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2. Uvod

Souvislost mezi slozenim stravy ¢lovéka a jeho zdravim je nepochybna.
V centru z4jmu je pochopeni a hlavné ovlivnéni procesu aterogeze a onkogeneze,
protoze kardioavaskularni a onkologicka onemocnéni patfi mezi nejcastéjsi pri¢iny
umrti ve vyspélych zemich. Nutrice mulze souviset jak s iniciaci a progresi
karcinogeneze, tak s jejim potlacenim. K negativnim environmentalnim faktortim
patii predevsim chemické karcinogeny, které z velké ¢asti vznikaji jednak vlivem
lidské Cinnosti, jednak v ramci endogennich procesti (Guernich, 2000). Kromé
karcinogennich latek antropogenniho charakteru existuje 1 velkd skupina
ptirozenych karcinogend.

Tato prace je zaméfena na sledovani mutagennich a antimutagennich uc¢inkt
latek, které se v prosttedi ¢loveka respektive jeho potraveé ptirozené vyskytuji. Mezi
kontaminanty potravin, vznikajici napiiklad béhem skladovéni, patii produkty
mikroskopickych hub (plisni) oznacované jako mykotoxiny, mezi nejrizikovéejsi
patii aflatoxin B1. Ale 1 samotné nutri¢ni sloZky mohou byt zdrojem zvySeného
rizika karcinogeneze nebo se jejich rizikové vlastnosti projevi az nésledkem
nevhodného postupu piipravy jidel naptiklad za pouziti vysokych teplot. Za jedny z
typu amino metyl imidazo chinolinu (IQ), vyskytujici se v potravé ¢lovéka jako
dasledek nevhodné tepelné upravy zivocisSnych bilkovin (Loprieno et al.,1991).
Mezi dal$i vyznamné karcinogenni slouceniny patii N-nitroso-N-metylurea (MNU).
Na rozdil od pfedchozich se jednd o pfimo pusobici karcinogen nevyzadujici
metabolickou aktivaci. Riziko je zvysSeno tim, Ze mulze vznikat i endogenné z
prekurzorii obsazenych v potravé (Santarelli e al., 2008).

Zminéné latky se vétSinou vyskytuji v potravé v nizkych davkéch, ale pfi
pravidelné expozici predstavuji zatéz organismu a z hlediska nutri¢né
toxikologickych procest i zvysené riziko vzniku nadorovych onemocnéni. Riziko
karcinogeneze je snizovano ochrannymi procesy probihajicimi v organismu
zejména antioxidaci, detoxikaci, snizovanim metabolické aktivace karcinogennich
latek, reparaci DNA, apoptdzou a obrannymi schopnostmi imunitniho systému (Go
et al., 2003).

Tyto pfirozené procesy mohou byt podpofeny antimutagennimi a
antikarcinogennimi latkami pfirodniho plvodu a tak mize byt konzumovana
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potrava vyznamnym zdrojem ochrannych faktord. Ve vét$iné druhi ovoce a
zeleniny se vyskytuje fada latek, které vykazuji takové ucinky (Aggarval et al.,
2006). Jsou to mimo klasické vitaminy ptedevsim: thiolové latky jako dialyl sulfid,
flavonoidy a isoflavony, inositol hexafosfat, isothiokyanaty, kurkumin, saponiny,
kapsaicin, rostlinné polyfenoly jako resveratrol, kyselina elagova, genistein a mnohé

dalsi (Ray, 2005; Zhang et al., 2008).

Rizikové faktory vychazejici ze sloZeni lidské stravy jsou nejcastéji davany
do souvislosti s nebezpecim rozvoje nddorovych onemocnéni traviciho traktu a
v prvni fad¢ karcinomu tlustého stfeva (Martinez et al.,2008). V incidenci tohoto
onemocnéni ma naSe republika smutny primat. Na druhé strané¢ by nadorova
onemocnéni traviciho traktu mohla byt dobfe ovlivnitelnd pravé protektivnimi

latkami ptirodniho piivodu (Bray ef al., 2002).

Pokrok v oblasti poznani procesu karcinogeneze na bunééné a molekularni
urovni oteviel slibnou strategii prevence nadorti — chemoprevenci, kterd muze
ucinné piispét k redukei incidence lidskych zhoubnych nddorti ptipadné podpoftit
jejich lécbu (Bode and Dong, 2004). SloZeni potravy se tedy miize stat efektivni
strategii v prevenci rlznych onemocnéni pfedev§im nadorovych a
kardiovaskularnich. Je tendence jednotlivé ucinné latky izolovat a poskytovat je
jako potravinové doplilkky v prevenci a podpurné 1é¢bé civilizanich chorob, ale

Casto zistava nedoteSena otdzka davkovani a vzdjemnych interakci.



3. Specifikace cili

Cilem prace bylo sledovat na prokaryotnim 1 eukaryotnim modelu
antimutagenni ucinky ¢ty vybranych rostlinnych latek na mutagenni aktivitu
vybranych karcinogennich latek.

Byly sledovany ¢tyfti bioaktivni latky rostlinného ptivodu, vyskytujici se v
obvyklé potravé Cloveéka, pouzité ve formé¢ chemicky definovanych sloucenin:
kyselina elagova (EA), resveratrol (RES), dialylsulfid (DAS) a fenetyl isothiokyanét
(PEITC). Jejich ucinek byl testovan na inhibici mutagenni aktivity testovanych
karcinogennich latek: aflatoxinu B; (AFB;), 2-amino-3-methylimidazo[4,5,]
chinolinu (IQ) a N-nitroso-N-methylurey (MNU).

Testované latky byly vybrany tak, aby reprezentovaly obvyklé slozky lidské
potravy, které by se tak mohly podilet na sniZeni rizika GC¢inkli vybranych
modelovych mutageni  vyskytujicich se jako kontaminanty v potravinach a u

kterych nelze pocitat s tim, ze by se podatilo této kontaminaci zcela zabranit.



3.1. Charakteristika testovanych chemoprotektivnich ldatek

Kyselina elagova (EA) patfi mezi rostlinné polyfenoly s prokédzanymi
antimutagennimi, antikarcinogennimi a antioxida¢nimi vlastnostmi (Cerda et al.,
2005). 'V potravinach se vyskytuje zejména v drobném ovoci (jahody, maliny,
hrozny, Cerny rybiz). Kvantitativni stanoveni mnozstvi EA v riznych rostlinach

provedli Fraise et al. (1999).

Obr. 1: Kyselina elagova
(2,3,7,8-tetrahydroxy|[1]benzopyrano|5,4,3-c,d,e][1]benzopyran-5,10-dion)

Signifikantni sniZeni aktivity jaterniho P450 2E1 a zaroven zvySeni aktivity
nékterych enzymd II. faze bylo pozorovano po podani EA laboratornim potkandm.
U experimentalnich zvifat inhibovala EA chemicky indukovanou karcinogenezi v
bunkach riznych organti pfedevS§im traviciho traktu (Stoner and Morse, 1997).
Siglin et al. (1995) studovali inhibi¢ni efekt EA a PEITC na esofagealni karcinom
idukovany N-nitrosometylbenzylaminem (NMBA) u laboratornich potkant. EA
byla schopna potlacovat vyvoj esofagedlniho tumoru, jestlize jeji podavani
nasledovalo po ovlivnéni NMBA. Byla schopna rovnéz inaktivovat elektrofilni
produkty metabolismu polyaromatickych uhlovodikii a N-nitrosamintl. Peroralné
podavand EA signifikantné sniZzovala wupotkani mnozstvi gamaglutamyl
transpeptidaza-pozitivnich 1ézi indukovanych AFB;, které piedchdzeji rozvoji
hepatocelularnich neoplasii (Soni et al., 1997).

Experimenty na buiikdch T24 lidského karcinomu mocového méchyie
prokazaly, ze EA je schopna navodit zastaveni bunécného cyklu a apoptozu. Jeji
vliv spocival ve sniZzeni Zivotaschopnosti vysSe uvedenych nadorovych bunék,
zastaveni bunééného cyklu v G1 fazi a navozeni apoptdzy. U bunék byla prokazana
zvySena genova exprese pS3 a p2l a sniZend genova exprese CDK2 a zvySena

aktivita kaspazy 3 (Li et al., 2005).



Resveratrol (RES) je rostlinny polyfenol,  produkovany nékterymi
semennymi rostlinami jako obrannd latka proti houbovym chorobam (pfedevs§im
Botrytis cinerea) nebo pii zvysené expozici UV zafeni (Creasy and Cofee, 1998).
Nejvétsi mnozstvi RES je ve slupce vinnych bobuli, v duziné se prakticky
nevyskytuje. Proto je obsaZen v ¢ervenych vinech obsahujicich vice extraktu ze
slupek, v bilych vinech je jeho obsah minimalni. Mnozstvi RES déle zéavisi na

vinné odridé, geografickém ptivodu a dasich faktorech (Frémont, 2000).

Obr. 2: Resveratrol (trans-3,5,4'-trihydroxystilben)
OH
HO ‘ N O
OH

RES jako antimutagen a antioxidant poprvé popsal Jang et al. (1997). RES se
podili na prevenci karcinogeneze inhibici enzymi I. faze CYP P450 a indukci
enzyml II. fadze metabolismu xenobiotik (Kundu a Surh, 2004). Dale inhibuje
cyklooygenazy, které skrze produkci prostaglandint stimuluji bunécnou proliferaci,
angiogenezi a imunosupresi a tim se podili na antipromo¢nim procesu (Udenigwe et

al., 2008).

RES se podili na zastaveni bunééného cyklu na rozhrani GI1/S féze.
Mechanismus spoc¢iva v inhibici ribonukleotid reduktdizy a DNA polymerazy,
topoizomerazy II (Galati, 2000). Také muaze indukovat aktivaci p53 a naslednou
apoptozu. V bunkach se zachovalou funkci genu p53 indukoval apoptézu

preferencéné u nadorovych bunck (Bode a Dong, 2004).

RES ma schopnost obsazovat estrogenni receptory na membrané bunck a
muze tak inhibovat proliferaci estrogen senzitivnich bun¢k nadoru prsu (Frémont,
2000). RES je efektivnim inhibitorem CYP B1, ktery aktivuje mnoho chemickych
karcinogent a katalyzuje hydroxylaci estrogentl, kterd je povazovana za dilezity
stupen v karcinogenezi vyvolané hormony nebo xenobiotiky. Také napt. CYP 1B,
které jsou exprimovany v nadoru prsu, tlustého stieva, plic a CYP 3A4 exprimované
v nadorech tlustého stfeva a jater jsou RES inhibovany (Chang ef al., 2001). RES
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byl podavan v denni davce 5 a 25 mg/kg laboratornim mysim a potkantim, kterym
byl implantovéan karcinom plic. Podani RES sice nezabrénilo rtistu nadorové tkang,
ale vyrazné zredukovalo pocet metastdz (Busquets et al., 2007).

Inhibici oxidace LDL, kterd hraje vyznamnou roli v procesu aterogenese, se
mize vyznamné podilet na prevenci kardiovaskuldrnich chorob u lidi. ,,French
paradox®“ - inverzni korelace mezi konzumaci cCerveného vina a incidenci
kardiovaskularnich chorob v jizni Evrop¢ je, mimo jiné, pfipisovana vlivu RES.
RES je jiz vyuzivan jako tzv. potravinovy doplnék v doporuc¢ené denni davce 200 az
600 mikrogramii a jako takovy je jiz s oblibou uzivan v USA (Vidavalur et al.,

2006).



Dialylsulfid (DAS) patfi do skupiny thiolovych fytochemikalii,
vyskytujicich se v riznych druzich zeleniny rodu Allium: Cesnek, cibule, pér a
nékterych dalSich semennych rostlinach. Thiolové latky prirodniho pivodu jsou
al.2004). Riziko karcinogeneze je snizovano jednak inhibici aktivace karcinogenu
(Yang et al, 2001), posilenim procesu detoxikace (Thompson, et.al., 2003) a
stimulaci funkci imunitniho systému jako je aktivace makrofagi a proliferace T
lymfocytt (Lamm et al., 2000)

Antikarcinogenni efekt a dal$i biologické vlastnosti této zeleniny jsou
pfipisovany organickym slouceninam obsahujicim siru, jako je napft. dialylsulfid

(DAS), dialyldisulfid, dialyltrisulfid (Seki et al., 2008).

Obr. 3: Dialylsulfid (CeH;0S)
ﬂﬂﬂiﬂ?mﬁﬂ.‘#{: Ha

Pozitivni ucinek konzumace Cesneku a cibule v prevenci nadort, zvlaste
karcinomil gastrointestinalniho traktu, byl prok4zan v epidemiologickych studiich
(Khanum, 2004). DAS ménil aktivitu detoxikacnich enzymil v experimentech
provadénych na laboratornich potkanech, kdy byl podan intragastricky sondou
v jedné davce. Doslo ke sniZzeni hladiny hepatdlniho CYP2EI a vzestupu CYP1Al
a CYP1A2 (Devenport a Wargovich, 2005).

CYP enzymy hraji kli¢ovou roli v metabolismu celé¢ fady chemickych
karcinogend. Jejich vliv na metabolismus karcinogentt zéavisi na typu CYP
izoenzymli a na druhu karcinogenu. Né&které typy izoenzymi jsou alylsulfidy
indukovany (CYP1A, CYP2B), jiné inhibovany (CYP2E1l). Alylsulfidy tedy
mohou jak zvySovat, tak i potlaCovat mutagenitu riznych karcinogent, jak bylo
prokdzdno i1 v Amesové testu po in vivo modulaci enzymu 1. faze alyl a

propylsulfidy (Guyonnet et al., 2000).

Enzymy II. faze jsou zahrnuty v detoxikacnich pochodech, vedoucich

k eliminaci reaktivnich karcinogent. Mezi témito enzymy hraje kli¢ovou roli



glutathion S-transferaza (GST). Organické sulfoslouceniny siln¢ indukovaly GST
aktivitu v bunikach riznych organti experimentalnich zvitat (Guyonnet ef al., 2001).
Protektivni efekt téchto latek proti nadorim byl prokazin experimentalnimi
studiemi na zvifecich modelech a tento efekt se uplatituje pravdépodobné ve vSech
stadiich karcinogeneze (Thompson, 2003). Hong, (2000) zjistil, ze tyto latky
potencuji apoptézu v bunécnych kulturach plicniho karcinomu zvySenim hladiny
proteinu p53.

