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POVZETEK

Antimutageno delovanje maščobnih kislin, v našem primeru čiste linolenske kisline ter farmacevtskega pripravka Metabolana, ki vsebuje linolensko kislino, smo ugotavljali z Amesovim testom na bakteriji Salmonella typhimurium TA 98, ki ima okvarjen gen za sintezo histidina in biotina. Test izvedemo tako, da suspenzijo bakterij skupaj s testirano snovjo vmešamo v top agar, ki ga zlijemo na plošče s strjenim minimalnim gojiščem, na katerem rastejo samo bakterije, ki revertirajo v his+ in so ponovno sposobne sintetizirati histidin. Če zraste iz bakterijske suspenzije, ki smo ji dodali testirano snov več kolonij, kot je število spontanih kolonij, zraslih iz suspenzije brez dodane testirane snovi je to dokaz, da je testirana snov mutagena. Za dokazovanje antimutagenega delovanja linolenske kisline in Metabolana smo test prilagodili tako, da smo bakterije tretirali z znanim mutagenom 2-amino-3-metilimidazo[4,5-F]kinolin-om (IQ) skupaj z  linolensko kislino ali Metabolanom. Linolenska kislina je inhibirala delovanje mutagena IQ. Preprečila je nastanek z IQ povzročenih povratnih mutacij, zato je na minimalnem gojišču zraslo manj kolonij. V nasprotju s pričakovanji, pa Metabolan, ki poleg linolenske kisline vsebuje še vitamin E in nekatere druge snovi ni inhibiral mutagenega delovanja IQ, kar pomeni da neketere sestavine zavirajo delovanje linolenske kisline.
Z načrtno izbrano hrano oz. načrtnim dodajanjem antimutagenih snovi hrani, bi lahko zmanjšali tveganje za nastanek rakave bolezni in tako izboljšali kvaliteto življenja. Vendar je potrebno predhodno proučiti, kakšne so možne medsebojne interakcije sestavin hrane, ki lahko zmanjšajo zaščitno delovanje posameznih sestavin.
SUMMARY

Antimutagenic activity of fatty acids in our case linolenic acid and a pharmaceutical preparation Metabolan, which contains linoleic acid we tested with Ames test on bacteria Salmonella typhimurium TA 98 which has damage genes for synthesize histidine and biotin. The test is performed by mixing bacteria and top agar, which is then poured onto minimal agar plates where only bacteria which as reverted to his+ form colonies as they are able to synthesize histidine. If from the bacterial suspension to which tested substance was added more colonies are formed compared to the number of colonies grown from the nontreated suspension this is a prove that the tested substance is mutagenic. To test antimutagenic activity of linoleic acid and Metabolan we adapted the test in a way to treat the bacteria with known mutagen 2-amino-3-methylimidazo[4,5-F]quinoline (IQ) together with linoleic acid or Metabolan. Linoleic acid inhibited mutagenic activity of  IQ. It suppressed IQ induced mutations and consequently fewer colonies grew on minimal plates. In contrary to our expectations Metabolan, which besides linoleic acid contains also vitamin E and some other ingredients did not inhibit IQ induced mutations. This indicates that the ingredients inhibited the activity of linoleic acid
.

With careful selection of appropriate food or by adding antimutagens to food it would be possible to reduce the risk for cancer and improve quality of life. However it is necessary to investigate thoroughly possible interactions of food ingredients, which can diminish the protective effects of single ingredients. 
1.UVOD

1.1. NASTANEK RAKAVE BOLEZNI

Rak je kompleksen patološki pojav, ki izvira iz spremenjenega genoma. Gre za nekontrolirano razmnoževanje celic zaradi okvarjenega nadzora celične delitve ali okvare odmiranja. Sprememba v genih telesnih celic vodi v različna lokalna in sistemska znamenja. Če bolezni ne zdravimo uspešno, lahko vodi v smrt.

Rak nastaja postopoma. Celice, ki se najbolj prilagodijo organizmu in se najbolje izognejo oviram organizma, se tudi najbolj namnožijo. Normalna celica, ki se je postopoma spremenila v rakavo, se je znebila kontrole s strani organizma in začela zgubljati svojo prvotno obliko, strukturo in vlogo.

Na nastajanje raka (neoplazija) vplivajo različni dejavniki:

-iz okolja (fizikalni, kemični in biološki)

-genetski

Kancerogeneza poteka v treh stopnjah:

-iniciacija (sproženje in začetek)

-promocija (pospeševanje)

-progresija (napredovanje, rast malignega tkiva)

Iniciacija se začne, ko nek agens iz okolja poškoduje DNK. To kancerogeno snov imenujemo iniciator. Poškodba je lahko povratna ali reverzibilna, lahko pa vodi v mutacijo, torej je ireverzibilna. Tako poškodovana celica je bolj dovzetna za kasnejšo promocijo. Celice, ki so preživele iniciacijo, lahko postanejo maligne ali pa tudi ne. Promocijo nastopi šele po delovanju promotorja, ki povzroči razmnoževanje spremenjene celice. To vodi v nastanek malignega tumorja. Promotorji so snovi, ki povečajo kancerogenost šibkih iniciatorjev in sami po sebi niso kancerogeni. Skrajšujejo dobo od začetka delovanja iniciatorja do pojava maligne novotvorbe. Tako lahko delujejo hormoni, fenoli, različna zdravila, cigaretni dim,…
1.1.1. STRUKTURA IN FUNKCIJA DNK

Molekula DNK je makromolekula, sestavljena iz dveh polinukleotidnih verig, ki potekata ena okoli druge v nasprotnih smereh in tako tvorita dvojno vijačnico DNK. Sestavljena je iz mononukleotidov, ki jih sestavljajo trije gradbeni deli: heterociklična dušikova baza ( pirimidinski citozin in timin ter purinski adenin in gvanin), pentoza deoksiriboza in ostanek fosforjeve kisline.

Nukleotidi se vežejo med sabo s 5'-3'  kovalentnimi fosfodiesterskimi vezmi. Polinukleotidni verigi pa se med sabo povezujeta z vodikovimi vezmi, ki nastanejo med bazami. In sicer se poveže adenin s timinom ter citozin s gvaninom.

