprute for detecton
of genctoxicny of these kind mutagens. HAA form adducts on DNAL which s sometimes dificult 1o
detect wills couet assay, erelore i wonld be proper 1 uss alse sone olber assay (ez, mucromclens
L5l
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OKRAISAVE

Z-AAF
AFB,
ALS
Al
Bia)P
Cacol
Cye
[
DNA
&8
ECACC
EtBr
FB&
osT
HAAMA
HCC-1.2
HePiG2
HePOG2ECACC
TARLC

1)
LMP agaroza
WIWNG

MTT

NAT

WP awarnzn

(Rl
rAH

PBS
PhiP
SCGE
5B

SULT
UGT

2-Acetilaminofluoren (2-Acetylaminofluorens)
Aflatoksin BT (Afatoxin B1)

alkalno labilng mesta (alkali labile sites)
2-Amino-9H-pirido[2,3-k]indol (2-Amino-9H-pyridal2,3-blindole)
Benzola] Piren (Benzo|a] Pyrene)

celiéna linija humanegza adenokarcinoma érevesa

citokrom P430 (cytochrome P430)

dimetil sulfoksid (dimethylsulbeside)
decksiribonukleinska kislina

prelomi aheh verig DNA {double-strand Lreaks)

Fumopean Collection of Cell Caltures

etidijev bromid (ethidium bromide)

gerwm povejeza rarodla (foetal hovine serum)
glutation-S-transferaza (slutathions-S-transferase)

heteracikliéni aromtski amini

celicng linija primarnega humanega hepatoeblastama

celiéna linyja humanih jetermh celic

celidna linija humanih jeternih celic

Mlednarodng agencija za raziskave raka (Intermational Agency for
imidazal4, >-flquinaline
2-Amino-3-metl-imidazo] 4, 3-Flquinalin {2-Amine-3-methy]-
agaroza z nizjo toéko talienja (low melting point agarose)
NaMetil-N“nitro-M-nitrozogvanidin (W-hethyv]-MN'-nitro-M-
3045 dimetiltineal-2-10-25 difeni] tetrazolijey hromid
N-acetiltansferaza (W-acetvitransferase)

nitrosozuaniding

agarozs # normalne temperature taljema (normal melting point
agarose)

opritna gosteta (optical density)

pelicikliéni aromatsk hidrokarbom (polveyelic aromatic
hydrocarbons)

raztoping fostatneza pufra (phosphate buttered saling)
phenvlimidazo[4, 5-b]pyriding)

2-Amino-1-metil-&-femlimidazo |4, 3-h)piridin (2-Amino-1-methy]-6-
phenvlimidazal4.5-h]pyriding b

2elska elektroforeza posameznih celic (sngle-cell el electrophoresis)
prelami ene verige DN A (single-atrand DN A breaks)
sulfotransteraza (sulfotransterase)

LDP-glukuroneziltransferaza (LDP-glucuronosy] transferase)
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1 UvoD

[zpostavljenost karcinogenim spojinam, ki so prisotne v okolju poveduieio tvedanje za
nastanek raka. Veliko okeljskih karcinogenoy je genotaksidnih, kar pomen da povarabajo
spremembe v DMNA, katerih posledice so mutactje genov ali podkodbe kromosomov.
Mlutaeaje tumor supreserskih genov, onkogenoey ino genoy odgovornih za popravljanice
potkodn DNA pa so povezans z nastankom raka.  Zaradi tega je pomembne, da

petencialng wenotoksicne karcinogene prepoznama ter cmepmo izpostavljenost [udi,

Za ugotavljanje senctoksicnosti kemikalij se uporabljajo razliéni testn sistemi, kjer se kot
testni orcanizmi uporabljajo bakterje, kvasovke in sesalske celidqne linje  MWajved
uporablianii je testni sistem s sevi bakterije Salmonella typhimurium (Ames test), ki ¢a je
leta 1975 razvil Bruce Ames s katerim zaznavamo povratne mutacije (Ames in sod., 1975},
5 testnimi sistemi 3 sesaléjimi celitnimi linjjami zaznavamo kromosomske aberacije,
mutacije in primarng podkodbe DMNA . Snano Je da dtevilne genotoksine snovi poverocijo
poikodbe DMNA in mutacije fele po metaboliéni akeivaciji v reaktivoo nukleofilno oblike,
ki je sposobna reagiratl » molekuly DMNA, Govommo o posredno delujocith karcinogenib
Vendar tako bakterije, kot weli vedina sesal&ih celignib ling, ki se uvporabliaje za
nzotavlianje genotoksiénost nimajo zrazenh presnovnih encimoy. Da bl nadomesrili to
pemankljivost, se pri testiranju uporablja eksogena aktivacija, ki je navadng mikrosomshka
frakeija jeter podzan z dodanimi kofaktonji. Ze dolgo je znano, da eksosena aktivacija
slabo odraza metabolne procese, ki potekajo v ingakinib jetnh (Bigeer inosad., 1980; Bos in
sod., 1983; Ashby in sod., 1980; Tennant in sod., 1987). Zaradi tega se skuda razviti nove
festng sisteme » metabolno akbvonimi indikatorskima celicami (Boett inosod. 19096 W

oznovi obstajajo trije pristopi:

I Uporaba primarnih kaliue glodavskih ali Slovedkih jetrnih celic {Brambilla in sod.,
1950, Butterworth i sod., 198% hMuller-Teggethoft in sod., 1995), Vendar primarne
hepatocite tekom kultiviranja v i wieo pagojib hitro zgubljaje sposobnost presnavljanja
(Guguen-Guillonze in Guillonze, 19831, Poles tega uporaba Eloveskih jetrnih celic pogosto

mi doveljena zaradi welo omegens razpolodljivost biopsijskess thiva,
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2. Drug pristop je konstrokelja gensko apremenjenth celic, ki izraZajo dolotene

presnovne encime prve in drage faze presncove (Crespi, 1995 Te celice 50 se izkazale kot
zelo primerne za raziskave mehanizmov metabolicne aktivaciie, medtem, ko za rutinsko
testiranje neznanih kemikali] niso prunerne, ker izraZajo le omejena dtevilo encimey

3 Treti pristap pa Je iwclacia trajmih celicnih Timg, ki oso ohramle  sposoebnost
presnove, Yeéine teh celinih lini) izvira iz jetrnega tkiva, ki je najpomembnejdl presnovil
argan sesaveey. Nekater razskovalon so dotal zelo dobre resultate 7 posredng delujodim
karcinogeni z uporabo glodavskih metabolne aktivaih celiénib linij (Boscher in Wishel,
1988, Dean in sod., 1980 Dean in sod., 1983; Tong in sod., 1981 Tong in sod., 1984;
Halvia in aod., 1988) Znano je, da se sposobnost metabolne akiivacije in specififnost
presnoyvnih encimoy za razliéne substrate med razlicnimi vrstami moéno razlikuje (Selkirk,
1977, Maslansky in Williams, 19820, zaradi tega, ima uporaba celidnih linije Eloveikesa

izvora prednost prl zaznavanju in ocenjevaniu tveganja za zdravie Ludi.

Trenutno je najbolie raziskan celiéni sistem z metabolno aktivnimi celicami élovedkena
izvora sistem #ocelicami humanega hepatoma Hep2, Vendar je problem ta, daose te celice
genotipshko zele nestabilne i obstajajo $teviln kloni, za katere so raziskave pokazale, da
so zelo razliéno obéutliivi glede zaznavanja senctokisénih uéinkov posredno delujoéih
karcinogenay (Majer in socd., 2004), W prizadevanjib, da bi nadli metaboloo akivne jeteng
celicne linije cloveskeza izvora, ki bo manj genetskoe nestabilng kot HepG2 celice so na
Indtituty =a raziskave rakys Medicingke Univerze na Dungju nedavng izolivall novo jeteme
celieno linijo HOC 1.2, za katero pa za sedaj e ni nikakrinih podatkov o njeni ob&utljivosti
wa wmenavame genotoksiinh snovi, Pomemben del presnove poteka v Srevesu, Srevo pa e
tudi taréa delovanja Stevilnih karcincgenov, Zaradi tega je smiselno razvith mdi testne
siateme & crevesnimi celicami. Ene takih so celice CaCo2, ki so delno metabolne aktivne,
Ceprav se v genetski toksikologiji ne uporabljaje veliko obstaja nekaj podatkow, da

zaznavaie genotoksiéne uéinke nekarerih posredno delujoéih karcinogenowy.,
Epidemioloike raziskave kaZejo, da ima v etiologiji raka ljudi prehrana velike vlogo. 1'ri

fem ama viogoe todi prisotnost genofoksiénih karcinogenoy,. Najpomembne) s prehranskd

karcinogeni so hererocikliéni aromatski amini, ki nastajajo pri pecenju mesa in rib,
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e

peliaromatski culjikovodiki, ki so v hrani kot posledica onesnafenja okolja ter nadina
priprave hrane ter nekatera onesnazila, kol na primer mikotoksin aflatoksin B1, ki je eden
najmocneiiih jetrnih karcinogenoy in je pogosto prizoten v plesnivih Zivilih, ¥ te) raziskavi
sme proutevall obutljivost razliénih metabolno aktivoih celignih ling: celice tloveikeoa
hepatoma Hep (G2 {dva subklona razliénesza izvora) in HOCL 2 ter Eloveske Grevesne celice
CaCo2 za raznpvanje genotoksiinost razliémh skupin prehranskib karcinogenoy, Tz
skupine heterccikliénih aminov  smo izbrali 2-aming-1-metil-G-fenilimidazol 4,3 -b]piridin
(PhIP}, Z-ammo-S9H-pndo]2,3-bhmdol {AaCh m 2-amine-3-metil-inmdaza[ 4, 5-fquinalin
(1O, iz skupine policiklienih aromatskih cgljikovodikoy smo izbrali (benzofa] piren
(B{alF)y in 1z skupine mikotoksinoy aflatoksin Bl (AFE). Poleg tega smo izbrali de dva
meadelna karcineoena: posredng delojod 2-acetilaminofuoren (Z-AAF) i neposredng

delujod M-metil-N'-nitro-M-nitrozogvanidin (MMNMN G

Na osnovi dobljenih rezultatov ter rezultatov predhodnih raziskav bo mogofe oceniti

upaorabnost izhranih celiénih lingj za rotingko testiranje genotoksiénast
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Lol MNAMEN DELA

Vedima sesalskih celicnib linig v g vdfeo pogojih kolbivicama ne araza presnoynih encimay,
kar  emanpfuje  njthovo  aporabnest za uzotavijanje in raziskovanje  mebanizimaoy
genotoksiénesa delovanja posredno delujocth karcinogenov. Celiéne linje primarnegza
Elovetkesa hepatollastoma HepG2 in HOCT 2 ter Srevesnesa karcinoma Calo2, ki simo
jih izbrali za naso raziskavo imajo delno ohranjeno presnosvno aktivoost. % nalow bomo
raziskali odzivnost teh celic na citoioksidéng  in genotoksiéng  delovanje  znanih
genotoksicénih karcinogenow:, IhIP, AaC, 10, 2-AAF, Bla)l*, AFB) in MNNG. Vsi izbrani
karcinogeni razen MNNG #a svoje delovanje potrebujejo metabolng aktivacijo = encimi
kot zo citokromi 450 (CYP), glutation-S-transferaze (ST, sulfotransferaze (SULT), MN-
acetiltansterare (MATY in UDP-glukoronasiltransteraee (UGTE Pr metaboln aktivaai
nastanejs metabolitl, ki tvorie adukee na DNA in jo s tem podkodujeje. Mutageni ko
vplivaie na tiste celice, pri karerih so tl encimi prisotni. Namen je ugotovitl ali so izbrane
celitneg linije dovol] metabolno aktivoe, da zasnajo genotokaicéne ulinke poscednih

mutagenoy.
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2 PREGLED OBJAY
2.1 PFEEHEANA IN MUTAGENI

Epidemiolodke raziskave kazejo, da prebrana igra glaveo viogo pri etiologiji raka Ludi
Proce) dokaroy je da uzivanje kontaminirane hrane ali vode, kiowseboje npr. pesticide,
tezke kovine, mikrotoksine in druge primesi, ob hkrami prisotnosti prelranskih muragenov
(HA A, PAHY lahko poveds tvegange za nastanck raks. Mutagem, ki so prsotm « hram so
lahke direktni ali indivektni. Slednji powebujejo za izrazanje svojega biolodkesa vpliva

metabolne aktivacijo.

22 HETEROCIKLICNI AROMATSKEI AMINI (HAA)

Vopoznih 1970 letih je profesor Sigimura s sedelavel odkril prisotnest heterocikliénih
aromatskih amingy (HAAY v hrani. Madaljne &udize so pokazale da HAA nastajajo v
glavnem pri pripravi mesa in rib, ki vsebujejo kreatin in ostale prekurzore, amino kisline
in sladkorje ali ostale  aldehide. Vel kot 25 HAA je bilo izelitanih iz razlicnibh veorces

hrane, delodena pa je bila tadi njihova souktura (Cheng in sod | 2008),

HAA lahke delimo na dve skupini, na amino-imidazo-azarene  {imidazo-quinaling,
imidazo-quinoksalinini,  imidazo-piridinil  in  amine-karboline  {pirido-indoli.  pirdo-
imidazol) (Skog in Scelvakow, 2002) Amino-imidaeo-azareni, ki vsebujen N-mehil-2
aminoimidazol, nastangjo z reakcljo piridiney ali pirazinoy, ki so produkti toplotne
dewradacie amine kishn, 3 sladkoni in kreatinom, kar vodi do nastanka teh spojin, Kreatin,
ki je prisoten v mesu midic je glavni prekurzor nastanka teh spojin. Ti HAA nastajajo v
mean sepretem na 130°C ali ved (Skog in sod, 19931 Amino-karbeling (2-amino-<H-
pirtdel[2 3-b]indal {AaC), Z-aming-3-metil-SH-piridol[ 2,3 -blindal {(MeArC), ter pirolizati
glutaminzke kisline in tiptofina) nastajajo pri visokih temperaturah (= 250°C) & pirolizo
proteiney in aminokiglin (Matzumoto mosed, 19810 Amino-karholing nise vezani na

prekurzor kreatin in zato lahko nastanejo v hrani Zivalskepa in rastlinskega izvora.

Nevlozeni zapiski Stran 16



Porzin 3. Ohdaivnost razlicnil celitoih linij na toksiéne i genstoksitne pdinks modelnib rtagzney &
Dipl dele. Ljobliana, Uaiv, v Ljubljan, Biotehoidka fakole, Oddelzk za mologijo, 2

Genotoksicnostt HAA so preidé ugotovili z bakterijskim Amesovim testom. MelQ), [0 in 8-
Meltk« spadajo med najmotnejde hakterijske mutagene (Sigimura in sod | 2004, et po
Turesky, 2007). Zanimivo je, da se mutagena aktivnost HAA pri evkarionrskih sesalskih
celicah ne ujema = njihove mutageno aktiviosto pi prokanoniskib celicah, Na primer,
PRIl ki je pri bakterijskih celicah polazal Sibko nuragenost, je pri evkariontskih celicah
pokazal mocno aktivoest (Cheng inosod o 20061 Ve HAA o indirckini motageni, ki
potrebujeje metabolno aktivacijo. Predvideva se, da so razlike med biolodkimi vplivi HAA
vorazhiémh deowedee testih posledica rarhémh eksogenih in endogemhb metabaolmhb
aktivacijskih sistemov, razliénib sposobnosti popravijianja DNA adulitov, razliénib tarénih
zaporedij baznih parov in vpliva sosednjih baz na HAA-DMNA lezije. kar wse vpliva na

frekvenco mutaci) (Turesky, Z007)

221 Metabolizem HAA

HAA potrebwjejo #a ierazanje svojega Molodkeza vpliva metabolng pretvorba. Jetra so
najboly aktiven organ, ki sodelujeio pri tem. Pri metabolizmu HAA sodelujejo encin faze
I I To ose citokromi P45300 (CYP), glutation-S-transteraze (G3Th sultotransterazc
(SULTY, N-acetitansferaze (NAT) in UDP-glukoronosiltransteraze {(UGT). Oksidacija
HAA potede v Jetrih, kjer sodelujejo CYP CYPLAZ bicaktiara HAA = M-oksulacyo
eksociklicne amino skupine pri emer nastanejo genotoksiéni Mehidroksi-HAMA metabelici.
CYPLAZ bioaktivira 10, Mel(k in PhIP, vendar ne katalizira oksidacije {detoksikacijo)
heteroaromatifnens sistema obrofev. Za razliko od tega pa pri HAA, ki nastangjo s
pirolize (Aol in MeAnCy CYPLAZ in ostali CYP oksidirajo heteroaromatiéne obrode,
CYPLAT in 181 katalizirata N-oksidacije HAA v ekstrahepatiénih tkivih, N-hidroksi-HA A
metaboliti se lahko veZejo na DMNA ali pa jih encimi faze 11 (v glavnem NAT, SULT)
madalje aktivirajo, da poestanage nestabiln estr in reagirage 7 DNA v olovnem na CF in N
atomu decksizgvanozing. NAT ima pomembno wloge pri bisaloivaeiji 1, Mel() in Phil.
Pri encimih faze 1T obstaja velike genetskih polimorfizmoy,. Za veding WN-hidroks HaA
substatov je za bioaktivacie NAT2 katahtidno superioren od NATT, vendar pa so M-
hidroksi metabolict PRIP i AoC aktivirani z obema oblikama. Med SULT, ki aktivirajo
HAA j& SULTTAT najbelj aktivina oblika in katalizira bicaktivacijo kar nekaj HAM, med

niimmi tudi PhIP in N-hidroks AoC { Turesky, 20077,
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Nekateri elektrefilng N-hidroksi-HAA in estri N-hidroksi-HAA se lahke 2 gluationoem
(G5H) direkmno reducirajo nazaj v prvotng amine ali pa preko katalizacije z GST, ki potece
verjetng preko formacije nestabilnih GSH - konjugatoy, N-hidroksi-HAA labla reduciva
tudi NADPH advisna reduktaza. K bioalktivaciji HAA pa lahko z oksidacijo eksociklienth
aing skupin prispevage tudi peroksidaze in prostaglandin Hosintaee (COX) SULT
direktne konjugira eksocikliéne amine skupino 10 in MelQx, kar vodi do nastanka

stabilnih dervatow Fveplove kisline

Se¢ ena pomembna metabolna pot, ki se pojaviia tudi pri ljudeh, je UGT-katalizirana
clokuronizacija HAA in N-hidroksi-HAA metabolitoy na eksociklidh ali imidazolnih
dusikovih atomih (Turesky, 2005}, Porocano je bilo o kineticnih parametrih razlicnih UGT,
ki so odoovorni za globoromzacijo N-hidroksi PhIP, med katerimi je najpemenmbne|éi

katalitsko aktiven protein UGT 1AL {Malfatei in Felton, 2004, cit. po Turesky, Z007).

