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Souhrn

S umélymi sladidly se setkdvame prakticky denné. Jsou to latky né€kolikandsobné sladsi
nez cukr, ale neobsahuji zadné kalorie. Téchto bezesporu vyhodnych vlastnosti se vyuziva nejen
pii vyrob¢é potravin, ale také 1ékd, hygienickych potieb aj. Bohuzel existuji pochybnosti
0 zdravotni nezavadnosti nékterych umélych sladidel. Ke zjisténi genotoxicity bylo provedeno
mnoho studii s vyuzitim rozli¢nych in vitro i in vivo testi, avsak negativni vliv umélych sladidel
nebyl jednoznaéné prokazan.

Teoreticka Cast této bakalaiské prace se vénuje popisu testt pouzivanych k zjistovani
genotoxicity chemickych latek in vitro. Dale jsou stru¢né popsana nejéastéji vyuzivana uméla
sladidla. Experimentalni ¢ast je pak zaméfena na studium genotoxického potencialu umélych
sladidel aspartamu a sacharinu na bunééné linii V79-4. Zvolena uméla sladidla byla testovana
pomoci nové zavedeného postupu hypoxantinguaninfosforibosyltrasferazového muta¢niho
experimentu. Obé uméla sladidla zpisobila za pouzitych experimentalnich podminek mirné
zvySenou hladinu mutaci v hprt lokusu bunék V79-4 ve srovnani s kontrolnimi neos$etfenymi

bunkami.



Summary

Artificial sweeteners are important part of everyday life. These substances are much
sweeter than sugar but unlike sugar they provide fewer calories. The beneficial properties are
used not only in food production, but also in the pharmacological and cosmetic industry.
Nevertheless, their potential health risk is still under investigation. Several studies using various
in vitro and in vivo tests were conducted to prove the genotoxicity, still the negative impact of
artificial sweeteners was not unambiguously proven.

The theoretical part of this thesis describes the tests used to detect the genotoxicity of
chemical substances in vitro. Furthermore, the most commonly used artificial sweeteners are
described. The experimental part focuses on testing genotoxic potential of two artificial
sweeteners, aspartame and saccharine, on cell line V79-4. The chosen artificial sweeteners were
tested using newly established hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase assay. Both
artificial sweeteners tested showed slightly increased mutation level at Hprt locus in V79-4
cells compared to control untreated cells.
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1 Uvod

Uméla sladidla jsou znama jiz od roku 1879, kdy byl objeven sacharin (Remsen
et Fahlberg, 1879). Nasledovaly objevy dalsich a dalsich latek s podobnymi vlastnostmi, jejichz
vyhodou je, Ze jsou bez kalorii a jSou mnohonasobné sladsi nez cukr. Uplatnéni maji zejména
V potravinaiském prumyslu jako levngjsi alternativa cukru pii vyrob¢ potravin, ale mohou byt
soucasti i riznych 1€ki a ptipravkd pouzivanych pro osobni hygienu. Uméla sladidla se obecné
fadi do skupiny potravinatskych ptidatnych latek.

Ve spojitosti s rostouci spotiebou, kazdodenni nebo nadmérnou konzumaci umélych
sladidel se zacalo spekulovat 0 jejich mozném negativnim vlivu na lidsky organismus. V dnesni
dobé se v médiich mlizeme setkat s odbornymi, ale i laickymi informacemi o potravinaiskych
ptidatnych latkach a jejich potencialni $kodlivosti. Um¢la sladidla jsou spojovana se vznikem
rakoviny, cukrovky a jinych vaznych onemocnéni. Testovani negativnich G¢inkd bylo
pfedmétem mnoha odbornych studii, ale nebyly ziskany jednozna¢né vysledky, které by
potvrdily nebo naopak vyvratily genotoxické ucinky téchto latek. Piesto bylo pouzivani
vybranych umélych sladidel v nékterych zemich svéta uplné zakazano. V soucasnosti je na trhu
dostupna Siroka Skala umélych sladidel ve formé tablet, kapek nebo sypkych smési. Jsou
obsaZena ve velkém mnozZstvi potravin a jinych produktt, a je tedy znané obtizné se jejich
konzumaci zcela vyhnout. Je na kazdém z nas, jaké zaujmeme stanovisko k jejich pouzivani,
zda zvolime ptirodni nebo uméla sladidla, v kazdém ptipad¢ je dalezité dbat na dodrzovani
doporucené denni davky.