Antikarcinogenni uc¢inky DAS a dialyldisulfidu ( DADS) byly sledovany na
ruznych typech bunéénych linii nadorovych bunék. Naptiklad na bunééné linii PC-3
nadorovych bunck prostaty DADS snizoval proliferaci nadorovych bunck a
zpusoboval zastaveni bunécného cyklu mezi G2 a M fazi sniZzenim exprese cyklin
dependentni kinadzy 1(CDK1) (Arunkumar et al., 2006).

Jina studie provedena na bunikach lidského nasopharyngeédlniho karcinomu
ovlivnénymi DADS prokédzala zvySené mnozstvi apoptotickych bunék a pokles
zastoupeni bunck v S fazi bunécného cyklu. DADS indukoval apoptozu zvySenim

fosporylace p38 MAPkinazy a p42/44 MAPkindzy (Zhang et al., 2006).



Fenetyl isothiokyanat (PEITC) a ostatni isothiokyanaty jsou biologicky
aktivni latky obsazené¢ v rlznych druzich zeleniny celedi brukvovitych
(Brassicaceae): zeli, kvétak, brokolice, rtzickova kapusta, kien, tufin, hoicice,

feficha aj. (Hecht, 2000).

Obr. 4 : Fenetyl isothiokyanat (C9-H9-N-S)
N
\N

Predpoklddanym mechanismem chemoprevence je, podobné jako u dalSich
latek s antikarcinogennim ucinkem, inhibice cytochromii P450 (véetné izoenzymi
CYP1Al a 1A2), indukce detoxikacnich enzymt II. faze, zejména GST
(Wargowich 2006). N¢které isothiokyanaty ptsobi predev§im inhibici enzymu I.
faze, jin¢ aktivuji pfednostné enzymy II. faze, dalsi pisobi dokonce v obou stupnich
metabolismu xenobiotik, ty jsou pak nejucinnéjsi. Konecny efekt je vSak vzdy
zavisly na typu isothiokyandatu a typu karcinogenu (Hecht, 2000).

Siroka $kala isothiokyanatii piisobi jako G¢innd chemopreventivni agens
proti nadoriim plic, prsu, jicnu, jater, tenkého a tlustého stteva, mocového méchyfe,
coz bylo prokdzdno predevS§im na chemicky indukovanych nadorech u
experimentalnich zvifat, ale i v populacnich studiich byl prokdzan protektivni
ucinek u karcinomu plic. ProtoZe isothiokyandty jsou zvlasté¢ ucinné proti
tabakovym nitrosaminim a  proti dal§$im mutagenim tabakového koure,
piedpoklada se, ze jsou nadéjnou chemoprevenci plicnich nadort, zvlasté u kurakt

(Hecht et al., 2002).

Velmi siln€ plsobi isothiokyanaty na apoptézu nadorovych bunck. Xu a
Thornalley (2000) zjistili, Ze PEITC a alyl isothiokyanat jsou 10 — 20x toxi¢té;si
pro leukemické bunky nez pro normalni lymfocyty, mély tedy selektivni
protinddorovy efekt, ktery se mlze uplatnit zvlaste¢ v preklinickém stadiu nédort.
DalSim mechanizmem plsobeni je zastaveni bunééného cyklu v G2/M fazi
nadorovych bun¢k pozorované v bunécné kultute leukemickych bun¢k (Fimognari

et al. 2002).
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Experimenty na linii bunék PC-3 lidského karcinomu prostaty a jejich
xenotransplantatech na athymickych mysSich prokazaly vliv PEITC na indukci Bax
Bid proteinli s naslednou apoptozou a redukci objemu nddorové tkané (Xiao et al.,
2006). Testovani ucinkii PEITC na buinkach ovarialniho karcinomu OVCAR-3
prokazalo jeho cytotoxicitu pro testované nadorové bunky a vyvolani apoptozy
aktivaci kaspazy 3 a 9, dale doslo ke snizeni hladiny Bcl2 a zvySeni hladiny Bax

proteinil (Satyan et al., 2006).
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3.2. Charakteristika testovanych mutagenii

Aflatoxin B; (AFB)) patii do skupiny toxinti produkovanych plisnémi rodu
Aspergillus. Je vyznamnym karcinogenem (IARC, 1993). Mira kontaminace
potravin zavisi na teplot¢ a vlhkosti a dalSich podminkéach pfi jejich vyrobé a

skladovani.

Mykotoxin je mutagenni pouze po metabolické aktivaci. AFB, je v jatrech
metabolicky aktivovan cytochromem P450 (CYP) 3A4. Reaktivni metabolit (8,9-
dihydro-8,9-epoxy-aflatoxinB;), ktery vznika touto cestou se kovalentné vaze na N7
pozici guaninu a vytvaii s nim adukt. Charakteristickd mutace, ktera je vysledkem
expozice AFB; a postihuje gen p53 v kodonu 249, je G — T transverze. Vysledkem
poskozeni tohoto tumor supresorového genu je inhibice apoptézy a urychleni
bunécné proliferace (Aguliar et al, 1993, Wilda a Turner, 2002). Produkty
metabolické pfemény AFB; se v organismu detoxikuji prostfednictvim enzymi
glutathion S-transferdaz pievazné konjugaci s glutathionem (Guengerich, 2000).
AFB; je rizikovym faktorem vzniku hepatocelularniho karcinomu u cloveka,

zvlasté v kombinaci s infekei virem hepatitidy B (Liu et al., 2008).

2-amino-3-metyl -3H-imidazo[4, 5-f]chinolin (IQ), ktery rovnéz vyzaduje
metabolickou aktivaci, patii mezi pyrolyzaty aminokyselin (heterocyklické aminy)
typu amino-metyl-imidazo-chinolinu, dal§imi zéstupci této skupiny jsou napt. 2-
amino-1-metyl-6-fenyl-imidazo[4,5-b]pyridin ~ (PhIP) a 2-amino-3,8-dimetyl-
imidazo[4,5-f]chinoxalin (MelQx). Heterocyklické aminy jsou mutagenni latky
vznikajici pfi piipravé potravin s vysokym obsahem proteinii za vysokych teplot.
Vznikaji reakci kreatinu a kreatininu ve svaloviné s aminokyselinami a cukry.
Faktory, které ovliviiuji jejich tvorbu jsou koncentrace prekurzorii, pH, vyska
teploty béhem ptipravy a délka jejiho piisobeni (Robbana-Barnat et al. 1996).
Genotoxicita heterocyklickych aminii zavisi na aktivaci detoxika¢nimi enzymy,

hlavné jaternim cytochromem P450 CYP IA2 (Gooderham, 1997).

IQ je IARC zatazeno do skupiny 2A (Smith ef al., 2001). 1Q tvoii DNA adukty,
indukuje zlomy DNA, mutace v sav¢ich i lidskych somatickych bunikach, vymény
sesterskych chromatid, tvorbu mikrojader a indukuje rtzné druhy nadort v

organech experimentéalnich zvifat i u ¢lovéka. Heterocyklické aminy u cloveka
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prokazatelné zvySuji riziko nadort prsu a kolorektalniho karcinomu ( Ferguson,

1999).

N-nitroso-N-metylurea (MNU) patii mezi vyznamné karcinogenni N—
nitroso slouceniny (IARC, 1978). MNU je pfimo pusobici mutagen, nevyzaduje
metabolickou aktivaci, reakci s DNA tvoii stalé adukty. Zdrojem nitrosamini v
prostiedi jsou tabdkové produkty, z primyslové vyroby jde piedevSim o
gumarensky prumysl, ale mohou se vyskytovat i v potravinach. Riziko
karcinogeneze je zvyseno tim, ze MNU muze vznikat i endogenné. Endogenni
tvorba probiha z prekurzorii v potravé jako jsou nitrdty a aminy. Zdrojem jsou
predevsim uzené potraviny ale i napi. nakladand zelenina, ve které mikroorganismy
redukuji nitraty na nitrity. Nitraty jsou také pfidavany do masnych vyrobka jako
antibakterialni latka a také k zlepSeni vzhledu, protoze reakci s myoglobinem
dodavaji masnému vyrobku pfitazlivéj$i barvu. N-nitroslou¢eniny mohou vznikat
v lidském téle na sliznicich zejména pti bakterialnim zanétu pii pH 3-7 (Hill, 1996).

Utinkem N-nitroso slougenin dochézi k alkylaci nukleovych kyselin, tvorbé
aduktd, zlomiim DNA 1 tvorbé mikrojader (Wolf et al., 2003). U clovéka se podileji
na vzniku malignich nédorG zaludku, jicnu, mozku a leukémii. Studie prokazaly
zvySeny vyskyt tumori mozku u déti, jejichz matky v gravidité konzumovaly
nitrity oSetfené maso. Také vyskyt leukémii je vyssi u déti konzumujicich uzeniny

ve zvysené mite ( Mirvish, 2002).
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4. Pouzité metody a postup

Ke sledovani antimutagennich ucinkl vybranych latek byl pouzit prokaryotni
a eukaryotni model. Jde o kratkodobé testy, které se pouZzivaji pro orientacni

stanoveni genotoxickych ucinkl xenobiotik.

4.1. Testy in vitro

Testovani mutagennich U¢inkti chemickych latek na prokaryotnim
modelu, histidin-auxotrofni mutanté¢ Salmonella typhimurium, bylo provedeno
podle Amese (Maron and Ames, 1983). Kmeny Salmonella typhimurium maji
arteficieln¢ poruSeny gen pro biosyntézu histidinu a proto vyZzaduji pro svij rust
jeho externi pfivod. K testovani sledovanych mykotoxinli byly pouzity
indikatorové kmeny Salmonella typhimurium TA98 a TA100. Kmeny se od sebe
1i§1 typem mutace v histidinovém operonu a oba maji jesté dalsi pfidatné mutace.
HisG46 mutace u kmene TA100 je v genu hisG, ktery koéduje prvni enzym
histidinové biosyntézy, u kmene TA98 je to hisD3052 mutace v genu hisD. Tyto
mutace jsou pri¢inou neschopnosti kmenii syntetizovat histidin.

Pisobenim testovaného mutagenu dochézi ke zpétné mutaci, kterd se fenotypove
projevi navratem schopnosti tvorby histidinu s naslednym riistem i na mediu, které
histidin neobsahuje (minimalni medium). Pro detekci Gi¢inkd nepfimych mutagent
se test provadi v pfitomnosti savéich jaternich mikrozomalnich enzymu
(metabolicka aktivace pomoci S9 frakce jaterniho homogenatu), Kombinace dvou
kmeni TA98 a TA100 (tato kombinace je v bézné praxi nejpouzivanéjsi) je
schopna detekovat 83% mutagennich latek (Bonneau et al., 1991). Proto byly
k pokustim zvoleny tyto kmeny.

Mutagenita AFB; byla ovéfovana v sériich pokusti v koncentracich 10ug, 1ug a
0,1pg na misku. U obou kmenti indukoval AFB; s metabolickou aktivaci
staticticky vyznamné vys$$i pocet revertant ve srovnani s poctem spontannich
revertant, bez metabolické aktivace byla G¢inna pouze davka AFB; 10pug/misku.

V sérii pokusii s koncentracemi 1,0pg, 0,5ug, 0,25pg, 0,1ug byly pocty revertant
14



uobou kmenu statisticky vyS$i pouze za metabolické aktivace, staticticky
vyznamny rozdil poc¢tu revertant byl mezi kmeny TA98 a TA100 zjistén pouze
v koncentraci 0,1pug/misku ( u TA98 byl vyssi). Obdobné byla testovana davkova

zéavislost s ohledem na toxicitu u dalSich sledovanych latek.

Mutagenni latky byly pouzity v nasledujicich koncentracich:
IQ v koncentracich 0,1 pg, 0,01 ng a 0,001 pg na misku na kmeni TA98,
v koncentracich 10 pg, 1 pg a 0,1 pg na misku na kmeni TA100.
AFB; v koncentracich 10 pg, 1 ug a 0,1 pg na misku na obou kmenech
MNU v koncentracich 1000 pug, 100 png a 10 pg na misku pouze na kmeni TA100

(uvedené koncentrace nevykazovaly mutagenni aktivitu na kmeni TA98).

Kazda koncentrace jednotlivého mutagenu byla kombinovana se 4 riznymi
koncentracemi jednotlivych antimutageniit EA, RES, DAS a PEITC (300 ug, 30 pg,
3 uga 0,3 ug na misku).

Latky byly tfedény tak, aby potfebné mnozstvi bylo rozpusténo v 0,05 ml
rozpoustédla dimethylsulfoxidu (DMSO). Ke vzorkiim, ve kterych byl pouzit
samotny mutagen, nebo pouze testovany antimutagen, bylo pfidano stejné mnozstvi
(0,05 ml) DMSO. Do kontrolnich vzorkt byl ptfidan pouze DMSO.

Pro metabolickou aktivaci nepfimych mutagenti (IQ a AFB,) byla pouzita
S9 frakce jaterntho homogenatu =z jater potkand stimulovanych smési

polychlorovanych bifenylti — Delorem, pfipravena dle Marona a Amese (1983).

Den pied experimentem byly testovaci bakteridlni kmeny naockovany do
tekutého media s pfidavkem antibiotik, musi byt pfipraveny i kultivacni misky se
svrchnim agarem. V den experimentu byly ve vodni lazni pii 41°C ptidavany do
sterilnich zkumavek jednotlivé latky v potfadi: agar (2 ml), bakteridlni kmen (0,1ml),
testovand latka (0,05 ml), mutagen (0,05 ml). S9 smés s frakci jaterniho
homogenatu (v pokusech snepfimymi mutageny IQ a AFB;) byla piidina
vmnozstvi 0,5 ml tésn¢ pred vylitim suspenze na misku. Po zatuhnuti agaru
probéhla kultivace 72 hodin pfi 37°C a odecteni vysledkli. K odecteni byla pouZita

pocitacova analyza obrazu systém LUCIA — colony counting.
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Kazda koncentrace mutagenu, antimutagenu i jejich jednotlivé kombinace
byly testovany vzdy ve dvou nezavislych pokusech, v kazdém pokusu na tiech
miskach.