Vefina nastalih metbolicow HAA tvori adukte na DMNA. Glavna reakelja pri kateri ti
mastajajo je elektrofiln napad dusikowvih ionoy metabolitoy HAA na gvaninske baze na WN-2
in C-8 poziciji, kar lahlo poverod razliéne stopnje podkodovanest DNAL Y primera 10 in
E-Melx, DNA adukt] nastajajo todi na N* skupini decksigvanosing in na C-5 atomo
heterocikhiénih obrodey, kar nakazye na delokalizacijo naboja dudikoveza iona (Taresky
in Youros, 2004). Dolecanje tvorbe DINA aduktov se uporablja kot biomarker za oceno

mutageneas in karcinegenesa potenciala genotokadnth kemikaliy (Cheng in sod ., 2006)

222 2-Amino-3-metil-imidazo [4.5-flquinolin {IC)

[0y wvrigame v skupino amine-imidazo azarenov (ATAY To so HAA, ki vsebujejo M-meril-
2 aminoimidazel 1) nastaja pri pelenjo rib in aevedine, pirolize proteinoy, prisolen pa je
tudi v komercialnth govenih ekstraktib (10, 1997 TARC (angl. International Asency for
Research on Cancer) je 10 zaradi nezadostnih dokazov o karcinogencsti za ljuei in
zadostnih  dokazew o  karcinopencst] za  poskusne  Eivali oznaéila ket wverjetno
karcinogences udem in g uvrstila v skoping verjetnith karcimogenoy za udi - 24 {angl

Grroup 2A: probably carcinogenic to humans).
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10} je modan jetrni karcinogen mdi pri ne-humanih primatih. % vedletnem tretiranju pride
do nastanka tumorja, zaradi fesar je ta spojin ena izmed naimoénejiih karcinogenov

testiranib pri ne-humanih primatih {Turesky, 2007),

Woowgjenih sesalskih celicah so ATA poverodll muotacije,  kromosomsks  aberacije,
zamenjava sestrskih kromarid in povedano popravljanie poskodb DNA in prelomi verige
DN A (Schut m Soyvderwane, 19990 5 CHO celicam (angl, Chinese hamster avary cells) so
veetovili, da 10 najbol) pogosto povzrota enobazne wanzverzije, v glavnem GC—TA
(Cheng in sod., 2006) Ker je I indirekten mutagen, potrebuje za svojo aktivoost
metabalne aktivacijo (ole] Metabolizem HAAY in kot ostali HAA tudi 1a mutagen povaroda

adulcte na DMA, poleg tewa pa tvorn adulte tudi 2 proteini.

L33 2-Amino- l-metil-6-fenilimidazo) 4.5-b | piridin {(Fh11)

I'hil* e najpogostejsi HAA prisoten v hrani, ki naj bi laZje naseajal pri pripravi piséanéjega
mesn kot pa pr pripravi govedine, pragifieza mesa al rib (Skog in Salyvakoy, 2002), PhIP
Je mutagen v bakterijskih testih in v genotoksikolodkib testib na sesalskih celicah, pri
podzanah pa je bilo dokszano, da izpostavljenost visokim dozam povezreda tumorje na
Crevesu, proatati i pesth (Chepanoske in sod, 2004) TARC pa je wvrstila v shuping
moznih karcinogenov za ljudi - 2B {angl. Group 2B: possibly carcinogenic to humans)

(PhIP. 1997}

Kot wst indireking mutagent fudi PhIP potrebuje za svopo akivoest metabolng akivaono
(zlej Metabolizem HAA) Reaktivni metaboliti, ki nastanejo pri tem se labke kovalentne
vezejo na DNA in proteine. Po izpostavitvi kemidénim karcinogenom nastanejo proteinski
aduleti in dajo kvamtitativine mera interne deze, pa tdi kapaciteto posameeznika za
bicaktivacijo karcinogena (Skipper in sod., 1994, cit. po Chepanoske in sod., 20047, Ta
mutagen poveradi fundamentalne spremembe v biokemiji celice, ki se kake v razliénem
izrazanju genov. lzegleda da zafetne posledice izpostavitvl aktiviranemu Phil vkljuéujejo
poikodbe TNA, celice, ki pa predvigo fe zeodnje degodke ehranijo okvarjen set genoy, kar

wodi do njikove apoptoze ali preziverja z mutiranim genomom {Crooderham in sod., 2007).
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PhIP je najpozostejsi HAA prisoten v hrani, Augustsson i sod (19971 in Zimmerh in sod
(20017 s izracunali, da dnevni vnos pri Elovekn znaga od 0.07-43 nrke telesne mase
[ Durling in Abramsson-Zetterberg, 2005}, Laviona in sod. (1995), pa so acenili da dnevii
vnos znafa od <1 de 17 ng'ks telesne mase. Pri teh realnih prehranskih swrednostih
mutagenosti PP ne moremo dokazai = konvecionalnimi testi, vendar ima PhIP kljuh
temu potencial, da ima genotoksicéne vplive pri ljudeh, kar je potrdila tudi detekcija PhiP-
DNA adukiov v veorah mledmh #lez (Gooderham im sod | 2007}, Karakienstike mutaciy,
ki jib povzrotajo HAA v sesalskih celicah so preuéevali na razliénih genih, npr. na hpet
(angl. hipoxantine-guanine-phophoribosyl transferasel. 5§ CHO fangl. Chinese hamster
ovary cells)  in homanimi limfoblazstoidnimi celicami o uzotovili, da PhIP povaroda
enobazne tranzverzije, med katerimi je najboll pososta GC—TA, prisotni pa sta tudi

AT—TA in CO—AT traneverzija {Cheng in god., 2006)

Lauber o sod {20045 o dokazali, da ima PhIP pri nizkih koncentracijah [If.'l':J \-T-]l'f"“\-T]
estrogens lastnost in lahko povereéi mitogni odzovor, Ker uzivanje mesa lahko vodi do
koncentriranma PhIP v welesnih tekodingh, pa obstaja moZnost da so nizke dore PhIP

estrogens 10 mitagens i pri Eloveku. (Gooederham in sod., 2007)

224 -amino-SH-pirido[2.3-b]indole (AaC)

AnC je mutagen in karcinogen HAA in ga uvrsCama v shupinge amino-karbalinoy. Takes
AnC kot njegov metilni homolog Z-amino-3-metil-YH-piridol[2,2-k]indol (MeAaC) sta
pososte oenadena kot a-karboling (angl. a-carbolines) in klasificivana kot nepolara

heterocikliéna aromarska amina (Frederiksen in Frandsen, 20047,

An’ e prizoten v razlidn pefeni hrani, proteinskih produkiib pirolize in cigaretnemo
dimu, zaradi cesar je zelo moZna splogna izpostavljenost ludi te) spojini (AaC. . 1593),
Prizotnost A v prehranskib prodokuih so raziskali Knize (1997 in Skog in Solyakoy
(200Z). Matsumoto in sod. (19%1) in Manabe in sod. {19943 pa so raziskall prisotnost

aming-o-karbolingy v cigaretnem dimu,
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[ARC je ma osnovi zadostnih dokazov o karcinogenost AoC eksperimentnim #Zivalim in
nohenih dokazesy o karcinogenasti ludem, uvrstila Aol v skuping modnih karcinogenoy

za ljudi 2B (angl. Group 2B possibly carcinogenic to humans) (AnC ., 1998)

Ta mutagen je prokarcinozen in za svojo aktivnost potrebuje metabolne aktivacijo (zlej
Metabolizem HAA) Cloveski CYPLA? aktivira priblizne 27% Aal, pri tem pa nastanejo
N -OH derivari, Aktivirani heterocikliéni amini labke tvorijo adukte z makromelekulami
ket s proteim o DMNA Rariskan je bl seovaen metabolizem A pn Sloveskab i
glodalgjih hepatiénih mikrosomih, karakterzirani pa g0 bili tudi nekateri glavni metabolit.
Frederiksen i Frandsen (2002 sta raziskala in primerjala v witro metabolizem A v
hepatinih mikrosomibe podean in udi, Usotevila ata, da pri metabolizme Aol nastaneta
dva glavna in trije mamél deroksifikacijski metaboliti, del AoC pa je bil aktiviran v NE-0OH
derivat, Pri &lovedkih mikrosomih je kil glavini del metabolicoy (50%) aktivican in so delne

tvorili dimere in proteinske adukte (Frederiksen in Frandsen, Z004)

Medtem ko je bil iw viro metabolizem Aol dobro raziskan, pa obstaja le nekaj i vive
Shudij, ki se osredotofens na tvorbe DNA aduktoy, Te go raziskali Zangh in sod, (1796} n

Crzhaki i sod {1984) (Frederiksen in Frandsen, 2004)

-2
e

Z-ACETILAMIMNG FLUOREM {2-A4AF)

Z-AFF je karcinogen =g fivali in se uporablja le kot pozitivna kontrala pr toksikologkih
raziskavah karcinogenosti in mutagenost aromatskih aminev. Sprva je bil namenjen
uporatn kot pesticid, vendar zaradi karcinogenaosn za sivali mi mkdar prdel na frigde

(Hazardous Substance Darabase. ., 2000).

2-AAF je indirekten mutagen, ki za delovanje potrebuje predhodno metabolno akivacijo
Na oanovi zadnjih raziskav je bilo sklenjeno, da ima 2-AAF senotoksicne in epigenetske
lastnost {Meumann in sod., 1997 Mutagene lasinost e spojine se pokakep te jo
tegtiramo v metabolno kempetenmih sistemih. CitotoksiEno in mutagenc delovanje 2- AAF
s dokarali tudi Mewman in sod (1997 ko so izvedl cksperiment = AS32 celicami =

dodane mikrosomsko frakeijo pedganjih jerer (39 zmes).
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Voocelici mono-oksidaze (CYTPLAL in CYPLAZ) pretvoriio 2-AAF v proksimalni
karcinogen M-hidroksi-acetilaminotiuoren, temn pa sledi nadalina aktivacia, ki voci do
nastanka konénih reaktivnih oblik, ki reagirajo z DMNA (Valentin-Severin in sod., 20030,
Doslajanje aktivicane oblike 2-AAF celicmim kulturam ali Zivalim wodi do nastanka
kowvalentnih aduktow na DNA. Najpogostejdl obliki teh aduktov so N-jdeoksigvanosin-4-
il-2-(acetlaminoiuoren (dG-2-AAF) in N-(deaksigyanosin-8-ilk-Z-aminofloeren (dG-2-
AF) (Shibutani in sod., 1998), Newman in sod. {1997} so ugorovili, da so najpogostejse
mutacije, ki nh poverada 2-AAF, G—T traneverzna, G—A tranzicga in delecna haznegs

para.

Polez genotoksitnih lastnost so bile opisane tudi negenotoksidne lastnosti 2-AAF. 2-AAF
inducira encime, ki metabolizirajo zdravila in je bil oznacen kot mesan-tip spodbujevalea
encimoy CYPIATL in CYPIAZ Poleg encimoy taze [ in 10, pa 2-AAF vpliva tudi na
encime endogeness karbonatnega metabolizma. V treh tednih diete, ki je vsebovala 0.02%
2-AAF je bile opazena emanjiana aktivnost glukoea-S-tosfataze (G-6-P) ter fostoenol
piruvat karboksilaze (PEPCKR) in poveiana akrivnost glukoza-t-fostodehidrogenaze.
Pamembne pa je omeniti, da so te lastnosti posledica adaptivoega odgovara normalness
Jetrnega thiva (Newmann in sod, 19970 Mekateri bielodki udinki tega mutagena pa so

lahko tudi posledica aktivaciie Ah receprorja (angl. arvlhvdrocarkon receptor).

24  BENZO[A] PIREN (BiaiP)

Bia)l’ uvriéame med policiklitne arcmatske ogljikovodike {angl. PAHs-polyeyelic
aromatic hydrocarbons) in nastaja pr pepopolnem zgorevanu ali piroliz organskesa
materiala, ki vaebuje ogljik in kisik. Poleg naravnib vicow PAH (npr. gozdnl poZari) je tudi
veliko s Elovekom povezanih procesov, ki vodiio do kontaminacije zraka, vode, hrane,
zemlje in sedimentov. Ljudje lahka pridejo v stik 2 PAH preko ezraka, vode, hrane in
kajenja cigaret (BENZO[GPYRENE. ., 159931 Obstajata dva glavna vira pojavljanja Bia)P
v lwani. Eden je odlaganje in priveem BiaP iz onesnaZenega zraka na prehrambens
rastline. Take so zelenjava, sadje, Zitarice in rastlinska olja slavol vir vnosa Bia)l® v

Clovveka, Dirugl vir paje naCin priprave hrane (npr. dimljenje, pecenje, priprava na Zam ),
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PAH nastajajo le pri wisjiih  temperaturah,  ponavadi pri ved kot 330-400°C

(BEMZMa|PYREME. | 1998)

Na oanowvi omejenih dokazov, da je BiadP karcinogen ljudem i dovol] dokazey, da je
karcinogen pri poizkusih na Zivalih, ga je TARC oznagila kot verjemo karcinogen [judem in

wa uvrstila v skoping 2A (angl Group 240 probably carcnozenic to humans)

Crpravljenth je bilo weliko raziskay o mutagenost Bla)P, vebkokrat pa ge bl v razhémh
testih uporablien tudi kot pozitivina kontrola, Pri raziskavah na sesalskib celiGnih kultarah
je povzrofal adukte na DNA, popravljanje DNA., zamenjave sestrskibh  kromatid,
kromosomsake aberacije, tofkovne mutacije in transformacije, Pri poizlkasih na sesaleih i
vive je dal pozitivne rezultate pri testih za vezavo na DNA, zamenjavo sestrakih kromatid,
kromosomskih aberacyah, abnormalnost spermijey i pri "somatsko specifiénem lokus

testu” (angl. somatie specific locus test) (BENZO[G|PYRENE. ., 1998),

Bia)l' je prokarcinogen in potrebuje za izraZanje svojih biclogkih lastnosti, predhodne
metabolne  aktivacijo, Biotransformacja Bla)P je =ele kompleksen proces. Najprg)
citakrom PA30 monooksigenazni sistem oksidira BlallP do aren-oksidey, Bia)P do konénih
karcinogenoy v glavnem aktivirata CYFPLAL in epoksidna hidrolaza (Plazar in sod.,
2007a), 1z arenskih oksidoy lahko spomano nastangio fenoli ali pa s dratacijo vstrezni
trans-dihidrodioli, labke pa wdi kovalentno reagirajo z glutationi. bodisi spontanc ali =
pomofe GST. Tx fenclov lahko o oksidacijo nastanege quinon Fenoli, kineni in
dihidrodioli labke nadalje konjugzirie v glukuronide in sulfatne estre. Kinond ravio tako
peorijo glutaticnske konjugate. Lahko pa pride do nadaljnje oksidacije dihidrodieloy, kjer
nastane vellko neidentificiranih metabolicow. Tako iz B{a)P-7 8-dihidrediola z nadaljnjim
oksidativnim metaboelizmom nastane Bia)P-7.8-dihidrodicl-=, 10 epoksid, ki ima mutagene
in karcinagene lasinost. ¥sa postane e bolj zapletena. saj vaak diolepolsid obstaja v dtiri
optiéno aktivnih izomerah. Prevladuioé diol-epoksid je BPDY. Pri razlicnih sesalskih celicah
i organih izpostavijenth Bia)P je to napagostepdi izomer kovaletno vezan na DN A in tvord
deoksigvanozinske adukte (Larsen 1.C.). Temeljni karcinogeni metabolit B{ail' je 7p.Bo-

Dihidrokes-Su, 10e-epoks-7, 8 9 10-tetrahidrobenzofa]piren. (BPDE)  (Sugihara in sod,
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20071, Monooksigenaze in epoksidne hidrolaze Bia)P in ostali PAH z lastpim vplivom na

citokrom P50 stimulirajo svo) metabolizem,

Metabolizem BiapP je bil opaZen pri kolan primaenib hepatecit, enaslojni koloeri
bronhialnih epitelnib celic, kulturi hepatocit in kulourd bumanih jetrnib mikresomih {Larsen
IC b Dokarano je, da BladlP metabolizirajo tudi Caco2 in HepG2 celice (Sugihara in sod |

2007, Plazar in sod., 2007a; Plazar in sod., 2007b).