Pred celično delitvijo se mora podvojiti tudi molekula DNK. Najprej se dvojna vijačnica razpre v obliki črke Y, potem pa ob vsaki verigi začne nastajati nova dvojna vijačnica DNK. Pravimo, da se podvaja semikonzervativno, kar pomeni, da hčerinski molekuli DNK vsebujeta eno starševsko(služi kot matrica)  in eno novo sintetizirano verigo.

DNK služi celici kot zapis za sintezo beljakovin. Gen je del zaporedja nukleotidov DNK, ki kodira za določeno dedno lastnost oz. za določeno beljakovino. Relacija med zaporedjem nukleotidov v DNA in zaporedjem amino kislin v proteinu je določena z genetsko kodo ali kodonom.  Osnovna enota genetske informacije je kodon, ki je sestavljen iz zaporedja treh nukleotidov, ki določajo eno aminokislino. Poleg tega je še kodon, ki določa začetek sinteze beljakovine in kodona, ki določata zaključek sinteze beljakovine.  

Funkcije genetskega materiala:

· prenos genetske informacije iz generacije v generacijo

· shranjevanje navodil za sintezo in regulacijo sinteze celičnih molekul

· stabilnost in  variabilnost genetske informacije
1.1.2. MUTACIJE

Mutacija je dedna sprememba genotipa. Pri tem gre lahko za trajno spremembo števila in zaporedja nukleotidov, za spremembo števila genov ali kromosomov ali pa za njihovo prerazporeditev. Ni vsaka sprememba v DNK tudi mutacija, temveč se mora ta sprememba tudi ohraniti, postati mora torej dedna. Spremembe v DNK lahko spremenijo delovanje v celici na najrazličnejše načine. Celični procesi se lahko pospešijo ali upočasnijo, lahko se pojavijo novi in stari zamrejo, posledica je lahko pretvorba  normalnih celic v rakaste. 
Po načinu nastanka delimo mutacije na spontane, to so tiste mutacije, ki nastanejo brez posebnega zunanjega vzroka, na primer zaradi napak pri podvojevanju in na inducirane mutacije. Inducirane mutacije pa se pojavijo zaradi delovanja mutagenih sredstev (različne snovi in žarčenja) 

Mutacije delimo tudi glede na obseg sprememb v genomu in sicer na genske ali točkaste, kromosomske in genomske. Najmanjše so genske mutacije, pri katerih pride do sprememb v zaporedju nukleotidov enega gena. Nato sledijo kromosomske mutacije, pri katerih pride do prerazporeditev dednega materiala znotraj enega kromosoma ali med dvema homolognima kromosomoma (inverzija, delicija, duplikacija, translokacija). Pri genomskih mutacijah, pa pride do zmanjšanja ali povečanja števila posameznih kromosomov ali celo celih garnitur kromosomov v genomu.

1.1.2. KANCEROGENI DEJAVNIKI
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Dejavnike, ki lahko povzročijo maligno transformacijo celice, delimo na notranje in zunanje dejavnike. Notranji dejavniki so: dedni dejavniki, spol in starost. Nas pa tokrat zanimajo le zunanji dejavniki, saj na njih lahko vplivamo in zato temelji na njih tudi preventiva rakavih obolenj. Zunanji dejavnike delimo v tri skupine: 

1.1.3.1. BIOLOŠKI DEJAVNIKI

Med biološke dejavnike spadajo številni virusi, ki spremenijo normalno (zdravo) celico tako, da vanjo vnesejo svojo genetsko informacijo, ki se nato vgradi v genom gostitelja. Virusi, ki povzročajo raka se imenujejo onkogeni virusi in jih razdelimo v dve skupini, in sicer na DNK viruse in RNK viruse. Ti dve skupini virusov se med seboj razlikujeta v svoji dednini.
1.1.3.2. FIZIKALNI DEJAVNIKI

Fizikalne dejavnike predstavljajo sevanja. Za poškodbo DNK in posledično za mutacijo sta zelo nevarna predvsem dva tipa sevanj in sicer neionizirajoči žarki ultravijolične svetlobe in ionizirajoči žarki.

Neionizirajoče sevanje povzroči napake, ki ovirajo transkripcijo in podvojitev DNK. Večinoma celice te napake popravijo, če pa jih ne, pride do mutacij.

Energija ionizirajočega sevanja pa povzroča predvsem točkovne mutacije, prelome kromosomov in translokacije med kromosomi.

Mutacije v celici večinoma niso primarna posledica žarčenja, ampak nastajajo med popravljanjem poškodb DNK, ki so jih povzročila sevanja.

1.1.3.3. KEMIČNI DEJAVNIKI

Kemični dejavniki so lahko anorganske ali organske snovi

1.1.3.3.1. Anorganske snovi
Anorganske snovi so kancerogene so kovine, kovinske spojine in tudi nekatere nekovine. Anorganske kemijske snovi delujejo predvsem na membrane in makromolekule, pri tem nastajajo prosti radikali, ki poškodujejo celico in DNK, ki nato lahko privede do rakave tvorbe.

1.1.3.3.2. Organske snovi
Delovanje organskih snovi, je odvisno predvsem od količine aktivnih molekul, ki so odvisne od presnovnih procesov nekega dejavnika v organizmu. Večinoma so aktivne oblike teh kancerogenov le kratko delujoče, saj se večinoma kmalu pa aktivaciji spet inaktivirajo.

Organske snovi delimo še naprej v: 

Neposredno delujoči kancerogeni

Za svoje delovanje ne potrebujejo presnovnih aktivacij, saj so zelo reaktivni elektrofili , ki reagirajo z nukleofilnimi centri beljakovin, DNK in drugih molekul.

Posredno delujoči kancerogeni

Te snovi se nahajajo v okolju v neaktivni obliki in se aktivirajo ob metabolni aktivaciji. Med posredno delujoče kancerogene spadajo: policikljični aromatski ogljikovodiki, aromatski amini, azobarvila in naravni rastlinski in mikrobni produkti. Njihova aktivacija se večinoma sproži v jetrih, lahko pa se aktivirajo tudi v drugih organih, na primer v pljučih.