Statistické hodnoceni bylo provedeno Studentovym t-testem, rozloZzeni dat bylo
spojité. Mutagenita jednotlivych latek a jejich smési byla vyjadiena pomoci
koeficientu K, jako pomér mezi poftem revertant indukovanych testovanym
vzorkem a poctem spontdnnich revertant v kontrole. Antimutagenni ucinek
jednotlivych koncentraci testovanych latek byl vyjadien jako procento inhibice

mutagenity samotného mutagenu podle vzorce:

pocet revertant mutagenu — pocet revertant (mutagenu+antimutagenu) / pocet revertant mutagenu x 100

4.2. Testy in vivo

Na eukaryotnim modelu byly latky testovany s pouzitim mikronukleus testu

au RES i metodou comet assay.

Ke sledovani antimutagennich ucinkti latek na savéim modelu byli
v experimentech pouziti desetitydenni sameci bilé laboratorni mysi kmene BALB/C,

hmotnosti 22-26 g.

Zvitata byla ustajena ve zvifetniku na 3. I¢katské fakult¢ UK (ud€lena
akreditace pro uzivatelské zatizeni k provadéni pokusii na zvitatech podle § 14
vyhlasky €. 311/1997 Sb., o chovu a vyuziti pokusnych zvifat) ve skupinovych
boxech s regulovanou délkou svételného dne (12ti hodinovy svételny den) ve
standardnich podminkach (teplota: 20°C + 2°C, relativni vlhkost vzduchu 60% +
10%, vyména vzduchu 10x — 14x za 1 hod, standardni krmeni extrudovanou

peletovanou dietou.

Pracovnici provadéjici pokusy jsou drziteli osvédéeni o zpusobilosti podle §
17 zakona CNR ¢&. 246/1992 Sb., na ochranu zvifat proti tyrani ve znéni zakona &.
162/1993 Sb.
V souladu se znénim vyhlasky €. 311/1997 Sb., o chovu a vyuziti pokusnych zvifat,
byl v jednotlivych skupinach pouzit minimalni pocet zvifat, z n¢hoz bylo mozno
ziskat statisticky hodnotitelné¢ soubory dat, tj. 6-10 ks, pfi¢emz minimalni pocet
zvitat, z nichz byly ziskavany udaje o Gcincich testovanych latek byl 6 ks v kazdé

experimentalni skupiné. Experimenty byly 3x opakovany.
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Mutageny byly predbézné testovany v jednorazovych davkach, nebyl zjistén
statisticky vyznamny rozdil u samct a samic a tak jsou uvedeny pramérné hodnoty
(Tab I). Vlastni pokusy pak byly provadény na mysSich samcich. Jako pozitivni
kontrola byvd u mikronukleus testu uzivana pro navozeni klastogennich ucinka

napi. MNU, CPP (cyklofosfamid) ( Gamer et al. 2004).

Tab I. Testovani davek jednotlivych mutageni ve srovnani s negtivni kontrolou.

Sledovana latka Davka (mg/kg) Pocéty mikrojader + SD

kontrola 7% DMSO 29+ 1,4

AFB; 5 6,3* + 1,9

1 4,8% + 1,7

IQ 20 6,3* + 2,0

2 3,6 + 1.9

MNU 50 31,0* + 6,0

20 19.8%+ 3,3

X* 1 statisticky vyznamné vyssi pocet mikrojader oproti negativni kontrole, hodnoceno Studentovym t-testem

Rostlinné latky byly podavany 3x po sobé v jednodennich intervalech. Posledni
den byl poddn nasledné 1 mutagen. Latky byly aplikovany perordlné¢ sondou do

traviciho traktu mysi.

EA byla podéana v davce 3 x 4 g/kg, RES 3 x 5 mg/kg, DAS 3 x 100 mg/kg,
PEITC 3 x 50 mg/kg pro kombinaci se vSemi mutageny. Mutageny byly podéavany
jednorazové treti den, 1-1,5 hod po podani rostlinnych latek: AFB; v davce 1
mg/kg, 1Q v davce 20 mg/kg a MNU v davee 50 mg/kg.

Ve vSech pokusech byla ptislusna latka podavéana v objemovém mnozstvi 0,1 ml na
10 g télesné hmotnosti mysi. Pfislusné latky byly rozpustény v 7% DMSO. Stejné
mnozstvi rozpoustédla (7% DMSO) bylo aplikovano  kontrolni skupiné.
Negativni kontrolou byly mys$i ovlivnéné per os 7% roztokem DMSO, u nichz

nebyla zjisténa signifikantné vyssi Cetnost mikrojader ve srovnani s intaktnimi
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zvitaty. Porovnanim frekvenci mikrojader po podéni testované latky a kontrol byl

ziskan zakladni udaj o mutagenni, resp. antimutagenni aktivité testované¢ho vzorku.

V pokusech byla zvifata usmrcena cervikalni dislokaci, odebrana kostni dien
femuru pro stanoveni frekvence mikrojader a jednovldknovych zlomi DNA a

vzorek jater ke stanoveni jednovlaknovych zlomti DNA.

Mikronukleus test je zaloZzen na sledovani po¢tu mikrojader v téchto
pokusech v polychromatofilnich erytrocytech kostni dien¢. Mikrojadra vznikaji
v disledku chromozomalnich zlomt a jsou tvofena fragmentem chromozomu (popf.
celym chromozomem nezacClenénym do nové vytvofené¢ho jadra, pokud doslo
k poruSe funkce déliciho vieténka). Metoda je zalozena na tomto principu:
acentrické chromozomové fragmenty se v prib¢hu anafaze zpozd'uji za centrickymi
chromozomy, které se pohybuji smérem k pélim déliciho vieténka. Po telofazi tyto
acentrické fragmenty davaji vznik jednomu nebo vice Gtvarim, které jsou vétSinou
mnohem mensi, nez hlavni jadro a proto jsou oznaCovany jako mikrojadra. Ke
vzniku mikrojader mize dojit u riiznych typa bunck. Vzdy je vSak nutné, aby buiky
po pfedchozim mutagennim uCinku, proSly jednou ¢i nékolika mitézami.

Mikrojadra mohou byt zaloZzena napt. v myeloblastech a erytroblastech.

N¢kolik hodin po skonceni posledni mitozy, kdy erytrocyty vylouci sva jadra,
mikrojadra zGstavaji v cytoplazmé, kde jsou po obarveni dobie rozeznatelna.
Nejvyhodnéjsi pro zjistovani frekvence mikrojader jsou polychromatofilni
erytrocyty, které se daji identifikovat podle rezidualni RNA, kterd zlstava v nové
vzniklych erytrocytech jeste asi 2 dny po enukleaci. Tyto mladé erytrocyty se barvi
odli$né od starSich forem. Po dobu jejich dozravéani se barvi modravé. Zralé formy
erytrocytil se barvi cervenofialové. Mikrojadra musi byt umisténa v cytoplazmé, a
jejich velikost nesmi piesahovat velikost 1/3 velikosti jadra. Po expozici mutagenni
latkou se pocet mikrojader v téchto bunkach zvySuje a je mirou genotoxicity

testované latky. Mikronukleus test byl provadén metodou podle Schmida (1975).

Z vyplachu kostni dfen¢ femuru byl po homogeizaci a centrifugaci proveden
natér na 3 podlozni skla pro kazdé laboratorni zvife. Natéry kostni dfen¢ na
podloznich sklech byly obarveny Giemsovym barvivem. U kazdého pokusného
zvitete bylo hodnoceno 1000 polychromatofilnich erytrocyti a frekvence

mikrojader (pfi zvétSeni 1000x pod imersi). Pro kazdou experimentdlni skupinu
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zvitat byl vyjadien primérny pocet mikrojader vztazeny na 1000 hodnocenych
bun¢k. Statistické hodnoceni vysledkli mikronukleus testu bylo  provedeno

Studentovym t-testem na 5% hladiné vyznamnosti.

Single cell gel electrophoresis (SCGE), Cast&ji pouzivanym ndzvem je comet
assay nebo kometovy test je rychl4, citlivd metoda ur¢end k analyze DNA zlomt v
jadrech bunck a je prakticky pouzitelnd u vSech eukaryotnich bunéénych populaci,
ze kterych miize byt ziskana suspenze jednotlivych bunék. S pomoci SCGE Ize
sledovat U¢inky znadmych genotoxickych a mutagennich latek i testovat neznamé
latky z hlediska jejich potencidlni genotoxicity.

Metoda umoziuje detekci jednofetézcovych zlomii DNA v jednotlivych
buikdch vysetfovaného biologického materidlu. Poskozeni DNA, které se
manifestuje jako zlom, miize byt projeven genotoxickych vlivii nebo muze byt
pfechodnym jevem vznikajicim v disledku oprav DNA. Detekce poSkozeni DNA
pomoci metody comet assay predstavuje tedy aktudlni stav buiiky.

Zlomy DNA nebo alkalilabilni mista indukovana v molekule DNA chemickymi
latkami (adukty) umoznuji uvolnéni superspiralizovanych domén DNA a ¢astecné
rozpleteni dvouSroubovice. Uvolnéné domény DNA zGstavaji ukotveny v jadie, ale
béhem elektroforézy jsou vytazeny z jadra ven. Po obarveni (napf.
ethidiumbromidem) pfipominé takovato buiika s fragmenty DNA mimo jadro svym
tvarem ve fluorescencnim mikroskopu obraz komety, coz také dalo této metodé
nazev. Pomoci obrazové pocitacové analyzy se obraz dale vyhodnocuje

Metoda byla provadéna podle Collinse (1997). Kostni dieni pro comet assay
byla zpracovana tak, Zze 15 pg suspenze bylo zfedéno 18 ug PBS (Phosphate
Buffered Saline) a po smichani s 85 pg svrchni nizkotuhnouci LMP agarosy
aplikovéna na upravené podlozni sklo, na které byla nanesena standardni HMP
agarosa.. Vzorek jater (cca 40 mg z lobus hepatis dex.) byl homogenizovan a
smichén s 2 ml roztoku trypsinu, 10 min inkubovan pii 37°C. Trypsinizace byla
zastavena roztokem PBS a suspenze po centrifugaci (1000 otacek po dobu 5 min)
resuspendovana v PBS s bovinnim sérem a 35 ul suspenze bylo smichano s 85 pl

svrchni agarosy a naneseno na upravené podlozni sklo. Dalsi postup je u vSech
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vzorkidl spolecny a probihd v chlazeném prostiedi, kyvety i elektroforetické tanky
jsou umistény v lednici za stalé teploty 4°C. Bunky fixované v agarosovém gelu na
podloznich sklickach byly 60 min lysovany v lysacnim roztoku. Po lysaci zlstava
v agarosovém gelu  fixovand DNA se zachovanou superspirdlni strukturou.
Nasleduje 40 min alkalické rozplétani DNA v elektroforetickém pufru pH 13,0,
béhem kterého dochazi k uvolnéni spiralisace DNA v oblasti zlom. Uvolnéné ¢asti
DNA maji pfirozené¢ zaporny naboj a v horizontdlnim elektroforetickém boxu
migruji smérem k anod€. Rychlost jejich migrace zavisi na velikosti a poctu
fragmentl DNA. Po dokonceni elektroforesy, ktera probiha po dobu 30 min (25 V a
300 mA) a neutralisaci  byly preparaty obarveny fluorescencnim barvivem
(ethidium bromid) a hodnoceny pod fluorescencnim mikroskopem za vyuziti
pocitacové analysy obrazu (LUCIA-G). U jednotlivych zvifat bylo randomisované
hodnoceno 50 bun¢k z kostni difené¢ i z jaterni tkané. Ke statistickému hodnoceni
byl pouzit Mann-Whitney U-test. Tento test byl zvolen s ohledem na nespojité

rozloZeni dat.

5. Vysledky
5.1. Testovani atimutagennich ucinku kyseliny elagové (EA)
5.1.1. Amesuv test
V Amesové testu vykazovaly vSechny mutageny (IQ, AFB; a MNU)
v pouzitych koncentracich mutagenni ucinky v zavislosti na davce. Samotna

kyselina elagova, stejn¢ jako resveratrol a dialylsulfid, nevykazovala na

bakterialnich kmenech (TA98, TA100) mutagenni aktivitu.

Kyselina elagova v kombinaci s mutagenem 1Q

Dvé nejvyssi koncentrace EA, tj. 30 a 300 pg na misku vykazovaly statisticky
vyznamnou antimutagenni aktivitu na kmenech TA98 i TA100. Na kmeni TA98
snizovaly tyto dvé koncentrace mutagenni aktivitu davky IQ 0,1pg/misku o 56 a
72%, mutagenita IQ v koncentraci 0,01 pg/misku byla snizena o 75 a 86%, efekt

Na kmeni TA100 dvé nejvyssi koncentrace EA snizovaly mutagenni aktivitu

jednotlivych davek 1Q nasledujicim zpisobem: mutagenita 1Q v davce 10 pg/misku
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byla snizena o 90 a 86%, v davce 1 pg/misku o 81 a 73% a v davce 0,1 pug/misku o
41 a 29%. Na kmeni TA100 byla koncentrace EA 30pg/misku u¢inngjsi nez
koncentrace EA 300ug/misku v kombinaci se v§emi koncentracemi 1Q, na kmeni
TA98 byla nejefektivnéjsi koncentrace EA 300pg/misku. Efekt dvou nizsich davek
EA na mutagenitu IQ nebyl statisticky vyznamny (Tab. 1).