Fifsl AFLATORSIN By (AFB))

Polez aflatoksing By, obstajaje S allatoksin Ba, Gpoan Gz To so mikeotoksing, ki gih
producirajo tri plesni vrate Aspereiffoss A0 floves, A perositions, A0 pomdns, In
kentaminirajo rastline i njihove produkte. Aflatoksing Mypoin Mz hideoksilirana
metabolita aflatoksiney By In B:  ata lahko prisetna v mleka ali mleénib izdelkih, ki

izvirajo iz Zivali, ki so zaudile kentaminirans hranc (Afatosans | 1998

Tzpostavljenost Cloveks aflatoksinom v nanogramskih do mikrogramskih kaliéin dnevno se
pojavi v glavnem 2 zanzitjem kormoze in arafidov, ki oso del vsakodnevne prehrane
predvaem v nekaterih tropskih drzavah (Aflatoxinsg (Group 1), 2002). Zarad] tega se
potencialng karcinogenost AFB) pojavlja predvsem pri Quodeh, ki Zivijo v Ak in Asiji
Istocasna ckuzba z virusom hepatitis B (HBV) in verjetne tudi z hepatitisom C (HCV)
lahker pospedt metabolizem AFR vpliva pa tudi na njegove karcinosenost, bickemijo in
farmakelogijo. Yeh in sod. {1994 so z svojo epideminlodko raziskavo ugorowvili, da imata
HBY i AFB, vlogo v razvoqu primarnega hepatocelularesa raka. Pojavljajo pa se tekave
saj je tezko loditi med wplivem AFB, oz HBV. ¥ nasprotju z Yeh in sod. (1990), pa so
Campbell in sod. {1990 ugotovill da ni direktne povezave med izpostavljenostjo AFE. in

razvojem jetrnesa raka {Aflatoxing. . 190F)

IARC je AFB; je cenatila ket karcinogenega ludem in ga wvranla v skuping 1. To je
prokarcinogzen in za svojo aktivnost potrebuje metabolno aktivacijo, pri éemer nastangjo
clektrofilni intermediat. Metabohzem AFB; pri Sloveko je dobro karakterizran, Melean

in Durten (1993 sta podala dober pregled celiéne interakeije in metabolizma aflaroksina,
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Gorelick (19907 pa je primerjal metabolizem AFE, pri razlicnih vratah. Guengerich in sod.
i 1996) so raziskali vpletenost citekroma P430, glatation-S-transferaze in epoksid hidrolaze
v metabolizmuy AFB, in pomen za tveganie nastanka humanega  jetrneda raka
(Aflaroxing, 1998y Glavar encimi, ki sodelujejo pri metabolizmue AFB; so CYP1AZ,
A4, 3A5 3AT in GETMI encimi, sodelujejo pa tudi drugi {Aflatoxins {Group 13,
20021 Gallagher in sod, (19980 s0 vaotovili, daje pr ludeh alavon pot o veen aktivacije
AFB) pri koncentracijah, priscmnib v brani primarno preko CYPLAZ, CYP1AZ in 3A4
aksilirata AFR, v reaktivm AFR 8 F-cpoksil in droksilng neakbvirana prodokta AFMI
in AFQL. £ biomarkerskimi raziskavami, so dokazali prisotnost teh produbrey v urinn
posameznikoy, ki so bili izpostavljeni AFB, in = tem tudi, da sta oba encima, CYPLA2 in

A4, wpletena v AFB i vive metabolizem {Aflatoxing, . 1908),

Pri metabolizmu AFB; nastane AFB.8 9-epolscd, ki je kratko Zived vendar zelo reaktiven
in velja za plavnega povzrofitelja celicénih poskodb. Ta bicaktivacija, ki je odvisna od
citokroma P450 edvisne epoksidaciie terminalneza furanskegza obroda AFR, e odgoviorng
za vezavo na celitne makromolekule kot so DNA, RMA In ostali proteini {Melkean in sod.,
200601 Detoksiikacija teh metabolitow potede = alutation-S-fransterazne kenjugacijo. W
primeru, ke koliding = hrano voesenega AFB) preseie zmoznosti encimoy Taze [ da
detoksificirajo nastall mutagenskl AFB, 8 %-cpoksd ali ée je zaradi kateregakoll razloga
aktivnost teh poti @mang@ana (npr. zaradi polimorfizma glotation-S-transferaznegza gena),
sg eleltrofilni metaboliti akumuliraje in z wisoko afiniteto vezejo na gvaninsko bazo v
DMNA in fvorijo S,":'-dihiglru—ﬂ-[N?—gvanli]]—":'-]lidruk:,i-AFﬁ_ DA { AFRE |-T\"_'—g'-.-'u||i11} adukt,

Ta adukt lahko povzrodi gvanin v fimin tranzverzijo v celiéni DNA (Asare in sod., 2007).

Molekularne epidemiologke itudije so ugotovile, da se pri humanem jetrnem tumorju v
regljah, Kjer je viscka izpostavljenost aflatoksinom, pogoste pojavlja (do 67%) G—T
mutacija na tregi bazi kodona 249 cena pS3 (Ozturk in sod,, 1991} Hiseh in Atkison
(1995]) sta raziskala ali to res dril in ugotovila, da &e je nedavna izpostavljenost aflatoksing
res vpletena v 2e dobro razvite hepatokarcinogenezo, je 1o preko kakega drugesza
mehanizma in ne preko te mutacije (Aflatoxing. .., 1998). Dokazano je bile wdi, da AFB,

imducira mutaciie @ena pi3 pri kulun humanih HCC celic (ANataxins | 1998 Vendar
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vedie poavljanje te mutacije pri humanem hepatocelularmem karcinomu & ni popolnoma

razlokenn,

) M-METIL-M-MNITRC-M-WITROZCH Y AN (AN}

WIWNG e monafunkcionalm alkilirajodi agens ki je potencialng karcinogen in mutagen
Lahko je prisoten je v cigaretnem dimu, ter sodefuje pri nastanku raka na prebavilih in

kedorektalnem rako pro #vvalihoan Qudeh, 0o m sod | 2006,

[ARC je ta direkten mutagen oznaéil kot verjetno karcinogensua ljudem in ga vvrstila v
skuping 2A (angl. Group 240 peobably carcinogenic to humans), Po podatkib TARC je
WIWNIG pritestiranu karcinogenosti pri misih, pedzanah, hrékih, zajeih in psih povaroéil
mmerje na mnogibh organibe Prioraziskavah na homanih celicah & witeo je induciral
kromosomske aberacije, zamenjave sestrskib kromatid in prelome wverige DNA. To
potrjujejo tudi kasnande raziskave, Roser in sed (20017 s00v svoli razizkavi = estem komet
dokazali, da lahko MNNG povzredl prelome verige DMNA, poleg tega pa MNNG povzrosa
fudi adukte na DNA in proteinih, Daminantna mutagenska lexija, ki jo povaroda je OF-alkil
gvanmin aduky, kar labke vodi do nepravilnega parjemja in konéno mdi do kromesomskih

abraci), toékovnih mutacii in celiéne smrti (Yo in sod., 20067,

Za svojo aktivoost BMMNMNG ne potrebuje predhodne metabolne aktivacie. Pripada
monafunkeionalm skupin alkiliraiodéih agensoy, ki se kowvalentng veFejo = enojnimi
nukleofilnimi centri v DNA (Horvathova in sed., 1998). MNNG peposredno ne povzroda
predome verige DMNA ampak alloliva razhiéne predele DNAL Ta divekino aktivin alkilirayod
agens metilira vse kisikove in ve€ina dudikovih atomoy DNA {Kobichova In sod., 2002),
Alkilira N, W° N in W7 poziciie adening, NL N ?*I'-‘, N'in O PoZicijo Evaning, N, N'in
0 pozicijo citezing in N5, 07 in 07 pozicijo tmina Alkilacija vodi do modifikacije baz,
lar oslabi M-glikozidne vez in vodi do depurinacije’depirimidinacije in nastanka alkalno
labilnih abaznih mest DMNA glikozilaze odaranije alkalng lakilna abazna mesta, kar vodi
do nastanka enoveriznega preloma DNA. Alkilacija OF pozicije je verjetno odgovorna za

mutagenost in karcinogenost alkilirajodih agensoy Dokazane je bile da MNMNG indocirg
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poikodbe kromosomov v sesalskih celicah, kar lahko prispeva k njegovem citotoksiénem

vpliva [Robichovi in sod., 2002)

7 CELICNE LINLIE

1.7.1 HepG2

Cehiéne linne, kiearago 1z jeirmih cehe se pozoesto uperabljajo  raziskavah metabolizma
ksenohiotikoy in genotoksicnosti. Ena lzmed takih celicnib lindj je HepGZ2, ki ima
ohranjene tako morfoloske karakteristike podobne jetrmim parenhimarskim celicam kot
tudi glavne encime potrebne za akovacijo razlicnih indirekenih mutagenoy {Yalentin-
Severin in sod , 20040, Celice HepiG2 so leta 1972 izolirali iz primarnegza hepatoblastoma
enajstletnega defka iz Argentine. Celice 50 delno ohranile metabolno aktivoost m imajo
aktivne metabolne encime [ faze (citokrom P430, CYP1AL CYPLAZ, CYP 2B, CYPZEL)
in o encime 1T taee  (glotation-S-transteraza,  sultotransteraza,  M-acetiltansteraza,
glukuronosiltransteraza), ki igrajo kljuéno vleso pri akeivacijl in detoksifikacij
mutagenoy, ki delujejo na DNA (Koasmiller inosod, 20040 HepGZ celice imajo
aneuploiden kariotip (od 48 do 34). najpogostieje imajo 32 kromosomeoy, Delitveni as

celic je 20-24 ur (Zegura, 2002,

Y uporabi obstaja vet razliénih klonow te celicne linije, ki se med seboy razlikojejo tako
morfologke, kot tudi glede aktivnasti presnovnih encimos W nadt raziskayt smo uporabal
dva razliéna klona HepGGZ celic. 5 Hep(G2 smo oznaéili klon, ki smo 2a prejeli od Prof .
Darroudija (Oddelel za kemijsko motagenezo, Univerza v Leidog, Nizezemska) in ga na
Oddelkn za genetsko  toksikologijo in bielogijo raka 22 weé let uporabliaje, z
HepG2ECCAC pa smo aznacili klon, ki so ga na oddelky kupili pri Evropski kolekeiji
celitnih kaliur {Angl. Buropean Collection of Cell Culiures). Klona se morfolodko
razlikujeta, nedavna raziskava pa je pokazala, da se kloni razlikuieie tudi glede

sposclmosi zaznavanja genotoksiéne akiivnost Bla)P (Majer in sod., 2004)
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2.7 HCC-1.2

Celice HCC so izolirane iz jeter pacientov s primarnim hepatocelularnim karcinomom. Pod
e HOC wwri&amo veld celitnih hinip; HOOC-1.1, HOC-1.2, HOC-2 i HOC-3, Celice HUC-
L.l (spindle) in HOC-1.2 {poligonalne) izviraje iz istega donorja, vendar imajo razlicne
mortologke lagtnost ter se razhikoiege v kromosemskib aberacijah, M smao v nadi raziskan
uporakili cgliéno linijo HOC-1.2, ki imajo ansupleiden kariotip. % celiéni kulturl celice

HCC-1 2 rustejo v kupékih, tvorjo trdimenzenalne strukbore,

2.7.3 CaCol

Leta 1974 0 celice Caco izolirali iz adenokarcinoma oz, primarnega ¢revesneza tumornja
T2-letnewn kovkazijskesn mogkesa Tooso homane epitelne érevesne celice, kv celicm
kulturi rastejo v enem sloju pritrjene na podlago. Ob vefanju celiéne gostote lahko pri
celicah sasledimo okrogle vakuole, katenh frekvenca se veda Sim bol) se poblizujemo
konfluentnl rasti. Ta eeliéna linlja ima velike znadilnostl epitelnih celic tankepa érevesa.
Caco? celice na robu razvijeie copaste mikrovile in tesne stike, prisotnl pa so tudi
hidroliza, trevesni nevronsko-hormonske odviani sprejem vitamings in 1onski transpeot,
Kot glavne obrambo  pred aktivoimi kisikovimi  spojinami pa te celice  1zrazijo
superoksidne  dismutazo,  glmation  percksidazo in emime = katalazng  akoivnostjo

(Raobichova in sod., 2002

Cacel celice se uporabljaje pri raziskavah o wplive zdravil na lipidnl metabolizem in
celicnn wlhezijo, prioregulaciyi ekspresije proteines, prio genetskih raziskavah, pri
raziskavah CFTR {angl cystic fibrosis transmembarane conductance regulator), pri izelaciji

cloveskih patowenih virusov in diagnozi prebavih mfeken (ECACC).
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3 MATERIALL IN METODE DELA

il EEMIEATITE

KEMIKALIIE PRINZVAJALEC KATSTEV
Benzola] Piren (BlalP) Sizimna, 5t Louis, ZDA B 17a0
2-Aming-3-metil-imidazo[4,5-Tguinalin Toronto Research | A &16500
[1L%]] Chemicals, Kanada |
M-Metil-M-nitro-MN-mitrosawyanidin Sigmy, 5t Louis, VA M Ta2e
(MNNG) |

Z-Amino- L -metil-o-fenilimidazo[4,3- Toronto Research | A 617000
Bpividin (PhL") Chemicals, Kanada
Z-Amine-YH-pirido[2,3-blindole {AaC) Ioronto Fesearch | A G29000

Chemicals, Kanada

2-Acetilaming fluoren {2-AAF)

Sizma, 8§t Louis, Z1DA

A TO15-50

Aflatoxin B1 {AFB)

Sizima, 5t Leuis, 2104

A BhR36

Crojisée za rast celic, RI'MMIL-1640

Eurn Clone

ECH 9006L

FB&

L-glutamin
Willlamsov medij E
Penicilin/streptomicin
PRS

Gojisée za rast celic, Minmum essential
medium wich Earl's salt

MEM/ERSS

Rartoping # neesencialnimi aming kislinami
MEM-non-essential Amino acid solution
Dimetil sulfolsid (DRSO}

Eurn Clone
Euro Clone
Sigma, 5t. Louis. ZDA
Euro Clone
Euro Clone

Euro Clone

Sigma, 5t Louis, DA

Sigma, 5t. Louis, ZDA

ECS D18UL

| ECB 3000D
| W i878
| ECB 3001D

EChM
4004 X1

| ECB 2071L

M 7143

| 154938-1L

NMP agaroza Toveitrowen, GB | 1517022
Nalll Merck, Germany 106404 1000
LMP agargea Invitrowen, GR 15517-022
EDTA Sizima, St Louis, Z13A E5134-300403
Trig HCI Mercl, Ciermany 1083320100
MNalH hlercl, Germany 100482 1000
HC1 Mercl, Germany | LOO31E. 1000
Triton X- 100 Sigma, 5t Louis, ZDA | H100-5008L
EtBEr Gibco, GB | 13385-011
Tripanske modrilo Sigma, 5t. Louis, ZDMA | T-8154

MTT Sigma, 5t Louis, ZA | M-3655

TryvpLE Express

Ciben, GR

2a04-013

Tabela 1: Kemikalije
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[

CELICNE LINIJE

[ E]

Na Macionalnemu ingtituta za biologijo (Oddelek za wensko toksikologiio in hiologijo
raka} imajo dva klona HepG2 celic. Enega je pokloml dr. Firouzi Darroudi (Oddelek za
kemijske mutagenezo, Univerza v Leidnu, Nizozemska) — v nadi raziskavi je oznacen z
HepG2 Druwt Klon paso kopili pri ECACC (angl. European Collection of Cell Cultures)
in ga oznadujemo 2 HepGi2ZECACC, Celice HCC-1.2 530 na Maclonalnemu instituty za
biclogijo delil ol dr. Bettine Grasl-Kravpp iz Indtituts za raxskave roka, Medicimske
univerze na Dunaju. CaCoZ2 celieno linije so kapii pri ECACC (angl. European Collection

of Cell Culturesy. Vae celiéne linije hranijo v tekocem dusiku.