Pomembna skupina kancerogenih  organskih snovi, katerim smo ljudje pogosto izpostavljeni so heterociklični amini, ki nastanejo pri toplotni obdelavi mesa.

1.1.5. ANTIMUTAGENEZA IN PREVENTIVA

Najboljša preventiva  je izogibanje zunanjim mutagenim in kancerogenim dejavnikom, saj na notranje kot so spol, starost in dedni dejavniki, nimamo vpliva. Z namernim uživanjem antikancerogenov lahko preprečimo ali zavremo učinke kancerogenov. Preprečitev katerekoli stopnje nastanka raka (iniciacije, promocije ali napredovanja) lahko prepreči ali zavre nastanek bolezni. Blokirajoči dejavniki delujejo v fazi iniciacije raka. So antimutageni, ki preprečujejo nastanek mutacij. Zavirajoči dejavniki pa zavirajo pretvorbo iniciiranih celic v maligno obliko. Pomembno vlogo pri preventivi raka ima naša prehrana, saj že redno uživanje sadja in zelenjave zmanjša tveganje za nastanek raka (npr. uživanje brokolija, zelja, čebule, paradižnika,...).

Zaščitne antimutagene in antikancerogene snovi lahko razdelimo v dve skupini:

· hranilne snovi (vlaknine, vitamini in minerali)

· druge učinkovine rastlinskega izvora (glukozinolati, kumarini, fenoli, flavonoidi,...)                 

V prihodnosti lahko pričakujemo na področju preventive pred rakom uvedbo kemopreventive, torej uporabo specifičnih naravnih in sintetičnih snovi v obliki farmacevtskih pripravkov ali dodatkov živilom, ki zavirajo ali preprečijo nastanek raka. Zato pa so predhodno potrebne številne in vitro študije najprej na bakterijah, ki služijo kot presejalni testi za kasnejše študije z živalskimi in človeškimi tkivi.

Naslednja stopnja je ugotavljanje dejanske učinkovitosti v smislu preventivnega delovanja proti nastanku raka na živalskih modelih in končno na prostovoljcih in bolnikih.
1.2. MAŠČOBNE KISLINE

1.2.1 RAZDELITEV MAŠČOBNIH KISLIN

Maščobne kisline delimo na nasičene in nenasičene.

Nasičene maščobne kisline nimajo C=C dvojnih vezi in imajo strukturno formulo CH3(CH2)nCOOH. Taki sta maščobni kislini, ki sta najpogostejši v živalskih tkivih (palmitinska in stearinska) in sta pri sobni temperaturi trdne ter manj podvržene oksidaciji.

Nenasičene maščobne kisline vsebujejo eno ali več C=C dvojnih vezi in so pri sobni temperaturi tekoče. V živalskih tkivih je najpogostejša enkrat nenasičena oleinska kislina, ki pa jo je organizem tudi sam sposoben sintetizirati. Drugače je pri linolni in linolenski kislini, ki sta esencialni in jo mora organizem pridobiti s hrano.

Nasičene maščobne kisline delimo na mononasičene (oleinska) in polinasičene (linolna, linolenska). Poimenujemo jih po poziciji prve dvojne vezi. γ-linolenska kislina, ki smo jo uporabili pri tej nalogi, je ω - 6 maščobna kislina, torej ima prvo dvojno vez na šestem ogljiku.

1.2.1. LINOLENSKA KISLINA

γ – linolenska kislina  se nahaja  v lanenem semenu, bogato je  tudi arašidovo in lešnikovo olje, olje iz pinije ter olje iz oljne repice. Okoli 20 % te kisline vsebuje tudi boračevo olje ( rastlina Borago officinalis). Precej več jo najdemo v olju rastlin Lallemantia iberica in Perilla frucescens. Znaki pomanjkanja  so: upočasnjena rast, šibkost, motnje vida, motena koordinacija gibov, mravljinčenje v rokah in nogah, vedenjske spremembe. Lahko pa privede do trigliceridov v krvi, vnetij, edemov, upočasnitve presnove in motenj v delovanju imunskega sistema.


Slika 1 : formula linolenske kisline, označeno je mesto dvojne vezi 

1.3.BAKTERIJSKI TESTI POVRATNIH MUTACIJ

1.3.1. AMESOV TEST

Amesov test ali bakterijski test povratnih mutacij z bakterijami Salmonella typhimurium je zelo občutljiv test za določanje mutagenosti substanc, ki temelji na določanju povratnih mutacij pri bakterijah z okvarjenim genom za sintezo histidina (Salmonella, his-). 

Test izvedemo tako, da bakterije vmešamo v mehki agar, ki ga zlijemo na plošče s strjenim minimalnim gojiščem, na katerem rastejo samo bakterije, ki revertirajo v his+ in so sposobne sintetizirati to aminokislino. Če je snov, kateri izpostavimo bakterije mutagena, se število bakterij, ki tvorijo kolonije na minimalnem gojišču, poveča, ker večje število bakterij mutira in posledično sintetizira manjkajočo aminokislino.

Kot testni organizem se največ uporabljajo različni sevi bakterije Salmonella typhimurium, ki imajo mutacijo na enem izmed genov, odgovornih za sintezo histidina. Mi smo uporabili sev TA 98, saj se ta uporablja za odkrivanje mutagenov, ki povzročajo premik bralnega okvirja. S tem vzpostavijo pravilni bralni okvir, ki je bil spremenjen zaradi mutacije in bakterije lahko spet sintetizirajo histidin.

Amesov test se je najosnovnejši test za ugotavljanje genotoksične aktivnosti novih snovi, zdravil, pesticidov, kozmetičnih proizvodov, dodatkov hrane in tudi različnih vzorcev iz onesnaženega okolja (voda, zemlja, zrak).  Za odkrivanje antimutagenov, priredimo test tako, da bakterijam, ki jih tretiramo z znanim mutagenom, dodamo preiskovano snov, ki ji želimo dokazati antimutageno delovanje. Antimutageni namreč inhibirajo delovanje mutagenov in tako tudi preprečijo povratne mutacije in tako pride do zmanjšanja števila induciranih revertantov na gojišču. Čimvečje je zmanjšanje števila revertantov, učinkovitejši je antimutagen.