Kyselina elagova v kombinaci s mutagenem AFB1

U vSech testovanych koncentraci AFB; na obou kmenech TA98 i TA100 byla

pozorovana vyssi ucinnost koncentrace EA 30 pg/misku ve srovnani s koncentraci
300 pg/misku. Zde byla mutagenita AFB; v koncentraci 10 pg/misku snizena
davkami EA 30 a 300 pg/misku o 56 a 36% u kmene TA98, o 57 a 34% u kmene
TA100. Mutagenita AFB; v koncentraci 1 pg/misku o 63 a 54% u kmene TA98 a 73
a 57 % nu kmene TA100. Nejnizsi koncentrace AFB; 0,1 pg/misku byla redukovana
051 a 41% u kmene TA98 a 47 a 23% u kmene TA100 ve srovnani s aktivitou
jednotlivych davek samotného mutagenu. Vyse uvedené vysledky predstavovaly
signifikantni pokles.

Antimutagenni uc¢inek dvou nizSich koncentraci EA (0,3 a 3 pg/misku) nebyl
statisticky vyznamny, s vyjimkou kombinace téchto koncentraci EA s AFB,
mutagenitu AFB; o 34 a 44% a kombinace 3 ug EA a 10 ug AFB; u kmene TA98
0 17% (Tab. 2).

Kyselina elagova v kombinaci s mutagenem MNU

Utinek piimého mutagenu MNU v nejvyssi koncentraci (1000 pg/misku)
nebyl kyselinou elagovou ovlivnén, pouze aktivita nizSich koncentraci 100 a 10
pg/misku byla nesignifikantné sniZzena v rozmezi 11-33 %. Antimutagenni aktivita
byla celkové niz8i nez vii€i nepfimym mutageniim a byla nejucinnéjs$i v nejnizsi
koncentraci MNU (10 pg/misku), kde snizeni mutagenity tfemi vysSimi

koncentracemi EA bylo statisticky vyznamné 23, 33 a 23% (Tab.3).
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Tab.1: Efekt kyseliny elagové na mutagenitu [Q-Amesuv test, kmeny TA98, TA100

IQ + EA S. typhimurium TA98 +S9 S. typhimurium TA100 +S9
davka Poéet +SD K % davka pocet +SD| K %
(ug/misku) revertant (ng/misku revertant
0,1+0 1222 183 29,8 - 10+0 1076 189 | 11,3 -
0,1 +0,3 1360 98 332 | +H11 10+0,3 1082 231 | 114 -1
0,1+3 1223 98 29,8 0 10+3 866 295 9,1 -20
0,1 +30 5386 | 209 | 131 | -56 10 + 30 108 ¢ | 17 ] 1,1 | 90
0,1+300 343 o 82 8,4 -72 10 + 300 155 38 1,6 -86
0,01+0 583 136 14,2 - 1+0 578 207 | 6,1 -
0,01 +0,3 578 151 14,1 -1 1+03 603 276 | 6,2 +4
0,01 +3 562 210 13,7 -4 1+3 560 299 | 59 -3
0,01 + 30 144 o 43 3,5 -75 1+30 97 ¢ 10 1,0 -81
0,01 + 82 o 20 2,0 -86 1+300 142 o 35 1,5 -73
300
0,001 +0 126 37 3,1 - 0,1+0 169 43 1,8 -
0,001 +0,3 143 55 3.5 +14 0,1+0,3 180 58 1,9 +7
0,001 +3 131 26 3,2 +4 0,1 +3 152 60 1,6 -10
0,001 + 30 54 ¢ 10 1,3 -57 0,1+30 100 * 10 1,1 -41
0,001 + 300 48 ¢ 7 1,2 -62 0,1+300 120 * 16 1,3 -29
Kontrola 41 5 - - Kontrola 95 5 - -
(DMSO) (DMSO)
0+03 40 7 1,0 - 0+0,3 120 20 | 13 -
0 +3 37 5 0,9 - 0+3 106 7 | 11 -
0 +30 33 9 0,8 - 0+30 102 18 | 1,1 -
0 +300 43 7 1,0 - 0 + 300 135 23 | 14 -

SD : smérodatna odchylka

K : pomér poctu revertant testovaného vzorku a poctu revertant v negativni kontrole

*

. statisticky vyznamny rozdil v poctu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poctem
revertant samotného mutagenu (p<0,05)

¢ : statisticky vyznamny rozdil v poctu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poctem

revertant samotného mutagenu (p<0,01)

Antimutagenni efekt testované latky (vyjadieno % ):

pocet revertant mutagenu — pocet revertant (mutagenu+antimutagenu) / pocet revertant mutagenu x 100

se znaménkem - = snizeni poc¢tu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poétem revertant samotného mutagenu
se znaménkem + = zvySeni poctu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poctem revertant samotného mutagenu
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Tab.2 : Efekt kyseliny elagové na mutagenitu AFB; — Amesuv test, kmeny TA98, TA100

AFB;+ EA S. typhimurium TA98 +S9 S. typhimurium TA100 +S9
davka pocet revertant | +SD K % pocet revertant | +SD K %
(ng/misku)
10+0 1284 77 44,3 - 1573 74 15,3 -
10+ 0,3 1214 83 41,9 -6 1456 154 14,1 -7
10+3 1060 122 36,6 -17 1343 207 13,0 -15
10+ 30 568 151 19,6 -56 681 o 59 6,6 -57
10 +300 824 147 28,4 -36 1033 ¢ 213 10,0 -34
1+0 825 179 28,5 - 931 191 9,0 -
1+0,3 732 145 25,2 -11 613 =* 148 6,0 -34
1+3 644 89 22,2 -22 522 ¢ 125 5,1 -44
1+30 305 107 10,5 -63 255 o 73 2,5 -73
1 +300 376 102 13,0 -54 404 o 90 3,9 -57
0,1+0 217 22 7,5 - 203 32 2,0 -
0,1+0,3 222 26 7,7 +2 197 27 1,9 -3
0,1+3 239 11 8,2 +10 165 21 1,6 -19
0,1+30 106 16 3,7 -51 107 =* 11 1,0 -47
0,1+300 129 15 4,4 -41 157 =* 9 1,5 -23
Kontrola 29 4 - - 103 6 - -
(DMSO)
0+0,3 31 3 1,1 - 105 11 1,0 -
0+3,0 33 6 1,1 - 101 15 1,0 -
0+ 30,0 31 3 1,1 - 88 4 0,9 -
0+300,0 26 5 0,9 - 929 8 1,0 -

: pomér poctu revertant testovaného vzorku a poctu revertant v negativni kontrole

SD : smérodatnd odchylka
K
P

: statisticky vyznamny rozdil v poctu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poctem
revertant samotného mutagenu (p<0,05)
¢ : statisticky vyznamny rozdil v poctu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poétem
revertant samotného mutagenu (p<0,01)

Antimutagenni efekt testované latky (vyjadieno % ):

pocet revertant mutagenu — pocet revertant (mutagenu+antimutagenu) / pocet revertant mutagenu x 100

se znaménkem -

= snizeni poctu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poctem revertant samotného mutagenu
se znaménkem + = zvySeni poctu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poc¢tem revertant samotného mutagenu
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Tab. 3: Efekt kyseliny elagové na mutagenitu MNU — Amesiv test — TA100

MNU + EA S. typhimurium TA100
davka (ug/misku) podet +SD K %
revertant
1000 + 0 1414 51 17,7 -
1000 + 0,3 1425 105 17,8 +1
1000 + 3 1406 96 17,6 -1
1000 + 30 1375 117 17,2 -3
1000 + 300 1539 139 19,2 +9
100+ 0 889 223 11,1 -
100 + 0,3 903 189 11,3 +2
100 + 3 989 189 12,4 +11
100 + 30 789 195 92,9 -11
100 + 300 672 185 8.4 -24
10+0 261 41 3,3 -
10+0,3 263 36 3,3 +1
10+3 202 = 22 2,5 -23
10+ 30 174 ¢ 17 2,2 -33
10 + 300 201 = 25 2,5 -23
Kontrola (DMSO) 80 6 - -
0+0,3 91 5 1,1 -
0+3 92 9 1,2 -
0+ 30 92 20 1,2 -
0+ 300 94 12 1,2 -

SD : smérodatné odchylka

K : pomér poctu revertant testovaného vzorku a poctu revertant v negativni kontrole

* 1 statisticky vyznamny rozdil v poctu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poctem
revertant samotného mutagenu (p<0,05)

¢ : statisticky vyznamny rozdil v poctu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poctem
revertant samotného mutagenu (p<0,01)

Antimutagenni efekt testované latky (vyjadieno % ):
pocet revertant mutagenu — pocet revertant (mutagenu+antimutagenu) / po¢et revertant mutagenu x 100

se znaménkem - = sniZeni poCtu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poctem revertant samotného mutagenu
se znaménkem + = zvySeni poctu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poctem revertant samotného mutagenu
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5.1. 2. Mikronukleus test

U pokusnych zvitat ovlivnénych samotnou EA se pocet mikrojader od
kontrolni skupiny nelisil. U zvifat, kterym byly podavany mutageny, byl pocet
mikrojader na 1000 hodnocenych polychromatofilnich ertrocytl statisticky
vyznamné vyS$$i oproti kontrolni skupiné. Pfi peroralni aplikaci kombinace AFB;
v davce 1x1 mg/kg a EA 3x4 g/kg byly po¢ty mikrojader v polychromatofilnich
erytrocytech statisticky vyznamné nizsi (3,8), nez u skupiny laboratornich mysi,
kterym byl aplikovan pouze AFB; (7,7). K podobnému efektu doslo i pfi pouziti IQ
jako mutagenu v davce 1x20mg/kg a EA 3x4 g/kg (sniZeni z 8 na 4,9). RovnéZ po
ovlivnéni mysi kombinaci MNU 1x50 mg/kg a EA 3x4 g/kg doslo k vyraznému
snizeni po¢tu mikrojader oproti poctu mikrojader, vyvolanému podanim samotné

MNU (z 20,6 na 13,5) (Tab. 4).

Tab. 4: Pocty mikrojader v polychromatofilnich erytrocytech kostni dfen¢ mysi
ovlivnénych kombinacemi kyseliny elagové se sledovanymi mutageny.

Sledovana latka Pocéty mikrojader + SD
Kontrola 7% DMSO 2,8 +1,6
Kyselina elagova 2,7+1,2
AFB,; 7,7% +2,2
AFB; + K. elagova 3,8%* + 2.4
1Q 8+ 2
IQ + K. elagova 4,9%* + 2
MNU 20,6%+5,7
MNU + K. elag. 13,5%% + 2,7

X* : statisticky vyznamné vyssi pocet mikrojader oproti negativni kontrole

25



5.2. Testovani atimutagennich ucinki resveratrolu (RES)

5.2.1. Amesuyv test

RES snizoval mutagenni aktivitu v§ech koncentraci IQ pouze s vyjimkou
byla nejvyssi koncentrace RES 300ug/misku, kterd snizovala zvlasté vyrazné
mutagenitu vyssich koncentraci I1Q (tj. 0,1 a 0,01 pg na TA98, 10 a 1ug na TA100)
0,1 pg na TA100) byla snizena touto davkou RES o 63% v obou piipadech. Nizsi
koncentrace RES (30 a 3 pg/misku) snizovaly rovnéz mutagenitu vSech koncentraci
koncentrace RES (0,3 pg/misku) jevila nejslabsi efekt, ktery se na kmeni TA100
pohyboval v rozmezi 18-37%, v kombinaci s 1Q 1 a 0,1pg/misku byl statisticky
vyznamny (Tab.5).

Také via¢i AFB; byla antimutagenni aktivita RES nejsiln€j$i v nejvyssi
koncentraci tohoto antimutagenu v pokusech na obou kmenech (v rozmezi 62 —
mutagenitu vétSiny koncentraci AFB; u obou kment (s vyjimkou kombinace 1 pg
AFB; a 0,3 ng RES kmen TA100), koncentrace 3 pug RES zvySovala mirn¢ efekt
davky 10 pg AFB; rovnéZ na obou kmenech a koncentrace 30 ng RES zvysila
nevyznamné efekt této davky pouze u kmene TA100. AZ na tuto vyjimku vSak
koncentrace RES 30ug/misku snizovala statisticky vyznamné mutagenitu AFB;
v rozmezi o 15 - 65%. Statisticky vyznamné sniZzeni mutagenity bylo pozorovéano
také v kombinaci RES 3 pg/ misku a AFB,1 pg/ misku u kmene TA 100 (Tab. 6).

Podobné jako EA i RES nejevil vyrazny antimutagenni efekt vici ptimému
mutagenu MNU. Ve vSech kombinacich tohoto mutagenu a RES bylo sniZeni
mutagenni aktivity velmi slabé (3-11%), pouze v kombinaci 10 pg MNU a 300 pg
RES na misku byla mutagenita snizena o 21%. Toto sniZeni vSak nebylo statisticky

vyznamné (Tab.7).