3.2.1 {Grojenje celiénih linijf HepG2 in HepGZECACC

Celice HepG2 smo gojili v celiénem gojiiéu, ki je vsebovalo Willlamsow medij E, 10%%
FBS (senom goveiesa zarodka, iz angl foetal boving serum), 2 mM L-glutaming ter 100
E/ml penicilinstreptomicin, celice HepGZECACT pa smo zojill v celitnem gojidéu, ki je
vachovalo woiEie #a rast celic Minium essential mediom wath Earl's salt (MERTERSS),
0% FBS, 2 mM L-glotaming, 100 Efml penicilindstreptomicin in 1% nessecialnih
aminckizslin, Celice smo gojili pri 37°C v vlazni atmosferi s 5% CO. v plastenkah za
gojenje celitmh kultur {Corning Costar Crporation, New York, ZDA) & prostoring 73
em”. P 80% prerascenost] ploiée smo celice presadili. Pri tem smo najpre) iz plastenke
ailstranili medij in povrEing s celicami sprali = Ix PRBS Mato sma odstranili 1= PRBS
dodali 3 ml 0.1% wipsing za celice HepG2 in plastenko dali + inkubator. "o priblizne 3
minutah inkubacije po 3770 in 5% OO0 v vlazm atmosten smo celice rablo pretresh, da so
se odlepile od podlage. V' plastenke smo dodali & ml svefeoa medija in s tem zaustavili
delovanie tripsina, ki bi lahko povarogil nadaline poitkodbe DMNA. Celice smo prencsli v
centrifugirko in jib centrifugirali 3 minue pri 800 obratib/minuio. Mate smo odstranili medi)
in celice resuspendirali v 3 ml svefega soiEéa. Da smo dobill posamezne celice smo
celitng suspenzijo okoli 10x potegnili 2 brizge skozi injekeijsko izlo. Suspenzijo

posameznih celle smo prenesli v nevo plastenko ter po potrebi dedali sveze zojisée.
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3.2.2 {rojenje celicne linije HCC-1.2

Celice HOC-1.2 smo gojili v plastenkah za gojenje celiénih kultor {Corning Costar
Crporation, New York, ZIDA) s prostorming 75 em’ na 37°C i 3% OO v viain atmosferi
Lo zojenja so bile celice shranjene v rekocem dudiku. Gojili smo jih v celiénem mediju, ki
Jevsehoval wojidée za rast celic RPMI-1640, 5 ml FBS in 2 mM L-glutaming, Celice smao
presajali pri 70-80% prerascenosti ploiée. Majprej smo iz plastenke odstranili medij in
dewdali 3 ml 00 1% tnpsina =a cehee HOC-1.2, s katerim sma sprah povriing plosée, Tripsin
smo odstranili in dodali 1 ml sveZega tripsina ter inkubirall 1-2 minuti pri 37°C n 3% C0;
v vlazni atmosteri. Celice so zelo hitro postale okrogle in so se odlepile od podlage. Da se
je veting celic adlepilo od padlage smo plodéo previdne = nagibanjem sprali 2 tripsinom
MWato smo dodali 5 ml svefesa gojista in tako zavstavill delovanje tripsing, ki b1 lahko
poverndil nadaljne poikodbe DNA Celidno suspenzijo smo prenesli v centrifugirko in
centrifugirali 4 minute pri 1000 obratih’minuto.  Odstranili smo med)) in pelet
resuspendirali v svedem mediju Suspenzijo celic smo prenesh v nove plastenke in dodali

svede gnjisce.

3.2.3  Gojenje celiéne linije Cacol

Celice Caco2 smo gojili v plastenkah za gojenje celitnih kalr {(Coring  Costar
Crporation, New York, ZDA) s prostornine 75 em na 37°C v vlazni atmosferi s 5% COy,
Dy woqenja so bile celice shranjene v tekodem dusiko, Gogili sma jih v celiénem gopién, k
je vsehovalo gojidte za rast celic Minlum essential medium with Earl's salt (MEM/EBSS),
0% FBS, 2 wM L-glotarmug, 100 Eml o pemcihn/streptomicin i 1% neesecalnih
aminokisling Ob 30% preraiéencstl smo celice presadili. Majprej smo 1z plastenke
odstranili medij in povriine sprell z 1x PES. Po odstranitvi 1x PBS smo smo dodali 3ml
TrypLE Express-a (v nadaljevanju tripsin) in inkubirali 3 de 4 minute pr 3770 in 5% 00,
v vlaini atmosferi. Po inkubaciii smo celice zelo previdno stresli, da so se odlepile od
podlage in dodali 5 ml svefega gojiséa, ter tako zaustavili delovanje tripsina, 5 tam smo

preprecili nadaljne podkodbe DNA, ki bi jih lahke povzrogil wipsin. Celice smo nato

centritugitali 5 manut pr 800 obratih/minote. Poo centifugitanju smo odpipetivali
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supernatant in peler resuspendirali v svezem gojiddu. Celiéno suspenzije smo nate prencsli

v oo plastenko,

33 TEST MTT

MWITT st je welo enestavna i natancna metoda, ki se uporablia =a delofanje proliferacije,
vigbilnosti in citoroksiénost celic. S to merode posredno zaznavamo zZive celice in je
primerna leoza cebice, ki rastepo v enem sloju al v suspenzg. Citotokaicen vpliy agensay
na celiéne linije Hep(32, Hep(G2 ECACC, Caco in HOC-1.2 smo deloéali z testom MTT.
MTT (3-i4.3 dimetiltiazol-2-il1-2,5 difen] tetrazolijev bromid) je vodotopna substanca
rumene harve, ki jo mitohondrijska sukemnar dehidrogenaza metabolno aktivnih celic
reducira v vijolicaste nevodotopne kristale formazana. Ti kristali so topni v dimeril
sulfrksicdu (DM50), izopropanolu in pedobnib topilih. Optigna gostola je sorazmerna s
stevilom celic pri homogeni celidnl populaciji in jo merimo pri valoani dolzini £90 am. Ta
linearnost pokriva welo Sircko obmodje gostote celic iz Gesar je razvidne, da test lahko
zazna zelo majhno dtevilo Zivih celic (Mosmann, [983) Zaradl razlik v metabolm
aktivnosti posamernibh celicnib lingg je raemerje med kelifing nastaleza formazana in

Srevilom Zivih celic specifiéng

331 Dolodanje citotoksicnega delovanja muotagenih azensoy na razlicne celiCne

linije

Za testiranje citotoksiénost agensov na celiéne linije smo uporabili test MTT. Celice smo
il v plastenkah za coeme celicmb koltur (Cormng Costar Crporabion, New Yaork,
ZDA) s prostorning 73 em’. Pri celicah Caco?, HepG2 in HepliZz ECACC smo pri
priblizno 80% preragéenoat plosée odstranili medij in celice sprali z 1% PBS. Pri celicah
HOC-1.2 smo po odstramitei medija namesto 2 1x PRS posrding sprali 2 tripsinom
Celicam smo dodali tripsin in fih inkubirali pri 37°C i 5% COs v vlazm atmosferi. Ko so
se odlepile od podlage smo jim dodali ustrezen medij in zaustaviln delovanje rripsina. Nato
sma jih centrifugivall pri éasu in obratih potrebnih za doloene celiéne linijjo. Odstranili
smc supernatant in celice resuspendirali v medijo, Celice HepG2 smo previdno potegnili 8-

1% z brizoo skozi injekeijsko iglo in take dobili suspenzijo posameznib celice. Celice z
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gostoro 10000 celic/lukniico smo nasadill na mikrotitersko ploséo s 96 luknjicami (Nunc
Naperville 1L, ZIXAY Predhodns smo celice barvali 2 tripanskim modrilom in jih prefreli v
hemocitometru. Po nasaditvi smo celice inkubirali za 3-4 ure pri 37°C v vlazZni atmosferi s
e OO, tako da so ose pritedile na podlago. Mate smo odstranili celidm medij in g
zamenjali s sveZim, ki je vaebovalo razliéne koncentracije mutagenoy. Testirali smo sedem
razlicnih mutagenoy: 10 v koncentracijah 025, 0.5 an 075 mM; PHIP v koncentracijah
0123, 023 in 4.3 mM; AcC v koocentracijah 0.123, 023 in 0.5 mh;, 2-AAF v
koncentracah 2.5, 5 10, 20, 40, 80 i 160 uMdM: AFR, » koncentracnah 805, 875 i |
pefml; B{al v koncentracijah 50, 75 in 100 phd; MNMNG v koncentracijah 3, 10 in 20 phd.
Koncetracije smo dolocili na osnovi podatkoy za druge celiéne linije. ki smo jih dobili iz
literature, Maredili smo todi kentrole sojista, kjer smo celice izpostavili le celidnemi
mediju in kontrolo topila, kjer smo celice izpostavili 1% DBMSO v celiénem mediju. Po
menjavi medija smo celice inkuhivali 20 ur pri 3750 0 3% OO v vladni atmosterd. Nato
smo dodall 10% MTT ter celice inkubirali nadaljne 3 vre. I'o kondani inkubaciji smo
adlstranili supernatant in formazanske kristale rastepili « 200 ul DRSO Ophicng wostote

(00} smo merili pri valowni delzing 370 nm in referenénem filtru 694 nm. lzmerjena 0D je

sorarmerna Stevilu zivih celic,

Pri statistiéni obdelavi rezultaroy smo uporabili studentov=t tear. p0 05 smo doloéili za
statistiéne enadilnge razliko skupin celic tretiranih 2 dolofemm mutagenom olede na

kontrolno skupino celic.

34  TESTKOMET

Lera 1984 sta Oatling in Johanson razvila metodo za opazovanje pofkodh DNA. To je teat
kemet ali zelska  elektroforera posamezne  celice {angl  SOGE, single cell  gel
electrophoresis). Tipl pegkodh, ki jih lahko zaznamo s to metodo 0 enoveriznd (angl. 558
single-strand breaks) in dvoverizni (angl DSB, double-strand breaks) prelomi DMNA,
alkalno labilna mesta {angl. ALS; alkali labile sites) kor so apurinska in apirimidinska
mesta (AP, DWNA-DNA (er DNA-protein precne poverave i enoverizm prelomi IINA, ki

so posledica nepopolnega popravljanja z izrezovanjem. (WolEie, 2006).
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To je hitra, preprosta in zelo oblutljiva metoda, ki temelji na principu da denaturirani
fragmenti DN A lahko migrirajo med elektroforezo. Ostling in Johanson sta elektroforezo
zvedla pri neviralnem pH, kar omogoéa zaznamovanje prelomes obeh verig DNA {DSE)
Kasneje je prislo do dtevilnih modifikacij te merode, leta 1988 je Singh s sodelavei razvil
metiode, kjer elektrotorern poteka pri baziénih powogih (pH=13) in omogoda poleg
zaznavanja LSE tudi zazanavanje S5B in alkalno labilnih mesr (ALS). Pozngje so Olive in
soc (PP apisal razhicico testa 7 elektroforeso pri Wlagih alkalmb posoph (pH=12.3), pni

kater se lzrazijo ALS, ne pa tudi 558 (Pethovic, 2000).

Podkadbe, ki jih lahko zazname = alkalno verzijo testa komet so dvojni in enojni prelomi
DNA, ter poskodbe, ki so le prehodno prisotne. Te so posledica celicnesa popravljalnega
mehanizma kot sta nukleotidne (MER) in bazno (BER) izrezovanje ali pa gre za alkalno
stabilna mesta (Colling in sod., 1997, cit. po Vol&iE, 20046). Velina genotoksicnib snovi
poverodh 5B in ALS Alkalna rozliGica testa komet je najprimernejfa izbira za dolo¢anje
genotoksiénesa delovanja snowvl, saj se pri pH=12,0 ALS izrazijo kot S5B. (Voleié, 2006).

T pa omogoda vede obfutljivast te metode

Pri alkalni razlicici testa komer na objektna stekelea nanesemo suspenzijo posameznih
celic pomedanih 2 agarozo. Nato jih potopiing v razioping za liziranje, ki zaradi visoke
koncentraciie soli in detergentos (pH 10) odstrani veo celicno vsebine, ostane e jedro z
DNA. Po liziranju stekelea inkubiramao v alkalni rastopim (pH= 13 kjer se DNA zadéne
odvijati na mestih prelomov verlg. Odvijanju sledi faza elekooforeze DNA zaradi
negativoegs naboja petuje pret pozitivnemo polu, Odvita in poSkodovana TINA - poetuje
proti anadi hitreje kot nepodkodovana DNA Zmoznost potovanja odvite DNA je odvisna
od velikesti in Stevila prelomoy (Zegura, 20020, Stekelea nate polofime v raztopino za
neviralizacije. $ledi barvanje jeder g NMuorescentnim barvilom etidijev bromid, ki se vrine
med bazne pare DNA in opazovanje z fluorescentnim mikroskopom. Po elektroforezi

oblika jeder spominga na komete po Semer je metoda tudi dobila ime

Podkodbe WA ovrednotime 7 analize slik posamesnih jeder or kometow, D preprecimo

nadaljne poskodbe DNA, faze od liziranja celic dalje izvajamo v temi pri 4°C. Parametri,
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[ =e najpogosteie uporabljajo za izrazanie poskodb DNA so odstotek DINAL ki je migrirala
iz olave kometa v rep kometa, dolfina repa (razdalja od DNA v glavi kometa do zadnjensa
fragmenta DA v repu, izraZzena v mikrometrib), Clivin repni moment (produkt odstotks
DA % repu in razdalje od centra repa kometa do centra glave kometa) in razéivjeni repni
moment {produkt DMNA v repu in dolzine repa) (Zegura in Filipid, 2004, cit. po Petkovic,

2006)

Teat komet se lahko uperablja v or vedre e vevo rasskavah, ¥ s viten imvedba test lahko
uporabljamo za ugotavljanje genotoksiCnostl, predvsem s sesalskimi celiénimi kulturami in
cloveskimi limfociti, lahko pa tudi s celiénimi kulturami, ki izvirajo iz drogib tkav
(Pethovie, 20048 Polag tega se test komet uporablja tudi v okoljskem monitorngan in
monitoringu pri Budeh, pri molekularn epidemiologiji, z tem testom pa lahko opazujemo

tudi potek in spesobaost popravijanja podlcodh DNA,
3.4.1 Metodologija

3411 Pripravy raztopin xa test komet

* Raztopina =a liziranje celic

2.5 M Nall (1464 gl Ha

100 mM EDTA-Na: (372 6/l Hy))

10K} mbd Tris (121 @l Haly

Z MaH oz, HC| smo wravnavali pH raztepine na 10, jo ohladili na 4°C in pred uporabe

dodali %o detergenta Traton- 1040,
* Pufer za odvijanje in elektroforesa:

300 mM MNaOH (30 ml 10 M NaOH! H:C)
I mhl EDXTA (Fml 02 EDTAS Hai))
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[0 I NaOH (200 @/200 ml HaOp in 02 M EDTA (372 5500 ml H:00 smo pripravili v
napre], ostale razioping pa smo zmera) pripravili svede, 10 M NaOH smo do wporabe
shranili na sobn temperaturi, 0.2 M EDTA pa pri o 'C .

# Baztopina za nevtralizacijo:

0.4 M Tris (48.44 gl H:0h)

I'H raztopine smo 3 HCL uravnavali na 7.3,

3.4.2 Potek tests komet

3421 Priprava stekelc in nanos suspenzije wetiranith celic

Mo peskany stekelen {Gerhard Mengel Glasbearbeitumgswerk, Braunschweis, Memdja), ki
sma jih dan pred uporabo namoéili v etanolu, da so se razmasrila, smo nanesl prve plast
[T WNAP (angl. normal melting point} agaroee ragtopliens v 1x PRS. Po nanoesy 80 pl
NN agaroze smo oblekina stekelea pokrill z krovnim in jib poloZili na bladno. Po 3
minutah, ko s je agarera strdila smo odstraml krovik i nanesh 70wl LMP (angl low
melting point) agaroze pripravljens v 1x PBS in je wsebovala 30 nl suspenzije tretiranih
celic, Objekima stekelea smo ponovne poknli £ krovnim stekeleem in jih pustili na

hladnem, Ko se je LMP agaroza strdila smo previdng odstranili krovnik
3422 Alkalng liza celic
Crilajens rartoping za lizivanje celic smo 2zl v kadicke i vanjo polofili objeking stekelca,

kjer smo jih pri 4°C In v temi pustili najmanj eno uro. % te] fazi se zarad) visokega pH

(pH= 100 razeradije vai proteind in BNA, deterzenti pa razgradijo celiéne membrans.
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3423 Alkalno odvijanje DA in elektrotoreza

Po konéanem liziramu celic smo stekelea prenesli v elektroforetsko kadicko enega zraven
drogesa, take da se bili val geli obrnjent prot ancdi. Na prazona mesta smo polozili prazna
stekelea in tako zagotovill homogenost elektriénega polja. Stekelca smo prelili z sveze
pripravijenim in na 4°C ohlajenim elektrotoretskim putrom, ke segal nagved 1 om nacd
stekelca.alkalne  odvijanje DNA je porekalo 20 minut pri 4°C. Temu je sledila
elektrofioreza, ki je potekala nadalingh 20 minut, DNA sma zpastavih elektnénemu palju

pri napetosti 25 % Inteku 300 mA.