Povoleni k pouzivani potravinarskych ptidatnych latek v Evropské unii musi byt schvaleno
Evropskym ttfadem pro bezpecnost potravin (EFSA). Pouzivani umélych sladidel pti vyrobé
potravin v Ceské republice musi splitovat uréité pozadavky, které jsou vymezeny vyhlaskou
¢. 4/2008 Sb. ze dne 3. ledna 2008 naposledy novelizovanou vyhlaskou ¢. 122/2011 Sb., kterou
se stanovi druhy a podminky pouziti ptidatnych latek a extrakénich rozpoustédel pii vyrobé

potravin (Vyhlaska ¢. 4/2008 Sb.).



2 Cil prace

1. Shromazdit a shrnout poznatky tykajici se metod, které jsou vyuzivané pii testovani
genotoxického ucinku chemickych latek se zaméfenim na vybrand uméla sladidla ve formé

literarni reserse.

2. Zavést HPRT mutacni experiment pro testovani vybranych latek na zivoc¢isnych buikach

do Laboratofe molekularni biofyziky a farmakologie Katedry biofyziky PtF UPOL.

3. Studovat genotoxicky potencial zvolenych sladidel na buné¢né linii V79.



3 Soucasny stav reSené problematiky

3.1  Geneticka toxikologie

Geneticka toxikologie je odvétvi toxikologie, které se zabyva studiem zmén Vv genetické
informaci bunky vzniklych pisobenim genotoxickych latek, genotoxint, na organismus. Dale
se zabyva studiem mechanismil G¢inkii a posuzovanim pifipadného negativniho vlivu téchto
latek na organismus. Jako obor byla geneticka toxikologie uznana v roce 1969, kdy byla
zalozena 1 védecka spole¢nost Environmental Mutagen Society. Jedna se o obor, ktery se
neustale rozviji. Vyviji se nové testy, diky nimz lze piesnéji identifikovat a hodnotit
genotoxicky potencial napf. chemickych latek, posoudit jejich bezpec¢nost a stanovit zdravotni
rizika (Brusick, 1987). Projevem genotoxicity urcité latky mize byt mutageneze nebo
karcinogeneze. Existuje ur€ita spojitost mezi karcinogenezi a mutagenezi, ale ne vSechny
mutageny jsou karcinogenni (Smart, 2004). Pisobenim genotoxické latky na geneticky material
bunky mutze dojit: (a) ke genovym mutacim, (b) k ztraté, zdvojeni nebo preuspofadani casti
chromozomu, (c) k aneuploidii, pro kterou je typickd zména poétu chromozomu (Timbrell,
2000) nebo k polyploidii, ktera je charakteristicka zménou poctu celych chromozomalnich sad
(Smart, 2004). Mutace, které vzniknou v zarode¢nych bunkach, mohou byt pfeneseny do bun¢k
dalsi generace, zatimco mutace v buiikach somatickych se dale nepienaseji. Genotoxicke latky,
které zpusobujici mutace zarodeénych bunék zaroven zpusobuji i mutace V buikach
somatickych. Tyto zmény mohou byt pfi¢inou vzniku dédiénych onemocnéni, rakoviny,
nékterych autoimunnich a degenerativnich onemocnéni, vrozenych vad a mohou mit také vliv
na reprodukci.