26



Tab. 5: Efekt resveratrolu na mutagenitu IQ — Amesuv test - TA98, TA100

1Q + RES S. typhimurium TA98 +S9 S. typhimurium TA100 +S9
davka pocet +SD K % davka Podet +SD K %
(ug/misku) revertant (ug/misku | revertant
0,1+0 830 143 39,5 10+0 1877 73 18,4
0,1+0,3 702 150 | 334 -15 10+0,3 1584 244 15,5 -18
0,1 +3 508 ¢ 87 24,2 -39 10+3 1400 * 264 13,7 -25
0,1 +30 219 < 16 10,4 -74 10 + 30 592 ¢ 126 5,8 -69
0,1 +300 30 ¢ 7 1,4 -96 10 +300 129 o 11 1,3 -93
0,01 +0 174 44 8,3 1+0 1100 157 10,8
0,01 +0,3 181 47 8,6 +4 1+0,3 734 ¢ 170 7,2 -33
0,01 +3 115 =* 24 5,5 -34 1+3 401 o 67 3,9 -64
0,01 +30 57 ¢ 15 2,7 -67 1+30 174 ¢ 11 1,7 -84
0,01 + 300 26 ¢ 6 1,2 -85 1+300 106 ¢ 8 1,0 -90
0,001 +0 67 31 3,2 0,1+0 278 51 2,7
0,001 +0,3 65 32 3,1 -3 0,1 +0,3 176 ¢ 51 1,7 -37
0,001 +3 44 * 8 2,1 -34 0,1 +3 150 39 1,4 -46
0,001 + 30 36 * 7 1,7 -46 0,1 +30 108 15 1,0 -61
0,001 + 300 25 * 6 1,2 -63 0,1 +300 104 14 1,0 -63
Kontrola 21 3 102 15
(DMSO)
0+0,3 27 4 1,3 0+0,3 112 17 1,1
0+3 24 5 1,1 0+3 110 7 1,1
0+30 24 2 1,1 0+30 110 12 1,1
0+ 300 23 4 1,1 0+300 115 14 1,1
SD : smérodatnd odchylka
I*( : pomér poctu revertant testovaného vzorku a poctu revertant v negativni kontrole

. statisticky vyznamny rozdil v poctu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poc¢tem
revertant samotného mutagenu (p<0,05)

¢ : statisticky vyznamny rozdil v poctu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poétem
revertant samotného mutagenu (p<0,01)

Antimutagenni efekt testované latky (vyjadieno % ):
pocet revertant mutagenu — pocet revertant (mutagenu+antimutagenu) / pocet revertant mutagenu x 100

se znaménkem - = sniZeni poCtu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poctem revertant samotného mutagenu
se znaménkem + = zvySeni poctu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poc¢tem revertant samotného mutagenu
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Tab. 6: Efekt resveratrolu na mutagenitu AFB; - Amesuv test, kmeny TA98, TA100

AFB;+ RES S. typhimurium TA98 4S9 S. typhimurium TA100 +S9
davka polet revertant | +SD K % polet revertant | +SD K %
(ng/misku)
10+0 1407 144 38,0 1540 236 13,3
10+ 0,3 1460 103 39,5 +4 1550 273 13,4 +1
10+3 1561 49 42,2 +11 1835 205 15,8 +19
10+ 30 1195 = 71 32,3 -15 1850 318 15,9 +20
10 + 300 177 o 26 4,8 -87 586 o 33 5,1 -62
1+0 896 242 24,2 1490 417 12,8
1+0,3 902 152 24,4 +1 1084 371 9,3 =27
1+3 757 88 20,5 -16 869 =* 341 7,5 -42
1+30 324 o 21 8,8 -64 626 o 241 5,4 -58
1+300 67 ¢ 9 1,8 -93 205 ¢ 33 1,8 -86
0,1+0 252 130 6,8 504 124 4,3
0,1 +0,3 275 103 7,4 +9 511 175 4,4 +1
0,1+3 217 56 5,9 -14 397 92 3,4 -21
0,1+30 87 * 13 24 | -65 225 o 17 1,9 .55
0,1 +300 36 ¢ 5 1,0 -86 145 o 6 1,3 71
Kontrola (DMSO) 37 7 116 19
0403 36 2 1,0 139 4 1,2
0+3 33 2 0,9 139 8 1,2
0+30 31 5 0,8 139 7 1,2
0+ 300 29 5 0,8 142 15 1,2

SD : smérodatna odchylka
K : pomér poctu revertant testovaného vzorku a poctu revertant v negativni kontrole

* . statisticky vyznamny rozdil v poctu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poctem

revertant samotného mutagenu (p<0,05)

¢ : statisticky vyznamny rozdil v poctu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poctem

revertant samotného mutagenu (p<0,01)

Antimutagenni efekt testované latky (vyjadieno % ):

pocet revertant mutagenu — pocet revertant (mutagenu+antimutagenu) / pocet revertant mutagenu x 100

se znaménkem -

= sniZeni poctu revertant testovaného vzorku ve srovnani s potem revertant samotného mutagenu
se znaménkem + = zvySeni poctu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poctem revertant samotného mutagenu
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Tab. 7: Efekt resveratrolu na mutagenitu MNU — Amesitv test, kmen TA100

MNU + RES S. typhimurium TA100
davka (pg/misku) pocet revertant xsSb K %
1000 + 0 2675 187 18,3
1000 + 0,3 2577 237 17,7 -4
1000 + 3 2591 208 17,7 -3
1000 + 30 2590 140 17,7 -3
1000 + 300 2496 179 17,1 -7
100+ 0 2356 65 16,1
100 + 0,3 2098 305 14,4 -11
100 + 3 2103 172 14,4 -11
100 + 30 2185 131 15,0 -7
100 + 300 2160 183 14,8 -8
10+ 0 452 191 3.1
10+0,3 439 74 3,0 -3
10+3 429 83 2,9 -5
10 + 30 408 109 2,8 -10
10 +300 357 64 2,5 21
Kontrola (DMSO) 146 35
0+0,3 151 32 1,0
0+3 142 31 1,0
0+30 144 29 1,0
0+300 151 31 1,0

SD : smérodatna odchylka
K : pomér poctu revertant testovaného vzorku a poctu revertant v negativni kontrole
Antimutagenni efekt testované latky (vyjadfeno % ):

pocet revertant mutagenu — pocet revertant (mutagenu+antimutagenu) / po€et revertant mutagenu x 100

se znaménkem - = sniZeni poctu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poctem revertant samotné¢ho mutagenu
se znaménkem + = zvySeni poctu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poctem revertant samotného mutagenu
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5. 2. 2. Mikronukleus test

Peroralni aplikace AFB; v davce 1x1 mg/kg statisticky vyznamné zvysila
pocty mikrojader v polychromatofilnich erytrocytech ve srovnani s poctem
mikrojader u kontrolnich skupin, kterym byl podan DMSO nebo RES (z 0,6 resp.
0,8 na 3,8). Aplikace mutagenu IQ v davce 1x20 mg/kg zvysila pocet mikrojader
na 4 a MNU jako nejucinnéjsi mutagen v davce 1x50 mg/kg zvysil pocet
mikrojader na 42,4 na 1000 hodnocenych polychromatofilnich erytrocytt.

Pii peroralni aplikaci kombinace RES 3x 5 mg/kg a AFB; vuvedené se
zjisténé pocty mikrojader v polychromatofilnich erytrocytech statisticky vyznamné
odlisovaly (2,8) od skupiny laboratornich mysi, kterym byl aplikovan pouze AFB;.
Pii pouziti 1Q jako mutagenu snizoval RES v davkach 3x5 mg/kg v kombinaci
s mutagenem IQ v davce 1x20 mg/kg statisticky vyznamné jeho klastogenni uc¢inky
- pocty mikrojader byly signifikantné snizeny oproti poctu mikrojader skupiny,
ovlivnéné samotnym IQ (snizeni z 4 na 2,5). Rovnéz po ovlivnéni mysi kombinaci
RES v davce 3x5 mg/kg s MNU 1x50 mg/kg doslo k vyraznému snizeni poctu
mikrojader oproti po¢tu mikrojader, vyvolanému podanim MNU ( snizeni z 42,4 na

31,8) (Tab. 8).

Tab. 8: Pocty mikrojader v polychromatofilnich erytrocytech kostni dien¢ mysi,
ovlivnénych kombinacemi resveratrolu se sledovanymi mutageny.

Sledovana latka Pocéty mikrojader + SD

Kontrola 7% DMSO 0,6 + 0,4
Resveratrol 0,8+ 0,7
AFB, 3,8%*+ 1,1

AFB; + resveratrol 2,8%*+ 0,9
1Q 4* + 1,6

IQ + resveratrol 2,5%*%+ 1,6

MNU 42,4% + 5,7

MNU + resveratrol 31.8%*+ 9,3

X* : statisticky vyznamné vyssi pocet mikrojader oproti negativni kontrole
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5.2.3. Comet assay

Antimutagenni G¢inek RES byl testovan i pomoci metody comet assay za
pouziti stejné davky RES (3x5mg/kg) a mutagend IQ (1x20mg/kg) a MNU
(1x50mg/kg) jako v mikronukleus testu.

AFB; nebyl vtéto Casti pokusu testovan, protoze v predbéznych pokusech
vyvolaval v jaterni tkdni pokusnych zvifat pouze nesignifikantni zvySeni poctu

zlomt DNA a také z divodu kapacitnich.

Pocitatova analyza obrazu LUCIA-G hodnoti vétsi mnozstvi parametrt,
které vyjadiuji miru poskozeni DNA. Parametrem s dobrou vypovédni hodnotou je
procentudlni vyjadieni DNA obsazené v ,.chvostu komety*, protoze ptedstavuje
relativni hodnotu, kterd umoziuje vzajemné srovnani vysledkt ziskanych z bunck
rizné¢ho typu. % DNA v chvostu komety je parametr linearné zavisly na poctu
zlomii pritomnych v DNA. Proto jsou vysledky experimentd uvadény v %DNA
mimo jadro bunky.

Jiz u kontrolni skupiny pokusnych zvifat, které byl podavan pouze
antimutagen, podani RES statisticky vyznamné¢ snizovalo % DNA uvolnéné mimo
jadra bun¢k. V kontrolni skuping, ktera nebyla ovlivnéna podanim mutagenu nebo
antimutagenu dosahovalo mnoZstvi DNA mimo jadra bunék 3,86% v jaterni tkani
a 5,91% v bunikéach kostni dfené. Pfi podani RES bylo toto mnoZzstvi 1,17% v jatrech
a 1,53 % v kostni dfeni. Po podani mutagenu IQ doséhlo mnozstvi DNA mimo jadra
19,67% v bunkach jater a 12,45% v kostni dieni a ve skupiné pokusnych zvirat
ovlivnéné soucasné¢ podanim RES bylo vjatrech dosazeno 3,77% v jaternich
buiikach, coz je mnoZstvi srovnatelné s kontrolou ( 3,86%) a 2,10% v kostni dfeni,
tedy mén¢ nez u kontroly (5,91%). Po podani piimo plisobiciho mutagenu MNU byl
nariist poskozeni DNA vyrazné vys$$i, nez u nepifimych mutagent tj. 25,38%
v jaternich bunkach a 20,9% v bunkach kostni dfené. Po podani RES byl efekt
v jaternich buinkach minimalni (24,43%), zatimco v bunikach kostni diené bylo

snizeni vyrazné (9,42%) (Tab. 9).

Vysledky testovani RES jsou uvedeny v publikaci ¢.1.

31



Tab. 9: Efekt RES na mutagenitu 1Q a MNU- comet assay

Kontrola RES 1Q RES +1Q MNU RES + MNU
M|SD|M|SD| p | M |sD| p [M|SD| p | p | M |SD| p | M |SD| p D
**k* * ** * #
Jatra |3.860.88(1.17|1,24|0.008 | 19.67 |8,95|0.008|3.77|1,22 | 1.00 |0.008 | 25.38 |8.70 | 0.008 | 24.43| 5.76 | 0.008 | 0.69
B *** * # *%* * **
Iii(;itf‘l“ 5.91(2,00(1.55/0,20|0.008 | 12.45 | 2,46 |0.008 | 2.10 | 1,05 | 0.008 | 0.008 | 20.90 | 3.60| 0.008 | 9.42 | 5.83 | 0.22 | 0.008

SE- standardni chyba
M - primérné procento DNA mimo jadro

*

*%*

*kk

- statisticky vyznamné zvyseni % DNA mimo jadro mezi kontrolou a skupinou s mutagenem
- statisticky vyznamné snizeni % DNA mimo jadro mezi skupinou s mutagenem a kombinaci mutagenu a RES
- statisticky vyznamné snizeni % DNA mimo jadro mezi kontrolou a skupinou s RES

# - statisticky vyznamny rozdil v. % DNA mimo jadro mezi kontrolou a skupinou s kombinaci mutagenu a RES
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5.3. Testovani atimutagennich ucinku dialylsulfidu (DAS)

5. 3. 1. Amesiiv test

DAS vykazoval statisticky vyznamnou antimutagenni aktivitu vic¢i neptimému
mutagenu 1Q v davce 300pg/misku na kmeni TA98, kde tato davka snizovala
mutagenni aktivitu davky IQ 0,1pg/misku o 61%, davky IQ 0,01ug/misku o 68% a
davky 1Q 0,001 pg/misku o 47%. Nizsi koncentrace DAS (30 pg/misku) snizovala
mutagenitu uvedenych davek IQ o 31, 27 a 24%, koncentrace DAS 3 pg/misku
vykazovala pouze statisticky nevyznamné snizeni mutagenity IQ na tomto kmeni.
Nejnizs$i davka DAS (0,3pg/misku) vykazovala rovnéz statisticky nevyznamnou
zménu mutagenity 1Q. Jesté slabsi efekt DAS viici mutagenité 1Q byl pozorovan na
kmeni TA100. Zde nejvyssi davka DAS 300pg/misku snizovala mutagenitu davek
IQ 10, 1,0 a 0,1 pg/misku o 21, 30 a 26%, davka DAS 30ug/misku byla G¢inna
slab¢ antimutagenni vic¢i dvéma vysSim davkam IQ, dokonce slabé zvysSovala
mutagenitu 1Q 0,1pug/misku. Statisticky vyznamny efekt byl pozorovan na kmeni
TA100 pouze v kombinaci IQ 1pg/misku a DAS 30 a 300pg /misku (Tab. 10).

Jest¢ méné vyrazny antimutagenni efekt DAS byl pozorovan vici
dal§imu nepfimému mutagenu AFB;. Na kmeni TA98 nejvyssi koncentrace AFB;
(10 pg/misku) byla redukovana statisticky vyznamné pouze v kombinaci s nejvyssi
davkou DAS (300pg/misku) o 35%. Nizsi davka AFB; 1pg/misku byla redukovéna
statisticky vyznamné koncentracemi DAS 300 a 30pg/misku o 39 a 15% a nejnizsi
davka AFB; 0,1pg/misku o 42 a 32%, niz§i davky DAS (3 a 0,3ug) nejevily
antimutagenni aktivitu. Na kmeni TA100 pii stejnych pouzitych koncentracich
mutagenu nejevily antimutagenni aktivitu vic¢i nejvyssi koncentraci AFB; vSechny
pouzité koncentrace DAS. Proti dvéma niz§im koncentracim tohoto mutagenu byl
efekt slaby, nejvyssi byl v kombinaci AFB; 0,1pg/misku a DAS 300pg/misku, kde
byla mutagenita snizena o 26%. AvSak 1 toto snizeni vSak bylo statisticky
nevyznamné (Tab.11).