31424 Meviralizacija

Ohlajen neviralizacijshki pufer s pH 7.5 smo vlili v kadidke in po kondani elektrofores

wanjo prenesli stekelea. V' pufiu smo jib pustili 13 minut.

34.25 Shranjevanie stekelc

Do mikroskopiranja smo siekelea shranili v kadigkah ebloZenih 2 viazno stanideving. Take
smo prepredili izsnditey preparatoy. Radiéke smo pokrili z alofolijo, spravili + plastiéne
wratke in jih shranili pri 4°C Celice na preparatih smo poshkali 6 d0 7 dni od izvedbe
test.

i421a Barvame in slikanje jeder celic

Pred mukroskopiranjem smo jedra celic ng gelih barvali = 20 pl ebdijevesa bromida s
koncentracije 5 pg'ml. Komete, ki so nastali po izpostavitvi jeder elektriénemu peliu, smo
gledali pod mikroskepom (Wikon Eclipse ES00, Taponskal s fluorescento svetlobo (Mikon
HB-10104 AF, laponska). ledra celic smo slikali 2 kamero {Marlin FO48B, Allied, Vision
Technologies, UK pod 400x povedavo., Ekscitaciiski filter za etidijev bromid je 515-360
nm, harierni pa 390 nm. V vsaki populaciji sme shikali 50 jeder pri demer smo se zogibali

robnim delom gelov.
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)
-1

3427 Analiza slik in obdelava podatkoy

Elike smo analizirali = pomodjo programa Comet assay (Comet Assay IV, Perceptive
Inscruments, UK Od parametros, ki jil lahko izmerimo smo izhrali parameter % DNA v
repu kometa. Staristiéne smo podatke obdelali s programom Sigma Stat 311 (SPSE,
Chicage, TTSA) ter #a analize razlike med celicami tretiranimi # mutagen in kontralnimi
celicami uporabili enosmerno analizo variance (ANOY A, Kruskal-Wallis). Za primerjavo
medhan odstotka DNA v repu smo uporabih fest Dounnett, pr Cemer smao pe=0 001 doledl

lcot sraristiéno znadilnoe razliko.

343 Dolecanje zenstoksicness delovanja mutazenoy na razlicne celicne lingje

Za delodanje senotoksiénost mutagenoy na razhiéne celidne lingje smo uporabili alkalni
test komet. Celice smo gojill v plastenkah za gojenje celiénih kultur (Corning Costar
Crporation, Mew York, ZDDAY 5 prostormng 75 emt. Celice CacoZ, HepG2 in Hep2
ECACC smo pri 0% preraséenocsti plodée odstranili medij in jih sprali z 1% PBS. I'ri
celicah HOC-1.2 smo po edstranitvi medija nameste 2 [ PBS povriing sprali = fripsinom
Nato smi celicam docdali ustrezen tripsin in il inkubirali pri 37°C 0 3% CO: v viagni
atmosteri. Ko so se odlepile od podlage smo jim dodall ustrezen medij in zaustavili
delovanje tripsina, Celice smo centrifugirali pri Easu in obratih dolofenih za posamezno
celicne lindjo. Po centrifugaciji smo odstranili supernatant in celice resuspendirali v
mediju. Pri testu komet potrebujemo posamezne celice zato smo celice HepG2 s brizgoe

previdno 8- 1 potegnili skozi injekeijsko iglo.

Celice smo nasadili na plodée z 12 uknjami. Po 3-4 urah, ko so se peitedile smo zamenjali
celicni medij 5 sveFim, ki je vsebovalo razlicne koncentraciie mutagenoy. Testirali smo [0
v koncentracijah 250, 300 in 730 pM; PhIP v koncentracijah 80, 100 in 120 M, Anll v
koncentracijah 130, 250 in 350 udd; 2-AAF v koncentracijah <0, 30 in 160 pbd; Bla)P v
koneentracijah 12,3, 25 in 50 pM; AFB) v koncentracijab 3.2, 4.8 in 0.4 uM in MNNG v
kencentracijah 023, 035 in 1 pM. Maredili smo md kontrolo goqidéa, kjer smo celice
izpostavili le celitnem mediju in kontrolo topila, ker smo celice izpostavill celiénemu

mediju # < 1% DWMS0 Po menjavi medija smo celice inkubarali 20 ur v vlazni atmasteri
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pri 377C in 3% OO, Naslednji dan smo odstranili gojisée, sprali celice z 1x PBS, jim
dedali ustrezen tripain an jih inkubirali nela) minue, Ko so se celice adlepile smo jim dodali
medij in tako zavstavili delovanie tripsina. Celiéno suspenzije smo prenesli v epice in jih
centrifugirali pri ustreznem Easu in ebratih, MNato smo odstranili supernatant in pelet
resuspendirali v 60 pl medija. 3¢ pl suspenzije smo prenesli v druge epico, tako da smo

el dve epici = 30 pl celidnge suspenzije, wer nadaljevali = testom komet,
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4 RELULTATI

41 TEST MTT

YV diplomski nalow nas je zammal vpliv izbramh mutagenov na razliéne metabolne aktvne
celitne linije. Za testivanje citotoksitneza vpliva amo uporakali test MTT. Celigne linije
sme irpostavili razlicnim koncentracijam mutagenov in pe 20 urah izvedli test MTT. Za
vaako lkoncentracijo amo poskos izvedli v 3 paralelah. ¥ resuliatibh smoo prikazali le
kontrolo topila, saj med kontrolo medija in kontrolo topila o bilo znadllnih razlik.
Ferultate smo prikazali ket povpredne vrednoest optiéne gostote (0T 5 paralel, ki je
sorazmerna Etevilu Zivih celic, ter izratunali standardne odklone. lzradunali smo tudi

odlstotek prefvetja celic, ki so bile izpostavljene razlicnim koncentracijam ggensoy

4.1.1  Citotolisiéno delovanje 10

Rezultati =0 pokazall. da je I po 20 wm izpostavitvl rahlo, wvendar statisticno
signifikamng zmizal predivelost hepaticnih celic HepG2, HepGZECACC in HOCL 2,
medtemn, ko na prezivelost érevesnih celic CaCoZ ni wplival, Signifikantoo znizanje
O s70050 8o pei HepG2 in HepG2ZECACC zaznali pri pri koncentracijah 500 an 730 pM,

pri HOC T2 celicah pa pri vseh testiranih koncentracijah (Slika 1),
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Slika 1: Vpliv vazliénih koncentracij 10 na prefivetje HepG 2, HepGXECACC, HOC1.2 in CaCCo2 celic.

Celice smo za 20 ur izpostavili 250, 300 in 730

I8 Eoncentracijn 10 in nate evedli est MTT. Tretiranga

celic sa bila vavedena v petth paralelah. Bezultmde smo podali kot QD500 1+ STDE * statisieno auaéilng
razlika glede na kontrolo {Stadentoy- test, p=L 033,

Hepl2ECACT in HOC-1.2 celice, so pokazale podeben odziv in so bile nekoliko bolj

ahéuthive na citotoksiéno delovanje 10 kor HepG2 celice. Pri najvigp koncentraciii je 10}

elede na kontrolo zmiZal preZivete HOC-1.2 celic za 31,5 %, HepGZECACD celic za 36

b4, Hepi32 celic pa za 19% (Slika 2).
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Slika 2: Ypliv raelicnih koncentracij 1) na prefivetje celic Hepl2, HepG2ECACC, HOC-L.E in
Cal’nl.

Celice sumw za 20 ur epostavale 2300 300 in 750 LR hencenteacyt 1w waio tevedly test MIT. Besuliatn so
podand kol % presvela celic glede na kootrele lopila. #stabsiéno copslng melika glede e konirals
[ Studenion-1 lesl. p=inid).

4.1.2  Citotoksiéng delovanje PhIP
PhIP j& po 20 urni izpostavityl zmangial prezivelost vaeh stich vrstah celic. Signifikantng
znizanje O smo pri HepG2 celicah zaznali pri najvidii kencentraciji (300 pbd), pri

HepG2ECACC celicah pri koncentracijah 250 in 500 phd, pri HCCL.2 in pn1 CaCo2

celicah pa pri vaeh testiranih koncentracijah (Slika 33
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Slika 3= ¥pliv razliénih lkoncentracij PhIP na prefivetje Hepla2, HepG2ECACC, HOCL.2 in Callo?
celic

Ceelic

celic 50 bila tavedena v petth paradelah. Bezultate smo podali kot QD500 1+ STDE * statisieno anaéilng
razlika glede na kontrolo {Stadentoyv- test, p=0L05},

Na citotoksicno delovanje PHIP so ngobéuthiveyie HOCT2 in CaCo ceboe, Pronagmiap
testirani koncentraciji je hila prezivelost HOCT 2 in CaCo2 celic zmanjfana za 0% Pri
koncentaciji 250 mM je bila za 40% zmanjzana tdi prezivelost HepG2ZECACC celic, Pr
najvi&i koncentraciii je hila prefivelost HUCT 2 celic 2manjiana za B0%, Hep(2 in CalloZ

celic za 70%, HepGZECACC celic pa za 37% (Slika 4.
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Slika 4 Vpliv razliénih koncentracij FhIP na predivetpe celic HepG2, HepGXECACC, HOC-1.2 in
CaCn2.

sae i 20 ur gzpostavili 125, 230 4n 300 06 koncentracijy POIP mooato rvedln tese MTT. Rewaltat se
podand kot 0 preswvetja celic plede na kontrele topila, *statstiéno woacilog razlika slede na koniraolo
| Sindendoa-t test, pedbibs),

4.1.3  Citotoksiéng delovanje AaC

P 20 urmi izpostavied celie razhiénim koncentracijam Aol smo zaznali pri Hepli2 celicah
statisticne  signifikamng eniFange ODmes pri koncentracijah 2300 in 300 pd, pni
HepG2ECACC in pri HOCL.2 celicah pri wseh testiranih koncentracijah,  pri CaCoZ

celicah pa le pri najvisji konecentracijl {300 pbd) {Slika 5).
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Slilea 5: ¥pliv riceli€nib loncentractj AwC na preFivedje HepG2, HepGZECACC, HOCL2 in CaCel
celic,

Celice smo za 200 ur izpostavili 123 23000 500 pb koncentraciji Ao in nato izvedli test MTT. Tretivania
cehic so bila izvedena v peth paralelah. Rezulipte sma podali kot ODs-pee (£ STD) # siatisticng ziadilng
razlika glede na kontrolo (Studento 1 est, p=i 055,

Hepaticne  celicne linige Hep(G2, HepG2ECACC in HCOCL2 so pokazale podobno
obéuthivost na citotoksiéonn delovanje AaC, medtem, ko so bile CaCoZ celice bistveno
manj obéutljive, Pri koncentracii 125 uM je hila prezivelost Hepli2 in HOCLZ celic
zmanjfana za 24%, pri koncentraciji 250 uM je bila prefivelost Hepdi2 celic amanjfana za
50%%, HepG2ECACC cehie wa 35% i HOC L 2 celic za 43%:, pronapvign koncentracipi pa je
bila najlolj zmanjsana prezivelost HOCL.2 celic - za 78 %, Hep(GZ in HepGZECACC celic
pa za 62 Yo Pri CaCol celicah je bila za 32 % smanjfana prefivelost e prionajvis)i

kemeentaciji, (Shika &)
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Slika 6; Vpliv raelicnih kencentracij AeC na pregivetje celic HepG2e HepG2ECACC, HOC-L2 in
Calnl.

Celice smeg 2 20 we izpostavili 125 230 in 300 28 kencentecijl Aol in oato izvedli test MTT, Reealtat s0
podani kot % prezivetia ealic glede na kentrels fepila Fsiatistitno zoadilng razlika glede na konrals
[S00d= oy -1 sl prins)

4.1.4 Citotoksiéno delovanje 2-AAF

Citetaksicnost 2-AAF smo testirali v dveh koncentracijskih obmociih: pri koncentracijah
2.5 do 20 pM in 40 do 160 phd. Pri 20 urnl izpostavijenosti celic smo pri najvigjl testirani
koncentaciji zaznali statisticno  signifikanmo  znizanje Ol pri HepGZ,
HepG2ECACC in CaCoZ celicah. Pri HepG2 celicah je bila wrednost ODewisa
signifikantno znizana tudi pri koncentraciii 280 ubd. i HOCLZ celicah 2-AFF ni

signifikantng zniZal O a0 pri nobent testirani kencentraciji (Shka 7).
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Slila 72 Vpliv razlicoih koncentracij 2-AAF na prefivetie HepG2, HepG2ECACC, HOCL2 in CaCo?

celic,

Celice smo xa 20 ur izpostavili 2.5, 5, 10 in 20 rer 0, 20 in 160 7 M koncenrraciji 2-AAF in nate irvedli test
MTT, Trativanja eclic so hila izvedena v patih paralelah. Resnltare smn podali kot (000 = STDH, ¥
statiztiéno znagilng mzlika glede na kontrobo (Smdentoy=t rest, p=b03),

Crlesife na kontrolo je 2-AAF pri najvis)i koncentracii (160 phdy emizal predivelos: Hep(2
celic za 82 %, Hep(G2ECACCT celic za 87 %0 in CaClol celic za 80 % Na HCC1.2 ni

deloval citetoksicno (Slika 8.
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Slilen 8z ¥Wpliv rielicnih koweentractj 2-AAF ma prezivetje HepG2, HepG2ECACC, HCC-1.2 in CaCol
celic,

Celice smo za 20 ur izpostavili 30, 20 i el phd kencentraciji 2-AAF o oato izvedli test MTT. Beenliati zo
podani ket % presivetin celic glede na kontrolo topila. ¥ statistidng soadiloa melika gleds oa konwls
[Sind= oy -1 Bsl preies)

4.1.5  Citotoksitno delovanja RiapP
20 urma dzpostavitey celic razhiénim koncentracijam BlalP je poveradila  stalistidno

signifikantng snizanje Oz e pri HepQ2ECACC celicah izpostayvlinh 75 in 180 phd
Bia)P {Slika 9.
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Slilea %: Vpliv rielicnih koncentracij BlajP na prezivedje HepG2, HepGZECACC, HOCL2 in CaCel
celic,

Celice sme za 200w izpostavili S0 75 in 100 phd koncentraciii Bl in sate izvedli test MTT. Tretivanja
cehic so bila izvedena v petih paralelah. Bezultate sma podali kot OD:-pe (£ STD) # siatisticng ziadilng
razlika glede na kontrolo (Studentov-t test, pidss,

Bia)P je deloval citotoksiéng le na celice HepG2ZECACC, Pri najvidji kaoncentraciji 100
P je Bila preFivelost celic amaniiana za 24 % glede na kentrela, pri koncentracijn 75 pM

pa za 1% % (Shka 17).
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Slika 10: ¥pliv razliénih koncentracij Bla}P na prefivetje Hepde2, HepGXECACC, HOC-1.2 in CaClo2
oelic

Celice smo e 200 ur irpostavile 300 73 m 100 phd koncentraciiy BooP monate zvedln rest MTT. Bewmliag o
podand ket % pregevetia colic glede na kontrolo topila. * stansticno @nadilng nelika glede e kontrole
(Sndendon-i test, prdiibsy,

4. 1.6 Ciotoksiéng delovanje AFR,;
20 urma dzpostavitey celic razhiénim koncentracijam  AFB) je poveretila statistidno

signifikontng zniFanje QDo e pri HepGZECACC celicab izpostavlimbh 321 ubd (|

paml) AFR, (Slika 11},
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Slika 11; ¥pliv raciénib koncentracij AFB, na prezivetie HepG2, HepGZECACC, HOCL2 in CaCo?

celic,

Celice zmo za 20 o izpostavili e, 24 in 32 phd (605, 075 in | opgamly kongentaciji AFE in nata izvedli
test MTT. Tretinanga eelic so bily izvedena v petih paralslah, Reaultate smo podali kot OTresw (2 5T, ¥
statistitnn znadilng razlika glede na kontrolo (Soadentoy -1 vest, pin 8y,

et 3.5 pM (1 pgfmly AFB, je statistiéno zoadilne vendar le za 19%% glede na kontrolo
topila zmanjial preziverje celic HepGZECACC, Na prezivelost ostalih vrst celic ni wplival

statistiéne znacilno (Slika (2.
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Slilka 12; ¥pliv rielicnih koncemtractj AFE, oo pregivetje celic HepG2, HepGZECACC, Caco? in
HOC-1L.L

Celice smo za 20 or izpostavili Lo, 2400 3.2 pb (05, 075 in | pgimly koncentaciji AFBL in nata izvedli
tcat MTT. Remuliati 50 podani kot %4 prexivedia celic glede na kontralo topila. * statistiénn #nadilna mazlika
olede na kontralo (Shadenros =t fest, pl 03},

4.1.7 Citotoksiéno delovanje MNNG

20 urna zpostavljnost celic 3 do 20 pM MNMNG ni poverodila statisiéno signifikantnesa

rmizania Oz eon pri nobeni ad Strih cehiénih ling (5hika 13)
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Slika 13: Vpliv vazlidnily kencentracij MNNG na prefiveije HepG2, HepGIECACC, HOC1L2 in CaCo2
celie

Celice sme za 20 ur postavili 3, 1000 200 g8 koncentrmcijn MNMG nomato izvedli dest AMTT. Tretiranga
el so bila vevedena v penh pasadelale. Becoltle smo podali kol O0 55 £ STD) * stalisuéng asdéilon
rzbika glede na kowirolo (S llentoy -4 test, p=0.053,

|z rezultaroy je razvidno, da MMNMNG pri testiranib koncentracijah ni delowval citotoksiéno na

nabena ol uporabljienih celiénib linij {Slika 14).
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slila 14 ¥pliv raelicnih koncentracij MNNG na prezivetje celic HepG2, HepGZECACC, HOC-L2 in
Caln.