Ktestovani genotoxicity latek se wvyuziva velké mnozstvi kratkodobych nebo
dlouhodobych testii na sav¢ich bunécnych liniich (Williams, 1989). VSechny nové latky, které
budou dale vyuzivany ¢lovékem, musi podobnymi testy uspésné projit. Testovani se vztahuje
napf. na léky, hnojiva, domaci prostiedky, potravinova aditiva a primyslové chemikalie

(Proudlock, 2016).
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3.2  Metody testovani genotoxického ucinku latek na sav¢ich buiikach in vitro

Pomoci kratkodobych nebo dlouhodobych testl se zjistuje a hodnoti genotoxicky uc¢inek
latek, ktery milize zpasobovat poskozeni rtizného rozsahu, jak bylo popsano v predchozi
kapitole. Nejcastéji byvaji detekovany bodové mutace, mutace vzniklé posunem ¢teciho ramce,
zmény struktury a po¢tu chromozomu aj. Kromé in vitro testii na sav¢ich bunkach existuji
I dalsi postupy, kdy se dané latky testuji na kulturach kvasinek, bakterii nebo octomilkach
(Smart, 2004; Young, 2002). Tyto organismy se od sav¢ich bun¢k znaéné lisi. Stejna latka tak
miiZze vyvolat odlisnou odpovéd’ v rozdilnych organismech a nemusi byt odhalen genotoxicky
potencial latky a jeji vliv na ¢lovéka (Johnson, 2012).

Mezi zakladni in vitro testy vyuzivané ke zjiStovani genotoxického potencialu latek
na savéich bunéénych liniich patii: hypoxantinguaninfosforibosyltrasferazovy mutacni
experiment, thymidinkinazovy test, mikrojaderny test, Chromozomovy aberacni test, kometovy
test a test vymény sesterskych chromatid. Uvedené testy jsou podrobnéji popsany

V nasledujicich podkapitolach.

3.2.1 Hypoxantinguaninfosforibosyltrasferazovy muta¢ni experiment (Hypoxanthine-

guanine phosphoribosyltransferase assay, HPRT/HGPRT assay)

HPRT mutaéni experiment je vyuzivan K detekci genovych mutaci v sav¢ich burikach.
Pomoci tohoto experimentu Ize testovat mnoho potencidlné genotoxickych latek zpiisobujicich
mutace v HPRT genu (Johnson, 2012), ktery se nachazi na dlouhém raménku chromozomu X.
HPRT gen kdduje enzym hypoxaninguaninfosforibosyltrasferazu (HPRT). Tento tzv.
cytoplazmaticky enzym, neni pro bunku esencidlni a jeho mnozstvi v buiice odpovida
0,005-0,04 % vsech proteinti. Vyskytuje ve vSech sav¢ich burnikach (Stout et Caskey, 1985), ale
nejvyssi aktivita byla pozorovana v mozku a varlatech (Saigal et al., 2006). HPRT spole¢né
s adeninfosforibosyltransferazou (APRT) hraji dualezitou roli v metabolismu purinovych
nukleotidu, konkrétné pii zachranné (recykla¢ni nebo Settici) syntéze tzv. ,,salvage pathway*.
Tato reakce je pro bunku energeticky vyhodné€jsi nez syntéza nukleotidti de novo. Z tohoto
diivodu je az 90 % purinovych bazi recyklovano a znovu pouzito k syntéze nukleotidii. Ukolem
HPRT pii zachranné syntéze nukleotidi je pfeména hypoxantinu a 5’-fosforibosyl-1-
pyrofosfatu (PRPP) na inosinmonofosfat, guaninu a PRPP na guanosinmonofosfat. Béhem
reakce dochazi k uvolnéni difosfatu. APRT pak katalyzuje pfeménu adeninu a PRPP na
adenosinmonofosfat (Stout et Caskey, 1985). Metabolismus purinovych nukleotidi je

podrobnéji znazornén na obr. 1.
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Obr. 1 Metabolismus purinovych nukleotidt (ATP: adenosintrifosfat,
ADP: adenosindifosfat, PRPP: 5’-fosforibosyl-1-pyrofosfat, GMP: guanosinmonofosfat,
HPRT: hypoxantinguaninfosforibosyltransferaza, IMP: mosinmonofosfat,
AMP: adenosinmonofosfat, APRT: adeninfosforibosyltransferaza, pievzato z: Torres et Puig,
2007 a upraveno).