Nevyrazny antimutagenni efekt ti nizSich davek DAS (30, 3 a 0,3 pg/misku)
byl pozorovan vici pfimému mutagenu MNU, pouzitému v davkach 1000, 100 a 10
ug/misku. Pouze davka DAS 300ug/misku vykazovala statisticky vyznamné snizeni
mutagenity v kombinaci s nejvy$§i davkou MNU o 21%, v kombinaci s MNU
100pg/misku o 27% a v kombinaci s nejnizsi ddvkou MNU o 41% (Tab. 12).
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Tab. 10: Efekt DAS na mutagenitu IQ — Amestv test, kmeny TA98, TA100

1Q+ DAS S. typhimurium TA98 +S9 S. typhimurium TA100 +S9
davka
(ng/misku) Pocet +SD K % davka pocet +SD K %
revertant (ng/misku | revertant
0,1+0 1212 167 40,4 10+ 0 1515 320 13,7
0,1+0,3 1179 261 39,3 -3 10+0,3 1437 467 13,0 -5
0,1+3 1076 213 359 | -11 10+3 1434 397 12,9 -5
0,1 +30 840 ¢ 169 28,0 | -31 10+ 30 1295 341 11,7 -15
0,1+300 467 ¢ 272 15,7 | -61 10 + 300 1204 181 10,9 -21
0,01 +0 300 57 10,0 1+0 871 96 7,9
0,01 +0,3 245 158 8,2 -18 1+0,3 794 84 7,2 -9
0,01 +3 247 92 8,2 -18 1+3 681 245 6,1 =22
0,01 +30 220 * 54 7,3 -27 1+30 667 * 173 6,0 -23
0,01 + 300 97 ¢ 45 3,2 -68 1 +300 607 ¢ 84 5,5 -30
0,001 +0 93 27 3,1 0,1+0 301 71 2,7
0,001 +0,3 95 20 3,2 +2 0,1+0,3 336 84 3,0 +12
0,001 +3 87 35 2,9 -6 0,1+3 283 40 2,6 -6
0,001 + 30 71 13 2,4 -24 0,1+30 271 72 2,4 -10
0,001 + 300 49 ¢ 12 1,6 -47 0,1 +300 222 75 2,0 -26
Kontrola 30 8 Kontrola 111 15
(DMSO) (DMSO)
0+0,3 29 7 1,0 0+0,3 148 25 1,3
0+3 31 14 1,0 0+3 178 82 1,6
0+30 29 14 1,0 0+30 169 79 1,5
0+ 300 31 13 1,0 0+300 127 53 1,1

SD : smérodatnd odchylka
K : pomér poctu revertant testovaného vzorku a poctu revertant v negativni kontrole

*

revertant samotného mutagenu (p<0,05)

. statisticky vyznamny rozdil v poctu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poc¢tem

¢ : statisticky vyznamny rozdil v poctu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poétem
revertant samotného mutagenu (p<0,01)

Antimutagenni efekt testované latky (vyjadieno % ):

pocet revertant mutagenu — pocet revertant (mutagenu+antimutagenu) / pocet revertant mutagenu x 100

se znaménkem - = sniZeni poCtu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poctem revertant samotného mutagenu
se znaménkem + = zvySeni poCtu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poctem revertant samotného mutagenu
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Tab. 11: Efekt DAS na mutagenitu AFB; - Amesuv test, kmeny TA98, TA100

AFB] + DAS S. typhimurium TA98 +S9 S. typhimurium TA100 +S9
davka (ug/misku) pocet +SD K % pocet +SD K %
revertant revertant =
10+0 1260 77 34,1 1351 211 12,3
10+0,3 1277 78 34,5 +1 1340 225 12,2 -1
10+3 1298 81 35,1 +3 1333 226 12,1 -1
10 + 30 1272 104 34,4 +1 1375 229 12,5 +2
10 + 300 824 * 275 22,3 -35 1371 78 12,5 +2
1+0 606 75 16,4 1095 228 10,0
1+0,3 556 39 15,0 -8 1056 310 9.6 -4
1+3 528 110 14,3 -13 1006 309 9,2 -8
1+30 518 * 41 14,0 -15 1037 315 9,4 -5
1+ 300 367 ¢ 136 9,9 -39 919 246 8,4 -16
0,1+0 145 39 3,9 473 181 4,3
0,1+0,3 154 32 4,2 +6 421 236 3,8 -11
0,1+3 132 21 3,6 -9 425 214 3,9 -10
0,1+30 99 x 10 2,7 -32 404 177 3,7 -15
0,1 +300 84 * 39 2,3 -42 351 115 3,2 -26
Kontrola (DMSO) 37 6 110 12
0+0,3 34 3 0,9 118 7 1,1
0+3 40 1 1,1 127 10 1,2
0+30 35 5 0,9 127 24 1,2
0+300 36 4 1,0 114 12 1,0

SD : smérodatnd odchylka
K : pomér poctu revertant testovaného vzorku a poctu revertant v negativni kontrole

¢ : statisticky vyznamny rozdil v poctu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poétem
revertant samotného mutagenu (p<0,01)

Antimutagenni efekt testované latky (vyjadieno % ):

. statisticky vyznamny rozdil v poctu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poc¢tem
revertant samotného mutagenu (p<0,05)

pocet revertant mutagenu — pocet revertant (mutagenu+antimutagenu) / pocet revertant mutagenu x 100

se znaménkem -

= snizeni poctu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poctem revertant samotného mutagenu

se znaménkem + = zvySeni poctu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poctem revertant samotného mutagenu
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Tab. 12: Efekt DAS na mutagenitu MNU — Amestv test, kmen TA100

MNU + DAS S. typhimurium TA100
davka (ug/misku) | pocet revertant | +SD K %
1000 + 0 2749 211 18,8
1000 + 0,3 2722 229 18,6 -1
1000 + 3 2670 224 18,3 -3
1000 + 30 2669 255 18,3 -3
1000 + 300 2164 ¢ 362 14,8 -21
100 + 0 2361 277 16,1
100 + 0,3 2242 232 15,4 -5
100 + 3 2234 202 15,3 -5
100 + 30 2242 290 15,4 -5
100 + 300 1717 ¢ 244 11,8 -27
10+0 451 51 3,1
10+0,3 469 82 3,2 +4
10+3 444 78 3,0 -2
10 + 30 392 40 2,7 -13
10 + 300 267 ¢ 49 1,8 -41
Kontrola (DMSO) 146 35
0+0,3 167 42 1,1
0+3 178 42 1,2
0+30 176 46 1,2
0+300 173 43 1,2

SD : smérodatnd odchylka
K : pomér poctu revertant testovaného vzorku a poctu revertant v negativni kontrole

* 1 statisticky vyznamny rozdil v poctu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poctem

revertant samotného mutagenu (p<0,05)
¢ : statisticky vyznamny rozdil v poctu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poétem

revertant samotného mutagenu (p<0,01)
Antimutagenni efekt testované latky (vyjadieno % ):

pocet revertant mutagenu — pocet revertant (mutagenu+antimutagenu) / pocet revertant mutagenu x 100

se znaménkem - = sniZeni poCtu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poctem revertant samotného mutagenu
se znaménkem + = zvySeni poctu revertant testované¢ho vzorku ve srovnani s poc¢tem revertant samotného mutagenu
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5.3. 2. Mikronukleus test

Pocet mikrojader se u zvifat ovlivnénych samotnym DAS se statisticky
vyznamné neliSil od kontrolni skupiny. Pfi peroralni aplikaci kombinace DAS v
davce 3x100 mg/kg a AFB; Ixl mg/kg se zjistetné poclty mikrojader v
polychromatofilnich erytrocytech (3) statisticky vyznamné odliSovaly od skupiny
laboratornich mysi, kterym byl aplikovan pouze AFB; (9,1). Pii pouziti 1Q jako
mutagenu snizoval DAS v davce 3x100 mg/kg v kombinaci s mutagenem 1Q 1x20
mg/kg statisticky vyznamné jeho klastogenni ucinky - pocty mikrojader byly
signifikantné sniZeny (3,4) oproti poc¢tu mikrojader skupiny, ovlivnéné samotnym
IQ (6,5). Rovnéz po ovlivnéni mysi kombinaci DAS v davce 3x100 mg/kg s MNU
1x50 mg/kg doslo k vyraznému snizeni poctu mikrojader oproti poctu mikrojader,

vyvolanému poddnim pouze MNU (z 32,2 na 15,4) (Tab. 13).

Tab. 13: Pocty mikrojader v polychromatofilnich erytrocytech kostni dfen¢ mysi,
ovlivnénych kombinacemi dialylsulfidu se sledovanymi mutageny.

Sledovana latka Pocéty mikrojader + SD

Kontrola 7% DMSO 1.8+ 1,1
Dialylsulfid 2,6+ 0,8
AFB; 9,1* + 1,8

AFB; + Dialylsulfid 3,0%* + 0,9
1Q 6,5% + 1,6

1Q + Dialylsulfid 3,4%*% + 1,9
MNU 32,2% + 44

MNU + Dialylsulfid 15,4** + 3,4

X* : statisticky vyznamné vyssi pocCet mikrojader oproti negativni kontrole

v
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5 .4. Testovani atimutagennich ucinki fenetyl isothiokyandtu (PEITC)

5. 4. 1. Amesiiv test

PEITC v davce 30ug/misku velmi siln¢ snizoval mutagenni ucinky vSech
pouzitych koncentraci nepiimych mutageni (IQ a AFB;), ale i pfimého mutagenu
(MNU). Vyssi davka PEITC (300ug/misku) byla v kombinacich s riznymi davkami
tii mutagenli toxickd, rovnéZ samotny PEITC ve stejné koncentraci vykazoval
toxicitu vici testovacim bakteridlnim kmenim. Davky samotného PEITC 30, 3 a 0,3
ug /misku nevykazovaly mutagenni aktivitu na Zzadném z pouzitych kmenti bakterii.

V kombinaci s 1Q vykazovaly vSechny tfi koncentrace PEITC statisticky
vyznamnou antimutagenni aktivitu na kmenech TA98 i TA100, s vyjimkou
kombinace 1Q 10pg/misku a PEITC 0,3pg/misku na kmeni TA100. Davka PEITC
30pug/misku snizovala mutagenitu riznych davek 1Q (0,1, 0,01 a 0,001 pg/misku) o
99, 93 a 74% na kmeni TA98, mutagenitu davek 10, 1 a 0,1 pg/misku o 94, 87 a 60%
na kmeni TA100. Toto snizeni dosdhlo az na kontrolni hodnoty revertant,
v kombinaci s 1Q 0,1pug/misku na kmeni TA98 dokonce siln¢ pod tyto kontrolni
hodnoty. Nizsi davka PEITC 3ug/misku snizovala efekt stejnych koncentraci 1Q o
78, 76 a 67 % na kmeni TA98 a o 59, 65 a 47 % na kmeni TA100. nejnizsi
koncentrace PEITC 0,3 pg/misku sniZzovala mutagenitu o 29, 29 a 40% v testech na
kmeni TA98 ao 11,33 a25% na TA100 (Tab. 14).

Rovnéz mutagenita AFB, (koncentrace 10, 1 a 0,1 pg/misku pro oba kmeny)
byla snizena statisticky vyznamné davkou 30 pg/misku PEITC o 94, 91 a 86 % na
kmeni TA98, o 88, 89 a 82% na kmeni TA100. Koncentrace 3 pg/misku PEITC
snizovala efekt tfi koncentraci AFB; o 31, 65 a 37 % na kmeni TA98 a o 30, 56 a
49% na TA100, sniZeni bylo opét statisticky vyznamné. Nejniz$i koncentrace PEITC
0,3pg/misku neovlivnila nejvyssi koncentraci mutagenu AFB; (10pg/misku) na obou
kmenech, dal$i dvé koncentrace mutagenu byly touto davkou PEITC ovlivnény
v rozmezi 15-37% inhibice mutagenity samotného AFB,, toto sniZeni bylo vétSinou
statisticky vyznamné. Kombinace 30pg/misku PEITC a 0,1pg/misku AFB; snizovala
pocty revertant pod kontrolni hodnoty na obou kmenech (Tab. 15).

PEITC v koncentraci 30 pg/misku snizoval velmi siln€ i mutagenitu pfimého
mutagenu MNU v koncentracich 1000, 100 a 10 pg/misku, a to o 80, 90 a 78 % na
kmeni TA100. Nizsi davky PEITC byly ale malo u¢inné. Pouze v kombinaci se

dvéma niz§imi koncentracemi mutagenu sniZovaly statisticky nevyznamné
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MNU v davkavh 1000 a 100 pg/misku viibec Zadny efekt (Tab. 16).