Celice smo e 20 gr izpostayili 50 100 20 phd konegntraciji RINMNG in oato izvedli st MTT. Reaultati s
podani kot % prezivetia celic gleds na konwele fopila = satistitno zoadilng razlika glede na konrals
(S00d= oy -1 sl preis)

4.z TERT KOMET

5 pomedjo alkalne razlicice testa komet smo preverjali genotoksicénost mutagenoy na
razlicne celiéne linije. 5 testom komet lahke zaznamo prelome verige DNA, alkalno
labilna abazicog mesta, pa tudi prelome, ki nastajajo zaradi popravlanja peskodb TINA
Celiéne linije smo inkubirali 20 ur z razliénimi koncentracijami mutagenih agensov in nato

izvedli tesr komet.

4.2.1 Genotoksiéno delovanje 10)

Po 20 urni izpostaviey celic IO (250, 500 in 730 phd) nismo opazili povedanja prelomoy
DA v primerjavi 3 kontrolnimi celicami pri nokeni od uporabljenth celiénih ling {Slika

L5
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Slilka 15 ¥Wpliv razliénih koncentracij 10} na nastanek poilolh DNA pri Heple2, Hepl2ECACC,
HOC12 in CaCo? celicah.
Celice =ma 20 ur inkobimall = melicnomt koncentmcipomt [0 (250, 3040 i 730 ub) in mato ovredoouli
poikodbe DA -« alkalon tesiow bomet. Poshus st ponevili inkeal ler pnovsaken analeeaaln 500 jeder.
Beeulian so podam kot odstotek DA v repu e prikasan kol kvariba box plot, £ enosimeron analiss

viertance LANOY AL Koskal-Walles sane aoaleaal melike med celicanu welmu « deledenn koisentrmcye
olagzen i boadroloa celicame, * stanstsne soadlog reeliba glede ma kontolo (Dot st p G0l

Iz slike 16 je razvidno, da je poskodovanoest DMA nerretiranih celic razliéna pri razlicnih
celitnih lingjah. Najvedjo podkodovanost imajo Hepli2 celice, najmanjso pa CaCo2 celice
[a hi lahko primerjali odzivoost razlicnih celiénih ling rezultate podajamo tudi kot
raFmerje med srednjo erednosto odstotks TINA v repu kometoy tretivamh celic in srednjo
wrednostje odstotka DNA v repu kometow kontrolnih netretiranib celic (8lika 16). 1z slike
I6qe raevidng, da se razmene med sredmima vrednostima cdstotka DMNA v repo tretiranih
celic in odstotka DNA v repu kontrolnib celic — {Faktor povecanja poskodh DNA - FEPLD)

blizu vrednost: 1.
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Slika 16: Falitor povedanja pofkodh DINA (FPPD) po ispostavityi Hepl:2, HepGIECACO, HOCL2 in
Callnl eelic TOL

FPPD jo rozmere med srednjo voednestjo odstotkom DA v repo kometoy treoranih celic in sredngoe
vrednosto cdstotka DM A repu kometow kontrolnih celie.

4.2.2  Genotoksifno delovanje PHIP

Crenatoksiénost PhIP estivali pei koncentracijah 80, 100 in 120 uM. Prhepatiénih celidnih
linjjah HepGZ, HepG2ECACC in HCC 1.2 m povzrodil sigmtikantnega povecanja poskodb
DMA i nobeni kencentraciji. Pri CalCo2 celical pa je v primerjavi & kontrelnima celicami

povzradil signifikanmo povecanje odstotka DNA v repo komera. (Slika 17)
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Slika 17 Vpliv raelicoih koncemtracij PhIP oo nastaock poskodb DNA pri HepG2, HepGZECACC,
HCCLZ in CaCol celicah,

Celice sme 20 ur inkobirali 2 razlidnimi koncenvacijami PRIT (800 100 in 120 pdd) in nato ovrednonili
pogkodbe DA = alkalnim testom komet, Poskus smo poneyili triket, fer pi vsakem analizitali 50 jeder
Feauliati so podani kot odstorek TFNA v repu in prikazani kot kvarilnd box plot. Z enosmernn analizo
variancs CAMOY A Koskal=-Wallisy sme analizirali mzlike med celicami etiranimi @ deledeno kongentracijo
muiagena in komtrolnimi celicami. * siatisticng znadilng razlika glede na bontrolo (Thinoet test, =0 001,

Iz Slike 18, kjer je prikazan FPPD, je razvidne, da je srednja wrednost odsiotka DNA v
repu kometoy  CaCo2 celic treitanih z 120 mM PhIP S enkrar vedja kot v kontrolnih

celicah
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Slika 18: Falitor povedanja pofkodh DINA (FPPD) po ispostavityi Hepl:2, HepGIECACO, HOCL2 in
Callnl eelic TOL

FPPD je raxmere med sredojo veedoosto odsietkom DRA v repo kometoy tretranihe celic in seedngoe
vrednosto cdstotka DM A repu kometow kontrolnih celie.

4.2.3  Genotoksifno delovanje AaC

AnC (130, 230 in 330 uM) je povzrodil signifikantno povefanje podkodb DNA le pri

HCC L2 celicah pri koncentacipi 350 phd (Sliky 19,
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Slilen 1% Vpliv raclicoih kopcentracij AcC oo oostanels poalosdly DNA pri HepG2, HepGZECACC,
HOCLZ in CaCol celicah,

Cclice smno 200 or inkuhirali 7 razlignimi koncentracijami AqC (130 23000 350 pMOin nate ovrednotili
podkodbe DY A 7 alkalnim restom komer, Paskus smo ponesili trikear, for pri vsakom analizirali 30 jedor
Rernlati so podani kot adstorck DMA v repa in prikazani kot Evartilni hox plori. 22 enosmerno analizo
wariancs (ANOYV A, Knskal-Wallis) smo analizirali razlike med celicami tretirmnimi z deloécnn koncentracijo
mntageni in kanfrolnimi celicami, * statiztiénn snadilng razlika zlede na kontralo {Dunnct rest, psdl 000y,
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Iz Slike 20, je razvidno, da je srednja vrednost odstotka DNA v repu kometoy HCC L2

celic treitanib z 350 pM AaC 1.8 krat vedja kot i kontrolnib celicah.
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Slilka 20 Faltor povedanja poskodh DNA (FPPD) po izpostavitvi HepG2, HepGZECACC, HOCLZ in

Cal’o2 celiv 1L

FPPLY e raemene med sredmo vredoosts odetetkoms DRNA v orepu kowmetoy etiamb celic me srednge

vredoso cdstotka DA repu boanetoy kontrolol selis.

4.2.4 Genotoksiéno delovanje 2-AAF

Z-AAF (40, 80 1o0 phd) m povzredl] podkodh DNA pri nobem od uporablienih celicnih

linij (Slika 21 in 22)
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Slilia 21: ¥pliv razlifnih koncentracij 2-AAF na nastanck poiladb DNA pri Hepl:2, HepGIECACC,
HOC1 2 in Callo? celicah,

Celice smo 240 ur inkabimall @ mehiconm koncentracijanu 2-AAF (40, 80 0 160 phd in nato ovredooul
potkodbe DNA e alkalum testom bomel. Poskus soio ponevili ket ter po vsakem analearal 500 jeder.
Beeultan so podi bot odstotek DA v repu e prikisun kol bvariba box plot, £ eoosimeron amaliss
vinetanee CAMNOY AL koskal-wallist same amaliaah mielike med celicann wetm & deledens koncentrcyje
totazen i kondrolono celicamme, * stalsicoo awclug relika 2lede i kool (Dwimnel st peoool),
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Slika 22: Falior pevedanja poikodb DINA (FPPT po bzposiaviiyi Hepz2, HepGIECACC, HOCL2 in

CaCo? celic 2-AFF.
FFPT} jo razmerje med srednjo vrednostio adstotkom DWA v repn komictow trericanih celic in srednjo
vrednnsijo adstotka DN A repn komerow kontrolnih celic

4.2.5 Genotoksicno delovanje Bia)P

20 urno tretiranje celic z 12,5, 23 in 50 phd Bia)lP je povzrodile poskedbe DMNA pri vseh
grirth celignih lingjah, Pri hepatidnih celifnih linjah HepG2, HeplG2ECACC in HOC1.2
smo zaznali statisticno znadilne povidanje odstotka DMNA v repu kometow pri vaeh treh

kencentractjah, pri CaCo2 celicah pa pri vadjil dveh (23 in 30 mM) {Slika 23)
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Slilen 23: Vpliv ruelidoih koncentracij Bl ma wastanek poskodb PNA pri HepG, HepGZECACC,
HOCLZ in CaCol celicah,

Celice smo M0 or inkobicali # razlicnimi kencentracijami Boaal (125 25 in 50 phd) i mate ovredoatli
potkodbe TNA = alkalnim testorn komer. Poskus smo ponevili drikeat, ter pi vsakem analizimali 50 jeder
Feaolian so podani kot odstorek TINA v repu in prikazani kot kvartilni box plat. 2 enosmernn analizo
vaiancs CAMNOWA . Kuskal-Wallis) sme analizirali azlike med celicami wetiranimi z deledeno koncentracijo
mutagena in komtrolnimi celicomi. * statisticno zoacilog wzlika glede na bontrols (Donet test, e 0L,

Wee b jetrne linije so pokazale podoben odziv na senotoksicng delovanje Bia)P. Ze pri
pri majnizji koncentraciji 12,5 uM je Bia)P povezrecil skoraj trikratne poveéanje poikodb
DNA v primerjavi z nerretiranimi celicami, wvendar se z vedaniem koncentracije
potkodovancst DNA mi bistveno povedala. Genotoksifna aktivoost Bia)P odvisna od
metaboliéne aktivacije in verjetna razlaga za to, da poskodovanost DNA ni bila povefana
pri vigjih koncentacijah BiadP je v omejent sposobnosti celic, da presnovijn Bla)P v

nukleofilng abliko. Pri CaCoZ celicah je Bia)l® sicer induciral siznifikanmo povecanje
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poikodh DMNA pri 25 in 30 mbd, vendar je bilo povedanje le 1.3 kratne. Manjsa obéutljivost
Callo2 celic je verjetng posledica manjie metabolifne aktivnoesti teh celic v primerjavi =

jetrnimi celicami (Slika 240,
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Slilen 24: Fuktor pivedanja poikodl DNA (FPPLY) po epostavitvi HepG2, HepGIECACC, HOCLZ in
CaCo? celic Blaw,

FETTY je razmers med srednjo srednestio edstotkom TNA v repo kometoy weeticanih celic in sreednjo
vrednosio cdstatka DA repy kometoy kontrolnih celic

4.2.6  Grenotoksifno delovanje AFB,

Srarisitino znadilen vpliv AFB, na povedanje %4 DNA v repu smo zaznali prijetrnih
celicah HepG2, HepG2ECACC in HOCL.2 pri vaeh koncentracijah (1, 1.3 in 2 pueml), pri

Calo2 celicah pa le pri napvid)i koncentracij {Shika 25).
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Slika 25: Vpliv razliénih keocentracij AFB, na nastanck poékodh DNA pri Hepla2, HepGZECACL,
HOCL? in CaCo? celicah,

Celice smo 20 ur whubirh @ el kencentaciam AFE (1L L5 i 2 pgfol) weomate ovredoouh
putkodbe DNA ¢ alkalwm testom bomel, Poskus soo ponosvili kel ler ponovsakem apalearal 500 jeder
Bepulion o podia kot odstotek DA v repu e prikiasan kot bvaribal box plot, £ enosimeron analiss
viertance (AMNOY AL Ruskal-Wallist sime amalizaah melike med celicann et « doleéenn koncentrmcye
ronlagzeni i bondroloa celicar, * stalsléoo wnadilog gelika elede wa kootrolo (Dwianel test, pe0 oL,

Iz Shike 28 je rasvidno, da soona genotoksiéno delovanje AFB) najobéutljivejse HepG2
celice. Pri Hep(i2 celicah je AFB) poveratil od doze odvisng povelanje postkodh IINA, Pri
majvig kongentraciji 6.4 uhd je bila poskodovamost TNA Strikat vedia kot pr netretiranih
celicah. P HepG2ECACC celicah e AFB, povarodl skora) trikratmo  povecano
potkodovancst DNA Ze pri najnizjl koncentraciji (3.2 ubdy, ki pa pri viglih koncentracijah
AFB) ni narasla. Podobno se vendar le dvakratng povedanje podkodh DMA je AFB,
povzrofil pri HOC L2 celicah. Pri CaCoZ celicah smoe zaznali sigmifikantno, dvakratno

povedanje podkodh DMNA le pri najvidi koncentracij AFB,
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Slila 2a; Falior povedanja pofkodb IINA (FPPD po fepostavityi HepGE, HepGIRCACC, HCC1,2 in
CaCo2 celic AFK,.

FFPT} jo razmetje med srednjo vrednostio adstotkom DWA v repn komictow trericanih celic in srednjo
vrednnsijo adstotka DN A repn komerow kontrolnih celic

4.2.7  Genotoksifno delovanje MNNG

MIWMNG (025 0% i | uMd e pr HepG2 in CaCol celicah poverodil statistiing znadilng
povedanje adstotka DMNA v repu kometov v primerjavi z nerretiranimi celicami pri vseh

treh koncentracijah, pri HepG2ECACC in HOCL.Z celicah pa pri 0,5 0 1 pM {Shika 27

Nevlozeni zapiski Stran 66



Porzin 3. Ohdaivnost razlicnil celitoih linij na toksiéne i genstoksitne pdinks modelnib rtagzney 6
Dipl dele. Ljobliana, Uaiv, v Ljubljan, Biotehoidka fakole, Oddelzk za mologijo, 2

] HepG2 '_Iﬂ HepGZECACT

HCC1L2 . . - oz Lal n2 . .
=04 i 0
2 Sh4 2 W
g - ¢
a =
= = N
e "
2n- Fal
L — ] [/
o = I ¥ 1 : T
a [ 060 o [FTY om0 1
orwgnliecu jukll krnestrrmasps Ol

Slika 27 Vpliv raeli€nib kencentracij MNNG ma pastanel poalosdl DNA pri HepG2, HepGZECACC,
HOCL2 in CaCol celicah,

Celice smo 20 ur inkubirali = rzlicoim kencentmeijami MWNG 025 005 in | ophd) in oate oveedoonli
poskadbe TWA 2 alkalnim testom komet, Moskus smo pongwvili trikeal, fer pi vsakem analizitali 30 jeder
Rezulian so podani kot odstorek DINA v eepu in prikoean kot kvaniloi box plot. 2 eoosmeron analizo
varianes CANOY A, Koskal-Wallisy sme analizirali rmzlike med celicami wetimanimi « delodéeno konsentrcijo
mufagena in komrolnimi celicami. # siatisticng znadilng razlika glede na bontrolo (et test, p=i 0L,

HepG2 in CaCoZ celice so na genotoksifng  delovanje MNNG obéutljivejse ol
HepG2ECACT in HOCL2. Pri najvidli koneentracijl je MNNG pri HepG2 in Calo2
celicah poverafil skorak Stirikratng povedanje podkodb DNA v primeniavi s kontrola,
medtem, ke je pri HepGZECACC o HOULZ celicah poverodl dvakiatng povedanje

poikodovanestt DNA (Shka 28],
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slilia 28: Faktor pewedanja poskodb BNA (FPPD) po izpostavityi Hepl 2, HepGZECACC, HOCLZ in
Cal’nl celiv MINNG.