1.3.2. SISTEM ZA METABOLNO AKTIVACIJO Z S9 MIX

Pri bakterijskih testih povratnih mutacij pa moramo upoštevati, da obstajajo razlike med bakterijami in sesalskimi calicami v metabolizmu, kromosomski strukturi in popravljalnih mehanizmih DNK molekule. V in vitro testih se običajno poslužujemo zunanjega vira metabolne aktivacije, saj bakterije nimajo encimov potrebnih za aktivacijo prokancerogenov. Dodajamo jim zmes S9 kot grob nadomestek sesalskega metabolizma. S9 mix je postmitohondrijski supernatant oziroma mikrosomatska frakcija, pripravljena iz jeter sesalcev, običajno podgane. S9 vsebuje endoplazmatski retikulum in ribosome, topne encime in endogene faktorje. Jetra uporabljajo zato, ker vsebujejo veliko koncentracijo encimov, metabolično aktivnost jetrnih celic pa povečajo tako, da podganam dajejo spojine, ki močno inducirajo jeterne encime.

Pred izvedbo testa pripravimo S9 mix, ki je puferiran S9 z dodatkom esencialnega kofaktorja nikotinamid adenin dinukleotid fosfata (NADP) in glukoze-6-fosfata. Med izvedbo testa naj bi S9 mix ves čas stal na ledu, ker bi sicer njegova aktivnost upadla. 

2. CILJI IN PROBLEM NALOGE
Linolenski kislini želimo dokazati antimutageno delovanje proti heterocikličnemu aminu IQ. 

Poskus bomo opravili na bakterijah Salmonella typhimurium TA 98, ki imajo okvarjen gen za sintezo histidina in biotina. Bakterije bomo izpostavili mutagenu IQ z ali brez prisotne linolenske kisline. Gojili na minimalnem glukoznem gojišču, ob dodatku mejne količine histidina, ki bakterijam, ki nesintetizirajo histidina omogoči le eno do dve delitvi, ki sta potrebni, da se morebitna mutacija fiksira. Ko bakterije porabijo razpoložljiv histidin se lahko razmnožujejo in tvorijo kolonije le tiste bakterije, ki so revertirale v protorofno obliko, ki je neodvisna od histidina.  Na takem gojišču torej zrastejo le bakterije, ki spontano revertirajo v his+. Po tretiranju z mutagenom IQ naj bi zraslo veliko več kolonij. Če pa dodamo bakterijam, katerim je bil dodan mutagen še antimutagen, v našem primeru linolensko kislino (čisto ali pa mešanico različnih snovi, med njimi tudi linolenska kislina, iz kapsul Metabolan), naj bi bilo teh kolonij dosti manj. Če se zgodi to, kar smo predvidevali, linolenska kislina dejansko deluje antimutageno.

3. HIPOTEZA

Predpostavljamo, da obstaja povezanost med načinom prehranjevanja in nastankom raka. Več kot 30 % raka pripisujejo prehrani. Hrana vsebuje genotoksične sestavine, ki povzročajo genetske spremembe povezane z iniciacijo in promocijo raka, naprimer mutagen IQ, ki ga bomo uporabili. Prav tako pa vsebuje tudi snovi, za katere domnevamo, da delujejo antimutageno. Torej naj bi preprečevale nastanek mutacij, ki bi lahko povzročile nastanek maligne tvorbe. Med te snovi spada tudi linolenska kislina, ki ji bomo skušali dokazati antimutageno delovanje. 
4. METODE DELA

4.1. MATERIAL

4.1.1. METABOLAN                                                                            Slika 2:
Metabolan, so kapsule, ki jih izdeluje Fidifarm in so kot naravni spodbujevalec presnove, ter pomagajo pri uravnavanju telesne teže. 

Ena kapsula Metabolana vsebuje 500 mg boraginega olja in 10 mg naravnega vitamina E. Boračevo olje vsebuje kar 22-24% gamalinolenske kisline, vitamin E pa je učinkovit zaščitnik celic pred poškodbami s prostimi radikali.
4.1.2. LINOLENSKA KISLINA

Uporabili smo gama linolensko kislino s specifično gostoto 0,913.

4.1.3. BAKTERIJSKI TESTNI ORGANIZMI

Za testne bakterije smo uporabili bakterijski sev Salmonella typhirium TA89, ki ima mutacijo na genu za sintezo histidin-biotina. Pri tej mutaciji gre za premik bralnega okvirja, zaradi česar bakterija ni zmožna preživeti na gojišču, kjer ni histidin-biotina.

4.1.4. 2-AMINO-3-METILIMIDAZO[4,5-F]KINOLIN = IQ

IQ je posredno delujoč mutagen, ki smo ga uporabili, kot mutageno substanco in spada med heterociklične aromatske amine. Heterociklični aromatski amini so snovi, ki nastanejo med toplotno obdelavo mesa in drugih beljakovinskih živil ter spadajo med najmočnejše znane mutagene.

4.1.5. MINIMALNO GLUKOZNO GOJIŠČE

Minimalno glukozno gojišče se pripravi  po naslednjih navodilih:

Za 1000 ml potrebujemo 15 g (Difto-Bacto) agarja, ki mu dodamo destilirano vodo in sicer 930 ml. Vse skupaj segrevamo in mešamo s pomočjo magnetnega mešala. Ko se ves agar raztopi, je potrebno steklenico avtoklavirati 20 minut na 120°C. Nato sterilni mešanici dodamo 20 ml 50 X VB soli (vogel-bonner- imamo vnaprej pripravljeno) in 50 ml 40 % glukoze, ki ju avtoklaviramo ločeno. Potem vse skupaj le še dobro premešamo in razlijemo v petrijeve plošče, v vsako okrog 30ml.