Tab. 14: Efekt PEITC na mutagenitu IQ — Amestv test, kmeny TA98, TA100

IQ+PEITC | o typhimurium TA98 +59 S. typhimurium TA100 +S9
davka (ug/misku)
pocet +SD| K | % | davka pg/misku Pocet $D| K Y%
revertant revertant
0,1+0 1080 44 | 43,2 10+0 1710 216 | 184
0,1+0,3 764 ¢ 85 | 30,6 | -29 10+0,3 1517 128 | 16,3 -11
0,1+3 238 ¢ 38| 9,5 | -78 10+3 706 ¢ 148 | 17,6 -59
0,1+30 13 ¢ 4 0,5 | -99 10+ 30 98 ¢ 35 1,1 -94
0,1 +300 0 - - 10 + 300 0 - -
0,01 +0 310 35 | 12,4 1+0 648 103 | 17,0
0,01 +0,3 220 ¢ 51 | 88 | -29 1+0,3 432 ¢ 27 4,7 -33
0,01 +3 75 ¢ 10 | 3,0 | -76 1+3 225 ¢ 77 2,4 -65
0,01 + 30 23 ¢ 19 | 0,9 | -93 1+30 87 ¢ 27 0,9 -87
0,01 + 300 0 - - 1+300 0 - -
0,001 +0 97 9 3,9 0,1+0 206 24 2,2
0,001 +0,3 58 ¢ 9 2,3 | -40 0,1+0,3 154 ¢ 7 1,7 -25
0,001 +3 32 ¢ 5 1,3 | -67 0,1+3 110 ¢ 25 1,2 -47
0,001 + 30 25 ¢ 12 | 1,0 | -74 0,1 +30 82 ¢ 15 0,9 -60
0,001 +300 0 - - 0,1 +300 0 - -
Kontrola (DMSO) 25 5 Kontrola 93 19
(DMSO)
0+03 28 4 1,1 0+0,3 91 9 1,0
0+3 29 4 1,2 0+3 85 8 0,9
0+30 20 7 0,8 0+30 83 3 0,9
0+300 0 - 0+300 0 -

SD : smérodatna odchylka

K : pomér poctu revertant testovaného vzorku a poctu revertant v negativni kontrole

. statisticky vyznamny rozdil v poctu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poctem
revertant samotného mutagenu (p<0,05)

¢ : statisticky vyznamny rozdil v poctu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poctem
revertant samotného mutagenu (p<0,01)

Antimutagenni efekt testované latky (vyjadieno % ):
pocet revertant mutagenu — pocet revertant (mutagenu+antimutagenu) / pocet revertant mutagenu x 100

se znaménkem - = snizeni poc¢tu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poétem revertant samotného mutagenu
se znaménkem + = zvySeni poctu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poctem revertant samotného mutagenu
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Tab. 15: Efekt PEITC na mutagenitu AFB; - Amesiv test, kmeny TA98, TA100

AFB; + PEITC S. typhimurium TA98 4S9 S. typhimurium TA100 +S9
davka (ug/misku)
pocet +SD K % pocet K %
revertant revertant 5D
10+0 908 209 39,5 1377 63 12,5
10+0,3 941 238 40,9 +4 1353 57 12,3 -2
10+3 624 * 50 27,1 -31 965 ¢ 64 8,8 -30
10+ 30 52 ¢ 34 2,3 -94 161 ¢ 82 1,5 -88
10 + 300 0 - - 0 - -
1+0 440 106 19,1 852 80 7,8
1+0,3 309 * 52 13,4 -30 536 ¢ 93 4,9 -37
1+3 154 o 48 6,7 -65 372 ¢ 34 34 -56
1+30 39 ¢ 23 1,7 -91 9% ¢ 29 0,9 -89
1+300 0 - - 0 - -
0,1+0 120 12 5,2 391 32 3,6
0,1+0,3 102 15 4,4 -15 259 ¢ 57 2,4 -34
0,1+3 76 ¢ 17 3,3 -37 199 ¢ 25 1,8 -49
0,1 +30 17 ¢ 8 0,7 -86 69 ¢ 21 0,6 -82
0,1 +300 0 - - 0 - -
Kontrola (DMSO) 23 3 110 14
0+0,3 26 5 1,1 102 8 0,9
0+3 30 3 1,3 103 12 0,9
0+30 21 5 0,9 79 19 0,7
0+300 0 - 0 -

SD : smérodatna odchylka

K : pomér poctu revertant testovaného vzorku a poctu revertant v negativni kontrole
. statisticky vyznamny rozdil v poctu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poctem
revertant samotného mutagenu (p<0,05)

*

¢ : statisticky vyznamny rozdil v poctu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poc¢tem

revertant samotného mutagenu (p<0,01)

Antimutagenni efekt testované latky (vyjadieno % ):

pocet revertant mutagenu — pocet revertant (mutagenu+antimutagenu) / pocet revertant mutagenu x 100

se znaménkem -

= snizeni poctu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poctem revertant samotného mutagenu

se znaménkem + = zvySeni poctu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poctem revertant samotného mutagenu
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Tab. 16: Efekt PEITC na mutagenitu MNU — Amestv test, kmen TA100

MNU + PEITC S. typhimurium TA100
davka (ug/misku) pocet revertant | +SD K %
1000 + 0 1324 370 16,0
1000 + 0,3 1326 349 16,0 0
1000 + 3 1312 299 15,8 -1
1000 + 30 267 ¢ 168 3,2 -80
1000 + 300 0 - -
100 + 0 1594 557 19,2
100 + 0,3 1587 459 19,1 0
100 + 3 1441 486 17,4 -10
100 + 30 159 o 145 1,9 -90
100 + 300 0 - -
10+0 300 43 3,6
10+0,3 279 53 3,4 -7
10+3 237 52 2,9 -21
10 +30 65 ¢ 12 0,8 -78
10 + 300 0 - -
Kontrola (DMSO) 83 11
0+0,3 86 5 1,0
0+3 94 3 1,1
0+30 60 16 0,7
0+ 300 0 -

SD : smérodatna odchylka

K : pomér poctu revertant testovaného vzorku a poctu revertant v negativni kontrole

* . statisticky vyznamny rozdil v poctu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poctem
revertant samotného mutagenu (p<0,05)

¢ : statisticky vyznamny rozdil v poctu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poctem
revertant samotného mutagenu (p<0,01)

Antimutagenni efekt testované latky (vyjadieno % ):
pocet revertant mutagenu — pocet revertant (mutagenu+antimutagenu) / pocet revertant mutagenu x 100

se znaménkem - = snizeni poc¢tu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poétem revertant samotného mutagenu
se znaménkem + = zvySeni poctu revertant testovaného vzorku ve srovnani s poctem revertant samotného mutagenu
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5.4.2 Mikronukleus test

PEITC podavany samostatn¢ vdavce 3x50 mg/kg nevykazoval v
mikronukleus testu klastogenni Uc¢inky (2,3 mikrojader po podani PEITC a u
kontroly 1,8, rozdil nebyl statisticky vyznamny).

Pti peroralni aplikaci kombinace PEITC v davece 3x50 mg/kg a AFB ;| 1x1 mg/kg
se zjisténé pocty mikrojader v polychromatofilnich erytrocytech (4,2) statisticky
vyznamné odliSovaly od skupiny laboratornich mysi, kterym byl aplikovan pouze
AFB; (9,1). K podobnému efektu doslo ipfi pouziti IQ jako mutagenu. PEITC
v kombinaci s mutagenem 1Q (3x50 mg/kg + 1x20 mg/kg) statisticky vyznamné
snizoval jeho klastogenni ucinky (snizeni po¢tu mikrojader z 6,5 na 3). Rovnéz po
ovlivnéni mysi kombinaci PEITC 3x50mg/kg s MNU 1x50mg/kg doslo k statisticky
vyznamnému sniZzeni poctu mikrojader oproti jejich poctu, vyvolanému podénim

samotné MNU (Tab. 17).

Tab. 17: Poéty mikrojader v polychromatofilnich erytrocytech kostni diené mysi,
ovlivnénych kombinacemi fenetyl isothiokyanatu se sledovanymi mutageny.

Sledovana latka

Pocéty mikrojader + SD

Kontrola 7% DMSO 1,8+ 1,1
Fenethyl isothiokyanat 23+ 1,9
AFB,; 9,1* + 1,8
AFB; + PEITC 4,2%*% + 1,6
1Q 6,5* + 1,6
IQ + PEITC 3**+ 1,5
MNU 32,2*+ 4.4
MNU + PEITC 19,8%* + 2,3

X* : statisticky vyznamné vyssi pocet mikrojader oproti negativni kontrole

v
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6. Diskuze

Testované chemoprotektivni latky (tj. kyselina elagova, resveratrol, dialylsulfid
a fenetyl isothiokyanat) nevykazovaly v pouzitych koncentracich mutagenitu v zadném
z provadénych testi. V Amesové testu byl pozorovan vyraznéjsi vliv vSech testovanych
latek na sniZzeni genotoxického efektu neptimych mutagenit AFB; a IQ neZ na mutagenitu
pfimého mutagenu MNU nebo AFB;. V mikronukleus testu byly ovéfeny davky
mutagend, indukujicich u mysi signifikantni zvySeni poctu mikrojader oproti kontrole
(AFB; 1 mg/kg, 1Q 20 mg/kg a MNU 50 mg/kg). Tyto davky byly dale pouzity ke
stanoveni antimutagenni aktivity sledovanych latek (Barta ez al., 1990). V testech in vivo
byl prokazan signifikantni antimutagenni (antiklastogenni) ucinek kyseliny elagové,
resveratrolu, dialylsulfidu a fenetyl isothiokyanatu aplikovanych ve tfech opakovanych
davkach pted jednorazovou aplikaci mutagenu. Plsobeni resveratrolu bylo také
sledovano metodou comet assay v kombinaci s nepfimym mutagenem IQ, kdy byl
prokazan pozitivni efekt na snizeni mnozstvi zlomi DNA v bunkdch jater a kostni dfen¢ a
v kombinaci s pfimym mutagenem MNU, kdy se efekt projevil pouze u kostni dfen¢, ale

u jaternich buné¢k byl uc¢inek minimalni.

Antimutagenni U¢inky Kyseliny elagové vic¢i nepfimym mutagentim byly jiz
v minulosti sledovany. Inhibi¢ni efekt kyseliny elagové na mutagenitu indukovanou
AFB; v Amesov¢ testu popsal ve své studii Loarca-Pina et al, (1998). Snizeni
mutagenniho ucinku IQ pusobenim kyseliny elagové popsal také Ayrton et al. (1992).
Inhibi¢ni efekt kyseliny elagové a resveratrolu vuci ucinkiim mutagenu benzidinu byl

prokazan Amesovym testem na kmeni TA101 (Makena a Chung, 2007).

Vysledky provedenych pokusii potvrzuji, ze v Amesové testu kyselina elagova
v koncentracich 30 a 300 pg/misku prokazateln€ snizovala mutagenni aktivitu neptimych
mutagenti [Q a AFB, v riiznych testovanych koncentracich na obou pouzitych kmenech.
Na kmeni TA100 byla ale ucinné¢jsi koncentrace 30 pg/misku nez 300 pg/misku vici
mutagenité¢ 1Q, vici mutagenit¢ AFB; byla efektivnéjsi tato niz§i koncentrace na obou
kmenech. Na mutagenitu nepfimého mutagenu MNU kyselina elagova plsobila slabé, a to

jen v kombinaci s nejnizsi pouzitou koncentraci MNU.

V pokusech in vivo peroralné aplikovand kyselina elagovd vyrazné snizovala
klastogenni efekt AFB;, IQ i MNU, coz se projevilo signifikantnim sniZenim poctu

mikrojader polychromatofilnich erytrocytech mysi, kterym byly podany mutageny i
43



kyselina elagova oproti skupindm ovlivhénym pouze mutageny. Podobn¢ napt. Kumar et
al. (2007) zaznamenali inhibi¢ni vliv kyseliny elagové na mutagenitu vyvolanou AFB;
v buiikach kostni dfené a plic. Antimutagenni a antikarcinogenni u¢inky kyseliny elagové
jsou pravdépodobné realizovany riznymi mechanizmy, které ovliviiuji mutagenni aktivitu
pfimych a nepfimych mutagent. Loarca-Pina er al. (1998) ptedpokladaji ovlivnéni
mutagenity AFB; G¢inkem kyseliny elagové nékterym z nasledujicich mechanizmi, ale
pravdépodobné 1 jejich kombinaci. Jednak jde o pfimou interakci a tvorbou
intracelularniho komplexu s AFB,, ¢imZ se snizuje jeho biologicka dostupnost, dal§im
mechanizmem je inhibice enzymil odpovédnych za aktivaci AFB; nebo pifima interakce
s DNA, ktera snizuje poCet vazebnych mist pro AFB;-8,9,-epoxid, ktera jsou hlavné na
pozici N7 guaninu. Vliv kyseliny elagové na mutagenitu IQ muze byt vysledkem inhibice
mikrosomdlni N-hydroxylace 1Q a jeho dalSi metabolizace na ultimativni mutagen
enzymy cytosolu. Kyselina elagovd mize také tvofit komplexy s magnesiovymi ionty,
¢imz narusuje proces aktivace mutagenu, nebo piimo reaguje s DNA a tim ji chrani pied
interakci s mutagenem (Ayrton ef al., 1992). Je prokédzéano, ze EA je schopna vychytavat
elektrofilni produkty, které vznikaji pfi hydrolyze MNU a tim sniZovat jeji mutagenni
aktivitu. Mechanizmus inhibice mutagennich u¢inkit MNU muze spocivat ve schopnosti
EA vytvotit specifickou vazbu s DNA a zabranit methylaci 06 pozice guaninu. Je také
pravdépodobné, ze kyselina elagova inhibuje methylaci ovlivnénim konformace DNA
v blizkosti vazebnych mist a snizuje tak moznost alkylace DNA a vzniku mutaci (Dixit a
Gold, 1986, Sudheer ef al. 2007). Ziskané vysledky Amesova testu, ve kterych je efekt
kyseliny elagové vyraznéjsi vici nepiimym mutagenim AFB; a IQ nez vici pfimému
mutagenu MNU, svédc¢i pro vyrazngjsi efekt kyseliny elagové na mechanismus aktivace
promutagenu, ale nelze vyloucit i piisobeni dal§ich mechanismi, které jesté nebyly plné

objasnény.

Antikarcinogenni ucinky nékterych zminénych latek se mohou pii kombinaci
zvySovat. Takovy synergicky ucinek byl experimentalné ovéien u lidskych leukemickych
bun¢k u kyseliny elagové s quercetinem, jejich kombinace aktivovala expresi p53 a p21 a
jinych proaptotickych faktor vyznamnéji, nez by odpovidalo pouhému souctu jejich

ucinkt (Mertens et al., 2005).
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Resveratrol v Amesové testu  vykazoval silngj§i vliv na mutagenitu
neptimych mutagenti nez na mutagenitu MNU. Vici 1Q byl dokonce ucinny v Sirsi Skale
koncentraci, tj. 3, 30 a 300 pg/misku na kmenech TA98 i TA100, na TA100
i vkoncentraci 0,3 pg/misku viici dvéma niz§im koncentracim 1Q. Dvé€ nejvyssi
koncentrace resveratrolu (30 a 300 pg/misku) snizovaly mutagenitu riznych koncentraci
AFB; na obou testovanych kmenech. Inhibice mutagenity obou nepiimych mutagenti
resveratrolem byla pfimo zavisla na jeho davce. Mutagenitu piimého mutagenu MNU
resveratrol neovlivnil. S pouzitim Amesova testu na kmeni TA100 byl prokazan
antimutagenni efekt resveratrolu v davkach 100 a 200 pg/misku vii¢i mutagenu benz-a-

pyrenu (Fu et al., 2004).