FEPDY je memerne med sredujo vrednestjo edsiothom DA v repu koweloy weticandle selic o sredngo
vredioso odstotka DN A repu kotnetoy koodrolob selie.
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W okolju in hrani so prisotne razliéne nevarne snovi, ki vplivaje na zdravije cloveka. Veliko
teh snowd je genotoksémhb, kar pomem da poverocmoe poskodbe DNA i prek teh fudi
nastanek raka (Yu in sod., 2006) PPosledice ponavljajoleza se genotoksiénega stresa so
veslia verjetnost nastanka mutacy, pospeseno starame celic, neudinkovite prilagajanje na
spremembe  Zivljenjaskih  pogojev,  zmanganie  plodnost in v najhgdem  primeru
kanceroweneza in smut (Pethovic, 200607, Veliko mutagenovy, ki so prisetni v okalju in hrani
so prokarcinogent kar pomeni, da potrebujeie metabolne aktivacijo, Pritem nastanejo
metaboliti, ki e lahko vezejo na DNA. Prav bioaktivacija prokarcinogenoy in nastanek
aduktor ma DMA nap W bl cdgovorm oz cenoteksiine i citotaksiéne lastnesti teh
agensav. Pomembna pomajkljivost standardnih és viteo testnih sistemos za ugotavljanje in
raFiskovane mehanizmoy delovania potencialnib genotoksiénih karcimogenoy je odsotnost
presnovnib encimov, Bakterje (3. rvphimurium in E. coli, ki se uporabljara v Amesovem
teat) prenovnib encimow Tin 1T faze presnove nimajo, veéina sesalskih celice pa v i vidre
poojih te aktivoostt zoubi. Zaradi tega so razizkave zadnjih let vsmerjene v iskanje
celicnih linij, ki imajo v ar vitro pogojibh ohranjeno aktivost presnovnega sistema. Jetra so
organ, ki magbaly aktivne sodelojejo v metabolizn telesn tujib snevi in s tem mdi
aktivaciji indirektnib karcinogenow. Laradi tega se za raziskave genotoksicnib vplivoy
kzenobiotikoy, ki petrebujejo metaboloo aktivacijo, najpogesteje uporabljajo jetre celice

(Plazar in and., 2007a).

Wonadi raziskavi ama primerjali obfutljivest dtirth celidnib linij Slovelkeza izvora, ki imajo
delne  ohranjeno  aktivnost  presnovnih encimov, za  zaznavanje  citotoksicnih  in
genotoksiénih uginkoy izbranih znanih genctoksi@nh karcinogensy. Celiéni Liniji HepG2
in HepG2ECACC izvirata iz primarnesa hepatoblastoma, celiéna linija HCCL 2 je hila
nedavnn dzalirana iz primarmega jetmess karcinoma, celicng linija CaCa pa iezvira iz
crevesnega adenokarcinoma. [zbrali smo karcinogene, ki za svoje genotoksiéno delovanje
pestrebugege metabolng akbvaciye: predstavnike heterockiinih aminove 10, PhIP in AalC,

2-AAF, ki se uporablja kot modelna snov za raziskave karcinogenosti arematskil aminoy,
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predstavnika poliaromarskih oglikovodikoyr B{alP ter mikotoksin AFB.. ki je eden
najmadnejdih jetrnih karcinogenoy,  Testirali smo i obZutljivost na MNNG, ki pa je

direkten mutagen in 2z genotoksiéino delovanje ne potrebuje meraboliéne aktvacije.

AL Citotoksifno delovanje mutagenoy na razlifne celifne linije

W nadl raziskavi smo citotoksiéen vpliv mutagenov na razliéne celiéne linije preverjali z
MTT tetstom. Prtem testu mitohondopske sukcinat dehidrozenaze metabolng aktnemh
celic reducirajo MTT v vijelicaste nevodoropne kristale formazana. Kazmerje med kolicino
kristalov in stevilom zivih celic je linearno in zaradi razlik + metabolizmu za posamezne
celitne linije specififng. Ker smo testirali citotoksifen vpliv indirektnih i direlkenih
mutagenoy smo v poskusih izbrali 20 urni izpostavitveni cas, saj smo Zelell da pride do

metabelne aktivacie posredne delujedih mutagenoy,

Mledl haterocikliénimi arcmatskimi amini prehranskeza imvora (HAA), ki sma jih testiral
smao ugotovili da je 10 najman) citotksiéen. I'ri koncentracijah pri najvidji koncentracij
TS0 OPM je zmanjsal predivelost jetrnih celiénih ling HepGZECACC in HOUCT 2 za okrog
40%a, celicne lintje HepGZ2 zo 20%, na prezivelost CaCol celic pa miovplival £5hka 23 Da
[0 pri 24 urni dzpoestaviedd istim koncentracijam ) ni citotokiséen za Hep(2 celice so
porocali tudi Plazar in sod. (2007a), PhIP in AnC sta bila bolj citoroksiéng od I0) saj sta
amanjfala preZivelost vseh celitnib lingp pri m#ih koncentracijah ket 10 Podobng
citotoksiéno aktrvnost sta pokazala pri HOCLZ m HepGZECACC celicah pn wseh
festiranih koncentracijah, medtem, ko oso bile na ototoksiéne delovanje PhIP nagmeang
obéutljive HepG2 (Slika <), na AoC pa CaCoZ2 celice (8lika &) 'l najviiji koncentaciji
200 ub o osia PRIP in Al emanjiala prefivelost HOCULZ celic za okrog S0%
HepG2ECACT celic pa za 70 oziroma 2%, Prinidjih kencentracijah: 123 in 250 pM PhIP

ni kil citotoksicen za HepG2 celice, AoC pa za CaCoZ celice
Literaturmh podatkoy o o vifes citotoksiénast HAA #o sesalske celicna linije j@ malo in 5o

sl pogosto tudi nasprowjodl. Razlog je najverjetngje ta, da so v ve€ini Studi) uporabljali

metabolne neaktivne celice v kombinacin z razhiémmi naéini eksogene aktivacije. 'V
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nedavnl raziskavi so Gooderham in osod. (2007) po 24 ummi izpostavityl ko-kulture
MOFI0A celic (humant epatelijshi adenokarcinom dojke) in Elovedkih limfoblastodnih
celic MCL-5 (ki izrazajo metabolne encime ) ugotovili, da je PhIF povazroéil opazno dozno
odvisng inhibicije rasu celic, ki so poomerill 2 metodo celidne izloditve tripan modrega, Pri
104 ud koncentracijl skoraj za 30% glede na kentrole. £ metedo doleéanja sposobnosti
feorhe klonoy pa so pgotovili eniFame preavelost glede na kontrelo za ckrog 70%, kar
poment, da PhlP povezroca dolzowajne poskodbe celic. Ti rezultati  se ujemajo z nasimi
resultatl o citofoksicnem vphiva PHIP, Poleg tega so Gooderham mosod, (2007 fuch
pokazali, da v odsotnostl metabolno aktiviolh MCL-5 celic PhIF ni citotoksiéen za
MCOFI1OA celice. kar potrjuje kljuéno vlogoe metaboliéne aktivacije pri citotoksicnem

delovanju PhIP,

2-AAF, ki je predstavnik karcinogenih aromatskih aminosy, smo testirali v kencentracijah
od 2.5 do 160 ub. Molan citotoksiZen uéinek je pokazal le pri najvigji koncentraciji pri
HepG2, HepG2ECACT in Cacol celicah, sa) =nizal njihove predgivelost za ved kot 80%
(5lika 8). Ma prezivelost HCCL.2 celic pa 2-AFF ni imel signifikantnega vpliva. Valentin-
Severin in sod (2003 ) 5o testivall citotoksicnest 2-AFF & celicami HepGZECACC = metodo
merjenja inhibicije ginteze RMA, Koncentracija 2-AFF, ki je za 30% emanjala sintezo
EMA (TCs0) je bila 112 uld, kar se ujema = nadim rezultatom. Podebne rexoliate g0 dobali
tudi Sparfel in sod (2002, ki so pokazall, da 2-AFF za 30%: zmanisa prezivelost podeanjih
epitelnib jetrnib celic F238 pri koncentraciji 133 oM ter nadalje pokazali, da pri

koncentracijah 2-AFF nad 100 uM pride do ustavitve celiénega cikla v G0 fazi.

Dobro poznan indirektni muragen BiaiP je v nasi raziskavi pri kencentracijah od 30 do 100
phd Fibko citotoksigne vplival le na HepG2ECACC celice (Shika 10), Sugihara in sodd,
(2007} so ugotovili, da Bia)l pri koncentracijl 30 pM in ¥2 urnem tretiranin ni zmanjsal
prefivelosti CacoZ celic. To ose ujema = nasimi rezultati, sa) je oajvedia testirang
koncentracija 104 phd Bla)l* ni signifikantne znizala prezivelost CaCoZ celie. Podoben
vpliv smo opazili wdn pri astalib celiénih linggah, BlaP je pokazal statistifne znadilng
znizanje prezivelostt HepGZECACT celic pri 75 in 100 uM vendar le za 20 oziroma 24%.

Do podobnih rezultatov so prgl tudi Plazar in sod. (2007a). Citotoksiénost BialP so
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teatirali na rezinah podganjih jeter in ravoe tako vgetovili, da pri koncentracijah od 1 do 8¢

phd BlaiP ne vpliva na celidng viabilnost

Bicaktivacija  AFB; potefe preko CYP 1AZ in 3A4, pri Semer nastane 8, 9-epobksidni
metabolit, ki je odgovoren za njegovo roksiénost. Vo onasi raziskavi je AFB, pri
kencentraciyi 3.2 pid (1 pe/mby za okrog 20% zmanjfal le prezivelost HepGIECACC
celic, medetem, ko na astale celicne hindje ni deloval citotoksicon (8lika 12} Guillouzo in
sod (2007 so z MTT testom ugotovili, da za HepGZECACC celice AFB, ni hil
citotoksifen pri koncentracijah do 100 ul in wepostavits 98 or, Za razliko od Guilloae
in sod. (2007} s0 Mcekean in sod. (2006) v svoji raziskav vgotovili, da je 1T ubd AFB, (3.2
pMY poe 24 umi izpestavityt smanjgal preFivelost celic HepG2 za 30% glede na kontrole

(IC s 1.0 M AFR))

Edim direktni mutagen, ki smo testirali je bil MMNMNG. MNNG za svoio aktivnost ne
potrebuje metabolne aktivacije, ampak metilira vae kisikove in veling dudilovih atomon
g DA, MMNMNG pri testivanib kncentracijah (5 do 20 g na nobena testirana celiéng
linljo mi imel citotoksicnega vpliva (8lika 14). Rezultat je pridakovan, sa) BMNNG spada v
skuping ko imenovanih S lalkilivgocih dejaemibkoyv. Inacilng za Sy alkilirajode
dejavnike v primeriavi z $+2 je. da alkilirajo relativio ved O atomov gvanina, ki so zelo
mutagene vendar necitotokaicen pogkodbe in zato pronizka atotoksiCnost zrazajo visoko

genotoksiéne aktivnost.

512 Genotoksicno delovanje mutagenoy na razlicne celiéne linije

Grenotoksiénost mutazenih agensov na celitne linge HepG2, HepG2ECACC, HOC-1.2 in
Cacel, amo preverjall z alkalne razliGico testa komet. 20 urni izpostavitvenl &as smo
izhrali, ker smo pgotovljali smo Feleli da pride de metabolne aktivacije indirekinih
mutagenov. % rem fasu lahko pride do poskodb zenetskega materiala, ki se bodo ohranile
in lahka privedeye do mutac), Po doog strani, pa je ta Gas dovol) delg, da lahko pride tudi

do popravljanja nastalih podkodb. Zaradi tega je slabost uporabe tako dolzega Gasa
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izpostavitve, da nam test ne omogoda zaznavanja kratkoFivedih poskodb, ki se v Casu

zpostavitvljencsti popravijo (Petkovic, 2006)

Heterociklidm amini 163, PhIP in AcaC prionecicotoksiéoih koncentacijah nise poverodili
prelemes DNA pri nobeni celiéni lingjl. Pri CaCo2 celicah sme zaznali signifikantno
povedanje podkodh DNA pri koncentracip 120 ub PRIP (Slika 18 pri kater pa je hila
prefivelost smanjtana wa 0%, pri HOC 2 pa je AoC mduciral signifikantng povedanie
poikodh DNA pri 350 pbd (Slika 200, pri kateri je bila prezivelost zmanjSana za okroy
0%, Zaradi tega v teh dweh primerih ne moremo z zanesivostjo trditi, da zre za
neposreden seneteksicint ucinek, sa) so prelomi DMA [ahko tudi posledica nekrotskih ali
apoptorskib procesov. Plazar in sod. (2007a) so celice HepGZ za 24 ur izpostavili 1y {500-
2000 uMY in ugetovili dozno odvisne podkodbe DNA, vendar pri kancentracijah nad 1000
pML Prioenako tretivanih sverih rezinah podganjih in Elovedkib jeter, ki imajo visoko
metabolne aktivoost, smo ugotovill genotoksiZen odeiy pri nigl koncentraciji 10 (300
pM, pa tudi obseyr poskodovanost je bil bistveno ved)n kot pri HepGZ2 celicah. Masprotno
pa 30 Ukl in sod. (2000) po 24 urni izpostavitvi Hep(s2 celic 10 zaznali podkodbe DNA Ze
pri koncentraciyi 300 pM, vendar so namesta % DNA v orepu kot prameter wa oceno
potkodovanesti DMNA uperabili dolZino repa. ICY in PhIP nista povzrodila prelomoy DINA
pri Elovedlih Erevesnih epitelnih celicah, metem ko je PhIP poveradil podlodbe DNA pri
padganjih Erevesnih epitelnih celicah (Pool-Zobe]l in sod., 1997 Predvidevali so. da do
odziva ni priglo, ker imajo lovedke trevesne epitelne celice zelo nizko aktivnost CYP1A
encimovy, Ved raziskav je pokazale, da so HAA razmeroma slabi povzroditelil prelomov
DNA in weliko aktivoed poverediteli teorbe mikronokleusow, Dokarali so da PhIH pri
Hep32 celicah inducira teorbo mikronukleusov po 24 urni izpostavitvi, pri koncentraciji =
25 phd . P in o socd, (1999 s0 prio metabolng aktivnih humanih limfoblastoidnih celicah
MUL-> celicah izpostavljenih [Q, PhIP, AcC in tudi dogim HAA zaznali tvorbe
mikronuklevsey Ze pri nanomaolarnih koncentracijah, medtem, ko so tvorbo prelomow

DN A zaznall pri mikeeamolarnih koncentracijah

2-AAF, ki se sicer veliko uporablja kot pozitivea kentrola pri raziskavah karcinogenostt in

mutagenosti aromatskih aminov ni povzrogil pegkodh DNA pri nobeni celiéni liniji {Slika
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22y, Valentin-Severin in sod. {2003) so prigli do enakih rezultatow, ko so 20 ur tretirali
celice Hepli2 = 2-AFF {10-125 uM). Enako so ugotovili todi Yosul in sod, (20000 po 24
urnem tretiranju, metem, ko so pe 72 urnl izpostavijenosti zaznali signifikantmo povedanje
poskodovanest DNAL WV nasprodo 5 testom komet pa 2-AAF v mikronuklens tesiu kaZe
zele visoko aktiviost (Valentin-Severin in sod. 20031 Negarivni rezultat pri testu komet
so tako v primery HAA kot tudi 2-AFF lahko podedica dejstva, da se reaktivan metabolit
veZzejo 2 DMNA in vvorijo adukte, ki jik s komet testom ne zasledimo ali pa da lahko celice
e adukte popravio v tako dolgem irpostavitvenem Saso (Valentin-Severin in sod. 2003 )
Za ugotavljanje celitne sposobnosti popravljania podkodh DNA se uporablja USD test
(angl. The unscheduled DNA svithesis test). Valentin-Severin in sod. (20047 so ta test
uporakali za preverjanje sposobaostt popraviania  poskodl DNA pri HepG2 celicah
Ugotovili so da 2-AAF  poveroda  signifikantne  DMA-popravljalno  aktivoost  pri
kencentracijah od 01 de 1 phd, Resnlian kalejo, da komet test verjelne ni primerna

metoda za zaznavanje in raziskave genotoksiénostt HAMA In aromatskih aminoy med katere

spaila 2-ATF.