4.1.6. MEHKI POVRŠINSKI AGAR  ( TOP AGAR )

Tudi top agar smo imeli že vnaprej pripravljen, in smo ga le še utekočinili, pri tem pa je potrebno paziti, da ga ne segrejemo preveč.. Mehki površinski agar pa se pripravi po naslednjem »receptu«:

0,6g (Difto-Bacto) agarja je potrebno z mešanjem in segrevanjem, lahko na magnetnem mešalcu ali mikrovalovni pečici, raztopiti v 150 ml destilirane vode. Tudi top agar je nato 20 minut avtoklaviramo  pri 120°C, ko pa se ohladi mu je potrebno dodati 1ml histidin/biotin na 100ml agarja.

4.1.7. HISTIDIN / BIOTIN

Uporabili smo že pripravljeno raztopino histidin/biotin, ki je bila 5mM in smo jo dodali 1ml na 100ml top agarja

4.1.8. S9 MIX

Potrebujemo:

	sestavine
	Za 15 ml S9 MIX (mikro litrov =µl)

	1 M KCl
	495 µl

	0,2 M MgCl2 X 6 H2O
	480 µl

	0,2 M glukoza-6-fosfat
	375 µl

	0,04 M NADP
	1500 µl

	0,2M NaHPO4  pH 7,4
	7500 µl

	sterilna voda
	2700 µl

	S9
	400 µl


4.1.9. LABORATORIJSKA OPREMA IN PRIPOMOČKI

- komora z laminarnim pretokom zraka- LAF (AURA VE, Ehret)

- avtoklav (A – 5007700)           Slika 3: 
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- tehtnica (EXACTA 300 EB)     Slika 4:
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- magnetno mešalo in grelec (Kika Labortechnik)       Slika 5:
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- inkubator za bakterijske celice (I – 120 VEC, Kambič)   

Slika 6:
[image: image6.jpg]



- stresalnik (EV – 103, Tehtnica Železniki)      Slika 7:
                                                                          [image: image7.jpg]



- mešalo vortex (MSI, Kika) 
- centrifugirke (15ml in 50 ml, Corniong Incorporated)

- mikroskop (Reichert – Jung)             Slika 8:
- centrifuga         Slika 9:                                [image: image8.jpg]
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- mikropipete

- pipete    Slika 10:
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- nastavki za pipete                    Slika 11:
                                        [image: image11.png]



- hladilnik 

- mikrovalovna pečica (MP 127B, Gorenje – new line)

- elektronski števec kolonij (EŠKO L, MK)

- epice (1,7 ml, Costar)

- filtri

- injekcijske brizge

- petrijevke (PI 90, Goljas)

- latex rokavice

- čaše

4.1.10. DELO V LABORATORIJU

Pri delu z bakterijami in genotoksičnimi snovmi moramo strogo upoštevati Navodila za delo v laboratorijih Oddelka za gensko toksikologijo in biologijo raka:

· Uporaba delovne/zaščitne (bele) halje in zaščitnih latex rokavic

· Delo v laminarju, če poskus zahteva aseptičnost

· Pazimo, da ne pridemo v direkten stik z delovno (bakterijsko) kulturo, ter da se ne dotikamo las in obraza

· Pred in po opravljenem delu očistimo in razkužimo komoro in delovno površino s 70% etanolom

· V laboratorij ne nosimo hrane in pijače

· Kužni material odlagamo v posebne vreče, ki jih avtoklaviramo in nato odvržemo, kot običajne odpadke.
4.2. PRIPRAVA PETRIJEVK Z MINIMALNIM GLUKOZNIM GOJIŠČEM

Najprej smo  dodali preračunane količine agarja v destilirano vodo in ga v njej s pomočjo segrevanja na magnetnem mešalcu raztopili. Nato smo steklenico zaprli, zamaška nismo do konca privili, da ne bi steklenice v avtoklavu razneslo zaradi povišanega tlaka. Posebej smo avtoklavirali tudi glukozo in Vogel-Bonnerjevo sol, ki smo ju nato dodali sterilni mešanici. Sledilo je razlivanje gojišča v petrijevke, v vsako približno 30 ml. Gojišče smo prelivali v petrijevke v LAF komori in jih postavili na ravno podlago, da se je gojišče strdilo. Naslednji dan smo petrijevke z agarjem obrnili na glavo in jih zložili eno na drugo ter jih ustrezno označili in zapakirali v vreče, ter shranili v hladilniku.

Pred izvedbo testa, smo vzeli petrijevke iz hladilnika in jih ustrezno označili na spodnji strani-glede na to kaj smo jim dodali.

4.3. PRIMERJAVA VPLIVA MAŠČOBNIH KISLIN NA MUTACIJE, POVZROČENE S POSREDNO DELUJOČIM MUTAGENOM IQ Z BAKTERIJSKIM TESTOM POVRATNIH MUTACIJ Z METABOLNO AKTIVACIJO NA BAKTERIJAH Salmonella typhimurium TA 98

V 10 ml hranilnega bujona smo nacepili 40µl bakterijske suspenzije, en dan pred izvedbo testa ter jih preko noči inkubirali v inkubatorju pri 37oC da se razmnožijo. Naslednje jutro pa smo jo prestavili na stresalnik v inkubatorju na 600 rpm (obratov/minuto), za 1 uro in pol. Na ta način smo dobili suspenzijo testnih bakterij ustrezne gostote v esponencialni fazi rasti Med časom, ko so bile bakterije na stresalniku, smo pripravili vse potrebno za izvedbo testa in opravili nekaj izračunov glede sestave gojišč in drugih zmesi, ki smo jih potrebovali. Vklopili smo tudi termoblok in ga segreli na 45°C. 150 ml top agarja smo segreli v mikrovalovni pečici in mu dodali 1,5ml histidin/biotina s koncentracijo 5mM. Potem smo v epruvete segrete v termobloku odpipetirali po 2ml top agarja s histidin/biotinom.epruvete so ostale v termobloku, da se mehki površinski agar nebi strdil. 

IQ(mutagen) smo najprej ustrezno razredčili z vodo, izhajali smo iz koncentracije 50 mmol/l, nato smo v del bakterijske suspenzije dodali razredčen IQ, tako da je bila njegova koncentracija 100ng/ml oziroma 10 ng/ploščo. Drugega dela bakterijske suspenzije pa nismo tretirali z mutagenom, saj smo ga potrebovali za negativno kontrolo – za določitev števila spontanih revertantov.