V mikronukleus testu byla antimutagenni aktivita resveratrolu aplikovaného ve tiech
opakovanych davkach pfed poddnim mutagenu jasné prokazatelna bez ohledu na to, zda
se jednalo o pifimé nebo nepfimé mutageny. Podobné¢ prokazali Fu et al. (2004)
preventivni ucinky resveratrolu v davkach 30 a 180 mg/kg na tvorbu mikrojader

vyvolanou podanim cyklofosfamidu laboratornim mysim.

Antimutagenni U¢inek RES byl dale testovan pomoci metody comet assay.
Byly pouzity stejné davky resveratrolu a mutageni IQ a MNU jako v mikronukleus testu.
Podani resveratrolu vyznamné snizovalo procento DNA uvolnéné mimo jadra bunék i u
kontrolni skupiny. Pokud jde o snizeni mutagenity nepfimého mutagenu IQ byla G¢innost
RES vyrazna v bunkach jater i kostni diené. Ale protektivni vliv se u pfimého mutagenu
MNU projevil pouze u kostni dfen¢, ale v jaternich butikdch byl G¢inek minimalni.
Podobné Le Bon et al, (1997) ve svych pokusech prokazali, ze dialylsulfid a dialyl
disulfid  siln¢ redukovaly jednovlaknové zlomy DNA  indukované  N-
nitrosodimetylaminem a AFB,; v jaternich butikdch, ale neovliviiovaly indukci téchto

zlomi MNU.

Stejné jako u kyseliny elagové miizeme i u ucinkl resveratrolu predpokladat kombinaci
vice procest. Velmi pravdépodobné je ovlivnéni metabolické aktivace mutagenii cestou
detoxikaénich enzymi, ptipadné i ovlivnéni pfimé- neenzymatické. Resveratrol indukuje
apoptézu zvySenim exprese Bax, Bak, PUMA, Noxa, Bim, p53, TRAIL, TRAIL-R1/DR4
and TRAIL-R2/DR5 a zaroven snizenim exprese Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1. Resveratrol
vyvolava zastaveni bunécného cyklu v G1 fazi a na rozhrani G1/S faze bunécného cyklu

indukci exprese inhibitori CDK p21/WAF1/CIP1 a p27/KIP1. Resveratrol rovnéz
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redukuje zanétlivy proces inhibici produkce prostaglandini a sniZzenim aktivity

cyclooxygenazy 2 a nuklearniho faktoru kappaB (Shankar et al. 2007).

Dialyl sulfid vykazoval v Amesové testu antimutagenni efekt v nejvyssi pouzité
koncentraci 300 pg/misku na mutagenitu IQ u kmene TA98. Na kmeni TA100 vSak
v kombinaci se dvéma koncentracemi 1Q (0,1 a 10 pg/misku) nejevila signifikantni efekt
ani tato koncentrace dialyl sulfidu. Vaci AFB; byl dialylsulfid v této koncentraci
antimutagenni pouze na kmeni TA98, ne na TA100. Nizsi koncentrace 30 pg/misku
byla antimutagenni na kmeni TA98 pouze v kombinaci s n€kterymi koncentracemi

nepiimych mutagend.

V nékterych studiich je popisovéana rozdilna mira ucinku DAS vi¢i mutagenité riznych
latek s prokdazanym mutagennim efektem. Napi. v Amesové testu S9 frakce z jater
potkani ovlivnénych dialyl sulfid a dialyl disulfid silné redukovala mutagenitu N-
nitrosodimetylaminu, ale méné vyrazn€¢ mutagenitu AFB; (Le Bon ef al, 1997).
S pouzitim Amesova testu bylo prokazano vyrazné snizeni mutagennich ucinkti N-
nitrosodimetylaminu a mirné snizeni —mutagennich ucinki AFB; a redukce poctu
jednovlaknovych zlomi DNA (SSB) zptisobenych ucinkem AFB; metodou comet assay,
ale tento efekt nebyl prokazan u mutagennich u¢inkit MNU (Le Bon et al., 1997). DAS
snizoval pocet mikrojader vzniklych u¢inkem benzo(a)pyrenu a cyklofosfamidu (Shukla
et al., 2003). Indukci apoptozy prokazali na buitkach lidského nasofaryngealniho tumoru
Zhang et al. (20006).

V mikronukleus testu byl prokazatelny antiklastogenni efekt po opakovaném podani
dialyl sulfidu v kombinaci s jednorazovym podanim testovanych mutagent. Surh ef al.,
(2003) rovnéz popisuje snizeni cCetnosti mikrojader ucinkem DAS a dalSich zmén
indukovanych mutageny v jadrech stievnich bunck, snizeni tvorby mikrojader
indukovanych benzo[a]pyrenem v mySich retikulocytech a potlaceni indukce koznich
nadort timto mutagenem u mysi

Rozdilny u¢inek DAS na aktivitu riznych mutagenti a karcinogentl je vysvétlovan
jeho odlisnym vlivem na aktivitu CYP izoenzymi — slaba indukce CYP1A, siln4 indukce
CYP2B, inhibice CYP2EI (Siess et al., 1997). Toto ovlivnéni aktivity CYP izoenzymu
mize vést jak k potenciaci, tak ke snizeni mutagenity jednotlivych latek, coz prokazal
v Amesove testu Guyonett et al., (2000). Hlavnim protektivnim mechanismem je ziejmé

stimulace enzym II. faze (Guyonett ef al., 2001), Ve sliznici stfev a v jaterni tkani byly
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sledovany zvysené hladiny GST, NAD(P)H-dependentni quinon reduktizy a UDP-
glukuronosyl transferazy po podani DAS laboratornim potkantim (Reddy ez al., 1993).

V Amesové testu byl antimutagenni vliv fenetyl isothiokyanatu vyrazny. Na
rozdil od nékterych autorti, kteti popisuji dokonce silny genotoxicky vliv fenetyl
isothiokyanatu v pokusech in vitro, jsme takovy u¢inek nezaznamenali. Ale fenetyl
isothiokyanat byl v koncentraci 300pug/misku v Amesové testu toxicky pro indikatorové
bakteridlni kmeny, ale jeho mutagenni Uc¢inek nebyl prokadzan. V koncentracich 3 a
30pg/misku mél vyrazné antimutagenni efekt vici vSiem koncentracim obou nepfimych
mutagentl (IQ a AFB;) na obou testovanych kmenech. Koncentrace 0,3 pg/misku byla
také antimutagenni vici 1Q a vic¢i nékterym koncentracim AFB,. Efekt byl piimo zavisly
na davce antimutagenu. Koncentrace 30 pg/misku cCasto snizovala mutagenitu na Groven,
nebo pod uroven kontrolni hladiny revertant. Silnd antimutagenni aktivita davky fenetyl
isothiokyanatu 30pg/misku byla pozorovéna i vici pifimo piisobicimu mutagenu MNU.
V mikronukleus testu byl fenetyl isothiokyanat také vyrazné antimutagenni a
signifikantné¢ snizoval klastogenni aktivitu AFB;, 1Q 1 MNU. Pii  studiu
chemopreventivnich G¢inkii fenetyl isothiokyanatu u modelu familidrni adenomatosni
polyposy na mysim modelu Apc(Min/+) byla zjisténa zvySend apoptotickd aktivita (
prokazand zména aktivity kaspdz 3 a 7) a inhibice bunééného cyklu inhibici cyklint
(D1, A, E) a aktivaci p21. (Khor et al., 2008). Isothiokyanaty jsou konvertovany na
glutathion konjugaty glutathion S transferazou (GST) a transportovany MRP ( multidrug
resistance proteins). GST polymorfismy a exprese MRP mohou modifikovat jejich
ucinky. Isothiokyanaty inaktivuji izoformy cytochromu P450. Isothiokyanaty indukuji
apoptozu nadorovych bunék aktivaci kaspazy -8 (Thornalley, 2002).

Ale na ucinky uvedenych latek nelze jednostranné pohlizet jako na vyhradné
pozitivni. Naopak Kassie et al., (2000) popsali genotoxicky efekt fenetyl isothiokyanatu
in vitro v Amesové¢ testu na Salmonella typhimurium a v mikronukleus testu v lidskych
Hep G2. Musk et al. (1995) pozorovali indukci chromozomadlnich aberaci a sesterskych
chromatidovych vymén po piisobeni fenetyl isothiokyanatu. V pokusech in vivo vSak
byla genotoxicita téchto latek pouze slaba. Je pravdépodobné, Ze tyto latky skutecné
vykazuji genotoxicky efekt, in vivo jsou vSak ovlivnény pravdépodobné neenzymatickou
vazbou na proteiny (Kassie a Knasmiiller, 2000). Fenatyl isothiokyanat, podobn¢ jako
dalsi chemoprotektivni latky, ovliviiuje metabolickou aktivaci mutageni skrze zménu
hladin a aktivity cytochromii P450 (CYP 1A1, a CYP1A2) a detoxikacnich enzymd.

Konecny efekt je opét vysledkem téchto vlivii na aktivaci a detoxikaci mutagenu
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(Khanum et al., 2004). Jina studie prokazala na bunécné linii ovaridlnich bunék ¢inského
kiecka ovlivnénych dialyl sulfidem a dialyl disulfidem indukci chromozomalnich aberaci
s vymeén sesterskych chromatid a dokonce byla stanovena i stfedni letalni davka extraktu z
cesneku pro potkany a mysi na 30mg/kg ( Musk et al., 1995). Také nékteré soucasné
populaéni studie jednoznaéné neprokazaly, Ze by pifijem antioxidantti mél zdsadni vyznam

v primarni a sekundarni prevenci kolorektalnich adenomt (Bjelakovic et al., 2006).

To, ze jsou protektivni latky pfijimany v bézné strané v nizkych davkach a maji
pozitivni vliv v prevenci nékterych chorob neznamena, Ze se ve vyssich davkach stejnych
latek neskryva potencidlni nebezpeci. A tak urcité riziko naduzivani ptipravkl obsahujici
koncentraty latek s predpokladanymi antikarcinogennimi, antiaterogennimi a dalSimi

ucinky nelze brat na lehkou vahu.

Dalsi prace byla vénovéna jinym protektivnim latkadm jako je kurkunim, genistein,
(viz. uvedené publikace 2 a 3) lykopen, epigalokatechin galdt a v soucasné dobé

pokracuje i vyzkum ucinkt jejich vzajemnych kombinaci.
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7. Zavér

Latky rostlinného ptvodu jsou, diky svym raznorodym protektivnim uc¢inkiim vici
nejcastéj$im civilizaénim chorobam tj. kardiovaskuldrnim a nddorovym, velmi nadéjnymi
slozkami lidské stravy, které by 1 jako dopliikky vyzivy mohly vyznamné pftispét

k prevenci téchto chorob.

V soucasnosti, kdy jsou nékteré pfirodni latky jiz na trhu, je nezbytné nutné
stanovit jejich u¢innou a bezpecnou denni davku. Davka by méla odpovidat moznostem
enzymatickych a neenzymatickych systémil, zodpovédnych za udrzeni rovnovazného
stavu mezi oxidanty a antioxidanty. Pro prevenci by mély byt tyto latky dostupné ve
vhodné formé. Vzhledem k prokdzanym antimutagennim u¢inkim vic¢i testovanym
mutagentim, lze testované chemoprotektivni latky (kyselinu elagovou, resveratrol,
dialylsulfid a fenetyl isothiokyanat) povazovat za mozné dopliky stravy nebo za
vyznamné slozky tzv. funkénich potravin, které spolu s vhodnym slozenim stravy, mohou
vyznamn¢ piispét k prevenci nddorovych onemocnéni a dalSich chorob, které jsou

etiologicky podminény genotoxickymi vlivy.

V roce 2003 byl zaloZzen novy védecky smér nazvany nutrigenomika (Go et al.,
2003, Miiller and Kerstner, 2003), ktery se pravé zabyva vztahy mezi genetickou vybavou
v oblasti traveni zivin a predispozici k chorobam souvisejicim s vyzivou. Stfedem zajmu
je pochopitelné obezita, ale samoziejm¢ DNA polymorfizmy hraji hlavni roli v
individualni vnimavosti vic¢i karcinogenim (Ahima and Osei 2001). Vnimavost k
ucinkim karcinogenii je v populaci velmi individudlni zélezitosti prave diky
polymorfizmiim v genech pro enzymy ucastnici se metabolizmu xenobiotik a v DNA
reparacnich enzymech ( Pardini ef al., 2008). Individualni vnimavost vii¢i xenobiotikiim
je dale ovlivnéna funkci ABC transportéri (ATP-binding cassette), které fyziologicky
reguluji absorbci xenobiotik v tenkém stfevu. Mimo to geny pro ABC transportéry
mohou mit vliv na absorbci 1é¢iv véetné chemoterapeutik. Genové produkty ABCBI(P-
glykoprotein) ABCC1 a ABCG2 mohou byt pfi¢inou individudlni vnimavosti vici
nadorovym onemocnénim (Campa et al., 2008) stejné jako vici 1é¢iviim, jejich vedlejSim
u¢inkiim a ovlivnit vzajemné interakce i efektivitu 1écby (Nakamura, et al., 2008). U
clovéka byla prokazan snizeny pienos 2 amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridinu
(PhiP) pfes placentarni bariéru pii vyssi hladiné ABCG2. PhiP indukoval expresi ABC
transportértt v BeWo bunkach na trovni mRNA. (Myllynen, et al., 2008).
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Prevence vzniku nadorovych onemocnéni za vyuziti dietnich uprav vede obecné
dvéma sméry. Pfedevsim jde o sniZzeni vyskytu a pfijmu karcinogenti v potravé a na druhé
stran¢ o zvySeni pfijmu latek s antikarcinogennim potencidlem. Preventivni dieta jako
soucast 1éCby riznych onemocnéni ma jiz své nezastupitelné misto, ale otazka optimalni

doporucené diety pro $ir§i populaci ziistava stale oteviena.
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