Pri vporabi celic HepG2 v razlicnih Stodijah genotoksidnosti so pr tegty komet BlapP
pogosie uporabili kot pozitivig kencrolo (VYolid, 2006) Tudi v nadi raziskavi je 1a
mutagen povzrad] poikodbe DMNA pri veeh celignih linjjah. Celiéne linije jetrnega izvora:
Hep(i2, HepG2ZECACC in HOOT.2 s kile bisvens bol) obéutljive kot &revesne celice
CaCo2 (Slika 24). Bla)P je prokarcinogen, ki ga aktivirajo predvsem CYPLAL infal
CYPRA4, pa tudi mikrosomske epoksidne hidrolaze WNaga raziskava kafe, da imajo jetrne
celiene linije bolj aktivne encime 1 in I faze kot Erevesne Caco? celice, zaradi esar bolje
metaboharae BialP. Pootem nastajage metabohin, ki tvorge adukte na DMA im0 ko
povzrodijo poskodbe. Dozno odvisni vpliv na poveianje podkedh DNA po 20 umi
izpostavitvi HepG2 celic 1-23 phd Bia)P so ugotovill tudi Valentin-Severin in sod, (2003,
Do podabnih rezultatow pa so prish v svopt raziskavi odi Plazar i sod. (2007a), ki so

celice HepGZ 24 ur tretirali z B(a)P od 10 do 100 ubd.
MNadi rezultati so pokazali, da je toksin AFH, pri vseh celinih linijah povzroéil poveanje

poikodh DMA v primerjayvt s kontrolnimi celicami (Slika 263 Podobno, kot pri BiaP so

bile tudy pri AFB, jetrne celiéne linije obéutljivejie od érevesnih Callo2 celic. I'ri jetrnih
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celicnih linijah je AFB, povarodil statisticno signifikantno povecanie potkodbh DNA v
primerjavi & kontrolnimi celicmi pri vaeh koncentracijah, pri CaCo2 pa le pri najpvidji
koncentracipn (2 pe'ml = &4 ubd) Mapvedje povelanje  poskodb TINA je poverodil pri
HepG2 celicah, medtem, ko sta bili celiéni liniji HCC-1.2 in HepG2ZEC ACC nekoliko manj
odeivnn pri vidjih koncentracijah AFB; (8lika 28). 12 tega lahko sklepamo, da imajo jetme
celicne linije dobro aktivine tiste encime, ki sodehneje pri metabolni aktivacijy AFB,.
Clavmi encimi, ki sedelujeie pri metabelizmu AFB pri éloveku so0 CYPLAZ 3A4, 345,
FAT in GETMI encimi, sodelujejo pa tadi drugi (Aflatoxing (Group 1), 2002} Tudi
Mlajer in sod, {2004 so 2 mikronukleos testom ugotovili da ima AFE ;) dosno-odvisng
udinek na celice HepG2. Po 24 urni izpastavievi celic je imel pri koncemtracijah &5 in 10

pbd signifikanten usmek.

Kot mutagen, ki ne potrebuje metabolne aktivacije smo v nadi raziskavi uporabili MNNG.
Ta spada med monofunkeionalne 540 alkilirgjede agense. ki primarno ne poverodajo
wverizoth prelomov DNAC Te spojine alkilirajo ved pozici) na bazah DNA. Alkilacija
porEriadi miclitikasijo haz in oalphi M-ulikozidng VI ki ol do
depurinacije/depirimidaciie in nastanka alkalno labilnih abaziénih mest. A" endonukleaze
oilstranige: ta mesta, kar prelemi werigo DNA in nastangjo enoveriin prelomildMA
i Horvathowd in sod., 1998) Zaradi narave podkodb, ki jih povaroda MNNG je test komet
dovali ob&utljiiva in dobra metoda za prevenanje genotoksicnosti tega nutagena. MNNG je
pri testiranih koncentracijah (0.3 do 1 uhd) pri vseh celiénih linijah povzreéil signifikantne
povedenie podledh DMNA v primenavi s kontrolnimi celicami. CaCo2 in Hepdil celice so
bile ohiuthivejie od HepGZECCAC in HCCL 2 celic (Slika 2%). Horvatova in sod. (1998)
soougotoili, da 1in 2 pgdml MMNG poveoda povetanje poskodh DNA pri Caco2 celicah,
rer .53, 1 in 2 pg/m] MNMG pri V72 celicah {angl. Chinese hamster lung fibroblasts). To

seujema 2 regultati dobljenimi v nadi fo veeo taziskavi

Nufa raziskowva kawe, da ose testivane celicne lnije razhibujeje v mihovi obdéutljivosti na
citotoksibne in genotoksiéne ufinke mutagenoy, kar je deloma posledica razlitnga
izrazanja presnovnih encimovy, potreboih za nithovo akevacijo. Jeuni celiém liniji HepG2

i HepG2ZECACC ata pokazali primerljivo ob&utljivost za zaznavanje posredne delujodih
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h

mutagenoy, kar ni presentljivo saj) gre le za razliéng klona celic istega izvora. Medavno
izolirana jetrna celidna lingja HOCT.2, ki nag ki imela nekatere prednost pred Hepdi2
celicami predvsem glede stabilnosti genoma, se je pokazala kot nekoliko manj obéutljiva.
Najman] abéutljive pa so bile CacoZ celice

Alkalna razliéica tesra komet je obéutljiva metoda za dolocanje genotoksiénostl kemikalij.
Poskodbe TNA, ki jih labko zaznamo ¢ alkalno razhidico testa komet so duvoni i enajni
prelomi DA, rer alkalno labilna mesta, ko pa so lahko le prehodne prisotne. Vsl ti
prelom lahka nastanego tod kot pesledica cehénth TN A popravlialonth mehamzoy kot sta
nukleotidne (NER) in bazno (BER) izrazovanje (Colling in sod., 1997, cit. po Wolgig,
20065, Muotageni agensi vefinoma povzrocajo nastanek aduktov na DMNA in ¢e na tem
mestn il pridle do preloma DNA verge bodisi zaradi prekinitve sinteze DNA ali pa kot
vmesna stopnja pri popravljaniu peikodbe, takine poskodbe s testom komet ne zaznamo.
Poleg tega je pri komer tesu ieredno pomembno, pe kadnem Sasu izpostavljencsti
analizirame pogkodovancst jeder, saj se lahko kratkoZiveée poikodbe, kot 30 na primer
enoverizn prelomi in oksdatiene poskodbe dereno hitro pepravipe in gihopri daljsi
izpostavljenostl ne zaznamo, medem, ko se druge vrate poikodbe, kot so na primer veliki
adukti, ki se pocast popravliajo, wwrarijo kot prelomi DNA Sele po daljiem Sasu. 'V nasi
raziskavi 2 nebeno celitng linio nismo zaznali genotoksiéne akivnost HAA in 2-AFF,
cepray pozittvnl rezultati doblieni z BialP in AFB, kaZzejo, da so vsaj jetrne celice
metabolne aktivie Zaradi teoa sklepamo, da komet test ni primeren za detekcijo
genotoksiénoest] tovrstnih spojin. Morda bi lahko zaznali genotoksiénost teh snovi, e bi
sprememll Cas fretirania ali pa = razlicico komet testa = inhibitorji TINA reparacipe. Vendar,
kot kaZejo raziskave drugih avtorev je za detekeijo genotoksicnosti HAA, pa wudi
nekaterth drogih spopin mokronukleos st obuthveria metoda (Plao o sod. 1999
Valentin-Severin in sod., 20033 Torg), da bi vgotowili ali so te celice primerne za
zaznavanie genotoksicnsoti HAA bl bilo pomrebne to raziskavo nadgraditi S z

milcronukleus testom
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5.2 SKLEPI

* Po 20 urm dzpostavitvi HepG2, HepG2ECACC, HCC 2 m CaCoZ celic razhiénim
komeentracijam HAA smo 2 MTT testom veotovili, da je najmanj citotoksifen [, PhIP
in Aot pa sta pokazala podobno citotoksiéno akrivnost. CaCo2 celice so bile manj
obutljive na citetoksidne delovanje 10 in ArC, kot jerne celidne linije,

# Po 20 urm azpostaviby celic raglicnim koncentracyjam aromatskegza aoing 2-AFF smo
ueodordili njegovo citotoksitng delovange le pri nagvigi koencentraciji (160 uM) pri
HepG2, HepGZECACT in Caco? celicah.

+ Poliaromarski ogljikovedik B{a)P in mikotoksin AFB, sta delovala fibko citotoksidn
le na HepG2EC ACT celice.

+ Edim direkten mutagen MNNG ni imel citotoksiéneza vpliva na nebena celifng linijo.

# Z testom komet smo po 20 urni izpostavityi celic razlicmm koncentraciam HAA ter 2-
AFF ugodovili, da pri necitedaksitnib koncentracijah nabeden m povarodil povelanja
poikedh DNA pri nobeni celiéni lingji.

+ Bia)P je pri wseh testranih koncentracijah (12,5 do 50 pM) powveretil statistidng
signfikantng skora) mkratng povedame poskadb DNA pri jetmib celicah HepG2,
HepGZECACC in HOCL.2Z, Pri érevesnily celicah CaCoZ je pri najvigji koncentracijl
poveredll le 13 kratne povedano poskodovanost TNA +« primeravi s kontrolmm
celicami.

* AFE; (1. 1.5, 2 puml je priovaeh celicah povecal poskodovanast DWNA alede na
komtrolo. Mapvetii, dozno-odvisni uéinek smo o opazili pri HepGG2 o celicah, Pri
HepG2ECACT in HCC-1.2 celicah so wse koncentracije povaroéile priblizne enako
povetanje  podkodn DMNA olede na kontralo, vendar je bl to vedje pri HeplG2ZECACC
celicah.

# MNMNG (3, 10, 20 pM} je imel genotoksiten vpliv na vae celice, vendar je bilo
enkrat vedje kot pa pr HepG2ECACC in HCC-1 2 celicah

# 5 komet testom lahko z owsemi tremd celiénimi linjjami jetrnesa izvora: HepG2,

HepG2ECACC in HOCT 2 maznamo senotoksiéne delovanje indirekinih mutagenoy
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Bia)P in AFB, in 50 primerne za zaznavanje in raziskovanje mehanizmov delovania
ervrsinib kemikalij |

* CaCo2 celice misoe pokazale dovel) abdufljivests za =aenavanje cencteksiénih péimkoy
incirektnilh mutagenoy Bla)P in AFB, najverjetngje zaradi manjie metabolifne
aktivnosti.

# 5 komet testmo nismo z nobens celiéne linljo nisme zaznali genotoksiénega delovanja
indirekmmih mutagenoy HAA in 2-AFF. Vendar pa je moino, da podkodbe DINA
(mastanek adukrov na DNA melelul), ki jih pesarodajo te snovi ne vodije v nastanek
prelomoy DMNA In zate komet test ni primerna metoda za zaznavanje genotoskiénosti
tizh spojin

# Pri raziskavi genctoksicnesa vpliva mutagenoy na celicne linie bi bilo smiselne poleg

testa komet uporabiti e kakioo droge metoda npeomikranukleos test)
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o POVZETEK

Veliko epidemiologkih studij je pokazalo, da ima prehrana in onesnaZenost ololja velik
vpliv pri etiologiji raka udi, zaradi pogoste prisotmost snovi, ki poverecajo poskodbe
DA Laradi Skodljivih wplivoy teh snovi na éloveka je pomembno, da tovestne snowi
pravodasns zaznamo, za kar so potrebni ustrezn testod sistemi. ¥ te) naleg smo proudevali
obéutlivost razliénih, merabolne akrivnih jetrnil celiénib lingj, (HepG2, HepGZECACC in
HCCL.2) in érevesne {CaCo2) celicne linije za citoteksiéniost in genotoksiénest znanih
genotoksiénih karcinogenaw, Testivali sing heterociklidne amine prebranskesa izvora 10),
PhIP, A, aromatski amin 2-AAF, poliaromatsk ouliikovodik BlalP, mikotoksin AFR,
i alkiliragedi mutagen MMNMG. Vsl testirani muotagent razen MNNG potrebujejo za
izrazanje svojibh cicotoksiénih in genctoksiénih lastnestt metbolno aktivacijo. Mjihove
aktivacijo povereCijo encimi kot so citekromi P430 (CYP), shmation-S-transteraze {GST),
sulfotranstferaze  (SULT), MN-acetiltansferaze (NAT) m UDP-glukuronosiltransferaze
(LT P metabalm aktivacii nastangjo metabolit, ki tvorijo aukte na DNA in jo s tem
poskodujejo. T mutageni tako lahko vplivajo le na tiste celice, pri katerih so B encimi

prisotil.

Citotoksicost mutagenov  smo delogali z testom MTT. & to metodo posredno zaznavamo
Fve celice prek menena pretvorbe MTT soli v formazan, ki go kataliziea omtohondegska
sukcinar dehifrogenaza Zivih celic. Pri statistiénl obdelavi rezultatov smo uporabili
studentov=t test, 0 05 smo doelodili za statsticno znadilng razliko skupin celic tretiranih =
delodenim mutagencm glede na kontrolne skupine celic. £a dolodanje genotoksiénosti
mutagenoy  smo uporabili alkalni test komet, k1 je obéutljiva meroda ki omozoca
zaznavanje veriznih prelomoy DNA in alkalno labilnih mest na ravni posamezne celice. Za
statisticne analizo razlik med pogkodovanostio DNA (% DNA v repu kometa) celic
treticanih = mutageni in kontrolnih celic smo aporabili enosmerno analize variance
(ANONV A, Kmskal-Wallis), za primerjave median odstotka DNA v repu pa smo uporabili

et Dhunnett, pri cemer smao peD 001 dolodih kot statisticno snadilng razliko,
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Citotoksicnost smo vsotavljali z MTT testom po 200 umi izpostavityi  razlicnim
kencentracijam mutagenoyv, Rezultat so pokazali, da je izmed HAA najmanj citotoksilen
10, Kige pri nagwvign koncentracipy (730 pMy smangial prezivelost jetrnih celicnib ling #a
okrog 33%, na prefivelost CaCoZ celic pa m wplival. PhIP in AcC sta pokazala podobno
citotoksicno aktivoost. Pri najvig)l koncentraciji (304 ubd) sta PhIP in Ao zmanjsala
prezivelost jetrnih celic za 60 do 80%% Prefivelost Callo2 celic je PhIP amangdal za 70%,
AnC pa za 312%. 2-AAF je deloval citotoksicno le pri najvigii {160 ub) koncentracijl. £a
B0% e smunjdul prezivelost HepG2, HepG2ECACC in Cacol celic, na predivelost
HCCLZ ecelic pa nl wvplival Bia)l' in AFB, sta delevala #ibko citorolsiéng le na
HepG2ECACT celice; pri napviji koncentraciji 100 pd oz 1 pgdml sta zmiZala njihovo

prefivelost za 20%0 MMNMNG nioimel citetaksiéneza vpliva na nobeno celiéng linige.

5 komat festom smo ugotovili, da 20 urna dzpoestavijenest cehe HAA (TQ, PhIP in A in
arpmatskemu aming 2-AAF m poverodila genetoksiénih uéinkov. Signitikantno povelanje
pri najvidi koncentracii AalC (350 M) opri HOCL2 celicab, wvendar so bile e
koncentracije tudi citotoksicne. Bia)P je pokazal izrazito genotoksicéno delovanje pri vseh
koncentracijah (12,5 do 50 pM)y pri Hep(2, HepGZECACC in HCC 1.2 celicah. Pri CacoZ
celical pa je le rahlo povetal podkodovanost DINA pri vidjih dvel koncentracijah. Tudi
AFB, je pri vsch celicah povedal nastanek poskodb DNA glede na kontrole. Dozno-
odvisni uéinek smo opazili priovseh testiranib kencentraciah (0.5, 0751 poimly  pri
Hepio2 celicah. Pri HepG2ECACC in HOC-1.2 celicah so vse koncentracije povarodile
pribliFng enake povedanje poskodb TINA eleds oo kontralo, vendar je bilo to vede pri
HepG2ECACT celicah. MMMNG (5, 10, 20 pbd) je imel genotoksicen vpliv na vse celice pri

cemar je bila podkedovanost TN A najbal) povecana pri CaCo2 in HepG2 celicah

Razskava je pokazala, da se celiéne linije razlikujeio glede obéutljivostt na citotoksiéne in
cenotoksiléne ulinke razliénih mutagenoy, kar je deloma posledica razliénega izrakanja
presnovnih encimoyv, potrebnih za njhovo aktivacije. Jetrmd celiéni lingji HepG2 in
Hepli2ECACT sta pekazali primerljivo ob&utljivest za zaenavanje posredng delujodih

mutagenoy Bla)® in AFBy, kar ni presencliivo saj gre le za razliéna klona celic istega
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izvora. Nedavno izolirana jetrna celiéna linija HCOCLLZ, k1 naj bi imela nekatere prednose
pred Hepli2 celicami predvsem zlede stabilnosti genoma, se je pokazala kot nekoliko mang

ohéutliiva. Najman) abéutljive pa so bile Caco2 celice.

Alkalna razliéica tesra komet je obéutljiva metoda za dolocanje genotoksiénostl kemikalij.
Vendar je nafa raziskava joe pokazala, da o omobeno celicnn linio mismo waznali
genotoksiéne aktivinost HAM in 2-AFF, Ceprav pozitivni rezultati dobljeni z B{a)l* in
AFB) kazego, da soovsay jetme cehice metabolng aktovne, Zaradi tewga sklepamao, da kamet
test ni primeren za detekeile senotoksiénost! tovrstnlh spojin. Morda bl lahko zaznali
genotoksiénoest teh snovi, ¢e bi spremenili ¢as treticania ali pa z razlicico komet testa z
mihibitori DMNA reparacije. Vendar, kot kaZejo raziskave drougih aviorgey je za detekeijo
genotoksiénosti HAA, pa tudi nekaterih drugih spojin mikronukleus test obéutlive)sa
metoda [ b ugotowli ali so te celice primerne za zaznavanje senotoksidnaoli HAA |
bilo potrebne to raziskavo nadgradicl 3e = mikronukleus testom. Rezuleati, ki smo jik dobili
v npEl o vni rariskavi predstavlajo pomemben doprines B razvaju alternativoih o vl

testnih sistemov, ki naj bi pripomogl k zmanjianju uporabe Zivali v toksikologiji.
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