Poruchy enzymové aktivity HPRT maji za nasledek vznik riznych syndromi (Seegmiller
et al., 1967). Uplny deficit HPRT vede ke vzniku dédi¢ného Lesch-Nyhanova syndromu, ktery
byl poprvé popsan v roce 1964 (Lesch et Nyhan, 1964). Projevuje se hyperurikémii (zvySenou
produkci kyseliny moc¢ové), kieCemi, mentalni retardaci, hyperreflexii a sebeposkozovanim.
Casteény deficit HPRT je pii¢inou vzniku Kelley-Seegmillerova syndromu, ktery se projevuje
hlavné vznikem dny, ale nedochazi k neurologickému postizeni (Saigal et al., 2006).

HPRT mutacni experiment poprvé provedli Furth et al. (1981) na lidské lymfoblastoidni
bunééné linii kultivované v mikrotitraénich destickach. K experimentu je dale vhodné pouzit
napf. buné¢né linie CHO, V79, L5178Y, AS52 nebo TK6 (OECD, 2015a). Buiiky musi mit
jednu funkéni kopii genu kodujici HPRT (Anonymous 1), jsou pro HPRT hemizygotni
(Keohavong et al., 2005). Vybér téchto bunék se provadi pomoci HAT média (Monnat, 2009),
které bylo poprvé pouzito vroce 1962 W. Szybalskim a jeho zenou. Médium je slozeno
z aminopterinu, hypoxantinu a thymidinu. Aminopterin inhibuje syntézu nukleotidti de novo.

Ptitomnost thymidinu a hypoxantinu v HAT médiu umoziuje buiikdm s funkénim HPRT
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genem piezit. Bunky s mutaci v HPRT genu z divodu zablokovani obou cest biosyntézy
nepiezivaji (Bigda et Koszaltka, 2013).

HPRT muta¢nim experimentem lze detekovat 6-thioguanin (6-TG) nebo 8-azaguanin
(8-AG) rezistentni mutanty. Bunky s funkénim HPRT genem jsou oSetfeny testovanou latkou.
V piipadé, ze testované latky zpisobi mutaci v HPRT genu, jsou tyto burniky schopné piezivat
a tvofit kolonie V pfitomnosti toxickych purinovych analogi jako je 6-TG nebo 8-AG
(Albertini, 2001). Tyto toxické analogy nejsou zabudovany do DNA, a to umoziuje bunkam
prezivat. Pokud testovana latka nezplisobi mutaci v HPRT genu, dojde u téchto bunéck

k inkorporaci 6-TG/8-AG do DNA a burniky nepiezivaji (Johnson, 2012).

3.2.2 Thymidinkinazovy test (Mouse Lymphoma Assay, MLA)

Thymidinkinazovy test je jednim z nejpouzivangjSich in vitro genotoxickych testl
k detekci genovych mutaci zpusobenych testovanou latkou. Je zndm i pod nazvem Mouse
Lymphoma Assay (Johnson, 2012), jelikoz se Kk testovani vyuziva mysi lymfoidni buné¢na linie
L5178Y (TK™). Enzym thymidinkindza (TK) je kodovan genem, ktery se nachazi
na chromozomu 11 a stejné jako HPRT se ucastni metabolismu nukleotidd a neni pro bunku
esencialni (Lloyd et Kidd, 2012). Testovanim chemickych latek na sav¢ich butikach lze zjistit
indukované mutace v lokusu genu kédujiciho thymidinkinazu u bunééné linie L5178Y (TK*).
Tyto bunky maji pouze jednu funk¢ni kopii daného genu (Applegate et al., 1990).