Nato smo pripravili še ustrezne razredčitve maščobne kisline z DMSO (nepolarno topilo – dimetilsulfoksid). Koncentracije maščobnih kislin so bile: 4,2,1, 0.5 mg/ml. Izhajali smo iz čiste maščobne kisline in iz kapsul, po imenu Metabolan, ki so nekakšen aktivator metabolizma in vsebujejo gama linolensko kislino. Koncentracije čistih maščobnih kislin in maščobnih kislin Metabolana  na gojiščih naj bi bile enake, zato smo vse skupaj preračunali in ugotavljali antimutageno delovanje čistih maščobnih kislin, in maščobnih kislin, ki delujejo skupaj z drugimi snovmi.

Čisto na koncu smo pripravili še sistem za metabolno aktivacijo S9 mix, za katerega smo poskrbeli, da je ostal na hladnem, zato smo ga postavili v čašo z ledom in hitro nadaljevali z delom.

V termobloku smo imeli pripravljene epruvete z mehkim površinskim agarjem, pripravili smo še dvanajstkrat po tri petrijeve plošče, se pravi skupaj 36 petrijevk.. Nato smo v v vsko epruveto z mehkim površinskim agarjem dodali po  100µl bakterijske suspenzije, tretirane z IQ, 100µl čiste maščobne kisline ustrezne koncentracije ter 500µl S9 mix. Za vsako koncentracijo maščobne kisline smo naredili po tri paralelke. Vsebino vsake izmed epruvet smo premešali na vortexu, paziti je bilo treba na obrate, nastavljeno je moralo biti pod 100 obratov, da ne bi bakterijskih celic poškodovali, nato pa razlili vsebino epruvete vsako na svojo petrijevo ploščo, jo označili, ter počakali da se top agar strdi. Prav tako smo pripravili tudi vse štiri koncentracije za Metabolan. Sledila je še priprava pozitivne kontrole, pri kateri smo v epruvete z top agarjem dodali 100µl bakterijske suspenzije, tretirane z IQ, 100µl DMSO in 500µl S9 mix. Nato smo pripravili še negativno kontrolo brez S9 mix, kjer smo top agarju v treh epruvetah dodali le 100µl netretirane bakterijske suspenzije in razlili tri take zmesi iz epruvet na 3 paralelne petrijevke. Naredili smo tudi negativno kontrolo z S9 mix, ki smo ga pripravili prav tako kot, negativno kontrolo brez S9 mix, le da smo netretirani bakterijski suspenziji dodali tudi 500µl S9 mix. 
Posebno je bilo treba paziti, da smo delali hitro, saj bakterije ne preživijo dolgo na 45°C, poleg tega pa počasi izgublja aktivnost tudi S9 če je predolgo na toplem.

Ko se je agar na ploščah strdil, smo jih okrog obrnjene postavili v inkubator na 37°C, za 48 ur.

Po dveh dneh smo jih vzeli iz inkubatorja, ter prešteli število zraslih kolonij, če je bilo število kolonij na petrijevi plošči veliko, smo jih šteli s pomočjo elektronskega števca kolonij. Pod mikroskopom smo preverili tudi, če je bil kateri izmed dodatkov toksičen. V tem primeru petrijeva plošča oziroma kolonije nebi imele ozadja in test nebi uspel, toda toksičnosti nismo zaznali niti pri eni izmed petrijevih plošč.
Rezultate smo izrazili kot srednje vrednost in standardni idklon števila zraslih kolonij na po treh paralelnih ploščah. 

Antimutageno aktivnost smo izračunali iz razmerja števila revertantov zraslih v prisotnosti IQ skupaj z linolensko kislino ali Metabolanom in števila revertantov zraslih v prisotnosti IQ in jo prikazali v odsotkih.


Inhibicija (%) = 100  X  (1 -                                               )
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Slika 12:  prikazuje štetje bakterijskih kolonij s pomočjo elektronskega števca kolonij.
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Slika 13: Shematski prikaz testiranja antimutagene aktivnosti linolenske kisline in Metabolana z bakterijskim testom povratnih mutacij
ambic.sisikemomed.si/










































































































5. REZULTATI

TABELA 1: Rezultati testiranja antimutagene aktivnosti linolenske kisline (LK) proti z IQ povzročenim mutacijam s S. typhimurium TA98.
	 Tretma


	Koncentracija

LK (mg/ploščo).
	Paralela: 1 (št. kolonij)
	Paralela: 2 (št. kolonij)
	Paralela: 3 (št. kolonij)
	Povprečje

(št. kolonij)
	Standardni odklon 
	Inhibicija (%)

	K S9
	0
	25
	21
	17
	21,0
	4,00
	

	IQ 
	0
	361
	505
	522
	462,7
	88,46
	0

	IQ+LK   
	0.05
	74
	76
	51
	67,0
	13,89
	86

	IQ+LK   
	0.1
	45
	30
	34
	36,3
	7,77
	92

	IQ+LK      
	0.2
	15
	13
	18
	15,3
	2,52
	97

	IQ+LK   
	0.4
	12
	9
	16
	12,3
	3,51
	97


Opombe:

· Test z IQ-jem ne vsebuje antimutagena (gama linolenske kisline)

· K S9 je kontrolni test brez dodatka mutagena in antimutagena





Slika 3: Vpliv linolenske kisline na število revertantov povzročenih z posrednim mutagenom IQ 

TABELA 2: Rezultati testiranja antimutagene aktivnosti Metabolana proti z IQ povzročenim mutacijam s S. typhimurium TA98.
	 Tratma
	Koncentracija 

Metabolana preračunano na LK (mg/ploščo)
	 Paralela: 1 (št. kolonij)
	Paralela: 2 (št. kolonij)
	Paralela: 3 (št. kolonij))
	Povprečje 

(št. kolonij)
	Standardni odklon 
	Inhibicija (%)

	K
	0
	25
	21
	17
	21,0
	4,00
	

	IQ
	0
	361
	505
	522
	462,7
	88,46
	0

	IQ+Met.
	0.05
	348
	346
	402
	365,3
	31,77
	21

	IQ+Met   
	0.1
	300
	333
	351
	328,0
	25,87
	29

	IQ+Met
	0.2
	346
	309
	411
	355,3
	51,64
	23

	IQ+Met
	0.4
	346
	326
	292
	321,3
	27,30
	31


Opombe:

· Test z IQ-jem ne vsebuje antimutagena (Metabolana)

· K S9 je kontrolni test brez dodatka mutagena in antimutagena


	
	
	
	
	

	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	



· 
· 


[image: image14.emf]povp

0,0

100,0

200,0

300,0

400,0

500,0

600,0

IQ 0,5 1 2 4

povp



Slika 4: Vpliv Metabolana na število revertantov povzročenih z posrednim mutagenom IQ pri S. typhimurium TA98. 
6. DISKUSIJA
Bakterije Salmonella typhimurium TA 98 imajo okvarjen gen za sintezo histidina in biotina. Zato na gojišču, ki jim ne dodamo teh aminokislin ne zrastejo oz. ne tvorijo kolonij. Če revertirajo v prototrofno obliko lahko zopet sitetizirajo histidin in tvorijo kolonije. Nekaj bakterij vedno spontano revertira.  Takih reventantov je bilo v našem poskusu po 48  urah inkubacije na 37°C povprečno 21 (tabela 1 in 2, vrstica K). V tem primeru gre za spontane reverzne mutacije, ki so v naravi povsem normalne vendar ne pogoste. Število revertantov, ki smo jih v poskusu ugotovili, je za sev S. typhimurium TA98 značilno. 

Ko smo bakterije tretirali z 10 nmoli/ploščo mutagena IQ (2-amino-3-metilimidazo[4,5-F]kinolin), ki je posredno delujoč mutagen in sodijo med   najmočnejše znane mutagene je na petrijevih ploščah zraste po 48 urni inkubaciji na 37°C povprečno 462 kolonij. To pomeni, da je snov IQ dejansko močen mutagen. Povzročil je 22 krat več reverznih mutacij, kot je spontanih mutacij.   Tej snovi so dokazali mutageno delovanje že pri bakterijah, kvasovkah in sesalskih celicah v kulturi. Povzroča spremembe kromosomov in vitro in in vivo. Da IQ postane aktiven, torej da sproži mutacijo, potrebuje metabolično pretvorbo v hidroksilamino derivate. Kot sistem za metabolno aktivacijo smo uporabili S9 mix-postmitohondrijski supernatant oziroma mikrosomatska frakcija, pripravljena iz jeter sesalcev, navadno podgane. Jetra uporabijo zato, ker vsebujejo veliko koncentracijo encimov. Poleg encimov vsebuje S9 mix še endoplazmatski retikulum, ribosome in endogene faktorje. Med potekom testa mora  stati ves čas na ledu, da njegova aktivnost čim manj upade.

Pri testu smo bakterijam, tretiranim z IQ-jem dodali še gama linolensko kislino v različnih koncentracijah in sicer 0.05, 0.1, 0.2 in 0.4 mg/ploščo. Gama linolenski kislini smo hoteli dokazati antimutageno delovanje. Na dvanajst petrijevk smo nacepili bakterije, tretirane z IQ-jem, in jim dodali čisto gama linolensko kislino; na drugih dvanajst  pa smo bakterijam dodali gama linolensko kislino iz kapsul Metabolan (Fidifarm), ki vsebuje poleg gama linolenske kisline, ki se nahaja v boračevem olju, še olivno olje, vitamin E, želatino in glicerol. Uporabljamo ga kot aktivator metabolizma. Predvidevali smo, da tudi ostale sestavine delujejo antimutageno, torej preprečujejo nastanek raka. Posledično bi moralo na petrijevkah zrasti še manj kolonij kot pri čisti gama linolenski kislini.

Koncentracija gama linolenske kisline je morala biti enaka v obeh vzorcih (pri čisti in iz Metabolana), zato smo že prej zračunali koliko posamezne komponente je treba dodati bakterijam na gojišču. To smo storili zato, da bi lahko kasneje primerjali, kolikšna je razlika v antimutagenem delovanju, če uporabljamo samo linolensko kislino oz. če ji dodamo še druge snovi.

Predvidevali smo, da bo antimutagen učinek učinkovin Metabolana boljši kot pa učinek čiste linolenske kisline. Ko pa smo prešteli kolonije na petrijevkah smo ugotovili, da čista linolenska kislina delovala bolje. To se lepo vidi, če primerjamo grafa 1 in 2. Graf 1 prikazuje delovanje čiste linolenske kisline, graf 2 pa Metabolana. Na grafu 1 vidimo dokaj strmo upadanje števila kolonij, kar pomeni, da z večanjem koncentracije linolenske kisline nastane vedno manj mutacij. Torej vedno manj bakterij revertira nazaj v his+, kljub dodanemu mutagenu. Sklepamo, da bi linolenska kislina, ki je pri bakterijskih celicah, uspešno zavirala nastanek mutacij lahko zavirala  ali pa ga celo preprečila tudi nastanek raka. Seveda so ptrebni nadaljnji testi na sesalskih tkivnih kulturah ter kasneje na živalih in prostovoljcih, da bi to delovanje nedvoumno potrdili. 
Rezultati testa z Metabolanom pa so nekoliko nasprotni našim predvidevanjem- predvidevali smo namreč, da bo linolenska kislina v povezavi z drugimi snovmi kot je npr. vitamin E, ki tudi dokazano deluje antimutageno, še bolj zmanjšala število zraslih kolonij oz. mutiranih bakterij – torej da se bo tako skupni antimutageni učinek še povečal. Temu pa ni bilo tako. Niti pri visokih koncentacijah, kot je npr. 0.4 mg/ploščo linolenske kisline rezultati niso bili primerljivi s standardom, saj je v povprečju zraslo 321,3 kolonij, medtem ko jih je pri isti koncentraciji standarda zraslo le 12,3. Tudi primerjava znotraj testa z Metabolanom, ne glede na standard, odstopa od pričakovanih rezultatov. Logično bi bilo, da je število zraslih kolonij pri koncentraciji 0.2mg/ploščo manjše kot pri koncentraciji 0.1mg/ploščo, saj vsebuje prva več linolenske kisline – torej antimutagena.

Vprašanje, zakaj je prišlo do takšne razlike med rezultatom s standardom in Metabolanom, odgovorimo lahko na dva načina.

Prva možnost je, da Metabolan vsebuje poleg gama linolenske kisline, ki je prisotna v boračevem olju, še nekaj drugih snovi, ki lahko neposredno ali posredno vplivajo na izražanje antimutagenega učinka Metabolana. Poleg tega pa linolenska kislina v Metabolanu ni čista, ampak je prisotna v boračevem olju. Boračevo olje, poleg 22-24% gama linolenske kisline vsebuje tudi veliko kalija in kalcija in še nekatere druge snovi, ki so sicer prisotne v zelo majhnih količinah, vendar to ne pomeni, da nimajo vpliva na antimutagenost maščobne kisline. Pravzaprav se zdi glede na rezultate zelo verjetno, da primesi v boračevem olju ali v Metabolanu zavirajo antimutagen učinek gama linolenske kisline.

Druga možnost pa je, da koncentarcije linolenske kisline v testu z Metabolanom in čisto linolensko kislino niso bile enake. Do napake, je lahko prišlo nekje med izenačevanjem  koncentracij linolenske kisline v Metabolanu s koncentracijo linolenske kisline standarda. Možno je, da na etiketi navedene količine niso dovolj natančne.  Tako smo v testu z Metabolanom verjetno uporabili manjšo količino linolenske kisline in zato je bil učinek manjši. V nadaljevanju je potrebno z analitskimi metodami preveriti dejansko koncentracijo linolenske kisline v Metabolanu.

7. SKLEP
Linolenski kislini smo dokazali antimutagenost z Amesovim testom. Močno je zmanjšala šetvilo z IQ-jem induciranih mutacij. Glede na to da se linolenska kislina nahaja v hrani, lahko sklepamo, da bi z uporabo take prehrane, lahko zmanjšali tveganje za nastanek raka. 
V nasprotju s tem, pa farmacevtski pripravek Metabolan, ki poleg linolenske kisline v boragovem olju vsebuje še vitamin E in nekatere druge sestavine, ni zavrl mutagenega učinka IQ. Predvidevali smo, da bo učinek večji, saj Metabolan vsebuje tudi vitamin E, ki je močan antioksidant, nekatere raziskave pa so pokazale, da deluje tudi antimutageno. Iz tega lahko sklepamo, da ostale sestavine Metabolana zmanjšajo antimutagen učinek gama linolenske kisline. Dobljen rezultat daje zelo pomemben podatek o tem, da v kombinaciji z drugimi sestavinami linolenska kislina lahko izgubi antimutageno aktivnost. Z nadaljnjimi raziskavami bi bilo potrebno ugotoviti, katere sestavine Metabolana zavirajo antimutageni učinke linolenske kisline.
Da bi ugotovili ali se na bakterijskem testu ugotovljena antimutagena aktivnost linolenske kisline izrazi tudi pri sesalcih in ljudeh, bi bilo potrebno izvesti nadaljnja testiranja na celičnih kulturah, živalih in končno tudi pri ljudeh. Šele na osnovi teh raziskav, bi lahko trdili da ima linolenska kislina preventivno delovanje proti tveganjem za nastanek raka. 
Kot preventivo proti nastanku raka bi lahko maščobne kisline oz hrano, ki vsebuje maščobne kisline, bolj vključevali v našo vsakdanjo prehrano. Ker pa je hrana vedno kompleksne sestave in vsebuje najrazličnejše sestavine, je ravno rezultat, ki smo ga dobili z Metabolanom pokazal, da bo potrebno raziskati tudi v kakšnih kombinacijah linolenska kislina ne deluje antimutageno.


Glede na to, da je bilo najino delo pod strokovnim nadzorom in v dobro opremljenem laboratoriju, v izvedbi testa ne vidiva pomanjkljivosti.

Zelo pomembno je , da se še naprej raziskuje na področju antimutagenov, ker le tako bomo lahko nekoč uspešno zdravili težko ozdravljive bolezni, kot so nekatere vrste rakavih obolenj.
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9. PRILOGE

Fotografija na naslovnici (slika 14): Na naslovnici je fotografija ene izmed bakterijskih kolonij, ki so zrasle po dodatku IQ-ja in čiste gama linolenske kisline. Fotografija je posneta pod mikroskopom na 400X povečavi.
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Slika 15: Kontrolni test z dodatkom S9. Bele pikice, vidne na gojišču v petrijevki, so bakterijske kolonije. 
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Slika 16: Kolonija baterije pod mikroskopom na 400X povečavi.
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Slika 17: Tri kolonije, najverjetneje iz ene izmed petrijevk, na katero nismo dodali antimutagena.
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Slika 18: Del bakterijske kolonije, lepo je vidno ozadje (krogci), ki  nam dokazuje, da nobena izmed snovi ni delovala toksično.
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Slika 19: Štetje kolonij z elekronskim števcem. Rdeča številka (368) prikazuje število do tedaj preštetih kolonij na petrijevi plošči.
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Slika 20: Petrijeva plošča s kolonijami pod lupo števca kolonij.
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Slika 21: Petrijeva plošča s kolonijami pod lupo števca kolonij. Kolonije so označene z barvnimi pikicami.
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Slika 22: 36 petrijevih plošč (12X 3 paralele) z označenimi in preštetimi kolonijami.

Zunanja-delovna mentorica: doc. dr. Metka Filipič, univ. dipl. ing.


Šolska mentorica: Irena Štrumbelj – Drusany
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- biološki


- fizikalni


- kemični dejavniki





- neposredno


- posredno delujoče kancerogene





 Slika levo : Laboratorijske podgane





Priprava:





 V čaši zmešamo KCl, MgCl2 X 6 H2O, glukoza-6-fosfat, NADP in NaHPO4 . Nato dobljeno mešanico prefiltriramo in dodamo še sterilno vodo in S9. Ves čas dela naj bo S9 na hladnem, najbolje na ledu, delo pa naj bo čim hitrejše, saj S9 zelo hitro pada njegova aktivnost.
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