Po osetfeni bunééné linie L5178Y (TK™) potencialni genotoxickou latkou jsou buiiky
selektovany pomoci toxického pyrimidinového analogu napi. trifluorothymidinu (TFT,
Anonymous 2). TFT je toxicky analog thymidinu a po za¢lenéni do DNA zpusobuje inhibici
bunééného metabolismu a zastaveni bunééného déleni (OECD, 2015b). Buiky, v nichz doslo
vlivem testované latky k mutaci v TK genu (TK™), jsou rezistentni k TFT a maji schopnost
prezit a tvofit kolonie V jeho pfitomnosti. Pokud testovana latka nezpusobila mutaci v TK genu
a bunky tak maji TK gen funkéni (TK*"), je TFT inkorporovan do DNA a v jeho pfitomnosti
buriky neptezivaji (Johnson, 2012). Na zakladé¢ toho, jaky typ mutace testovana latka zpusobila,
tvofi bunky s mutaci v TK genu malé (<0,6 mm) nebo velké (>0,6 mm) kolonie (Moore et
Doerr, 1990). Burky tvofici malé kolonie rostou pomaleji a testovana latka zde zapficinila
vznik chromozomovych aberaci, které postihuji i chromozom 11. Naopak velké kolonie bun¢k
rostou stejnou rychlosti jako TK*" buiiky a testovana latka vyvolala bodové mutace (Clements,
2000). Kolonie se mezi sebou lisi také vzhledem. Velké kolonie maji hladky okraj a nevytvaii

takové shluky jako malé kolonie s nerovnomérnym okrajem (viz obr. 2) (Lloyd et Kidd, 2012).
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Obr. 2: Kolonie vzniklé pii thymidinkinazovém testu (a) velké kolonie s hladkym okrajem,

(b) malé kolonie s nerovnomérnym okrajem (pievzato z: Lloyd et Kidd, 2012).

HPRT mutacni experiment a thymidinkindzovy test jsou zalozeny na velmi podobném
principu, piesto jsou mezi nimi urcité rozdily (Williams, 1989). Frekvence spontannich mutaci
je vétsinou nizsi v HPRT genu nez v TK genu. V HPRT genu je vysoky podil mutaci letalni
(Johnson, 2012). Schématické znazornéni principu HPRT mutaéniho experimentu

a thymidinkinazového testu je v ptiloze 1.

3.2.3 Invitro mikrojadrovy test (In vitro micronucleus test, MNvit)

Mikrojadrovy test je relativné jednoduchd a rychlda metoda, kterd byla navrzena
W. Schmidem v roce 1975 (Schmid, 1975). Vyuziva se K in vitro detekci poskozeni na tirovni
chromozoému, které je zptsobené testovanou latkou (Doherty, 2012). Mikrojadrovy test mtize
byt proveden také in vivo (OECD, 2016a).

K experimentu se vyuzivaji pfevazn¢ myeloblasty, erytroblasty a myelocyty (Schmid,
1975). Pfi testovani je dulezité, aby v téchto buikach osetfenych testovanou latkou probé&hlo
bunééné déleni. Pokud ma testovana latka klastogenni Gi€inky, jejim vlivem dochazi v bunce
napf. ke zlomiim chromozomil a vznikaji fragmenty. Nasledkem plisobeni aneugenni latky je
ztrata celych chromozomi, ktera vede k aneuploidii (Doherty, 2012). Na vzniklé fragmenty
nebo opozdéné chromozomy se neupina délici vieténko a nejsou tak tazeny k opacnym polim
buriky. Nasledné se v telofazi bunééného cyklu vytvoii okolo fragmenti bez centromery
(acentrickych chromozomit) nebo celych opozdénych chromozomii membrana a vznikne utvar,
ktery je mensi nez hlavni jadro tzv. mikrojadro. Mikrojadro je viditelné v interfazi a je
ptenaSeno do dcefinych bunék (viz obr. 3 a) (Fenech, 2000). Tyto utvary maji ovalny nebo
kulaty tvar, jejich pramér se pohybuje v rozmezi 1/16-1/3 priméru hlavniho jadra a intenzita

zbarveni mikrojader je vétSinou podobna jako u jadra. Mikrojadra nesmi byt spojena s hlavnim
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jadrem a Vv pripad¢, Ze se dotykaji, musi byt mezi nimi zietelna hranice (Fenech et al., 2003).
V erytrocytech jsou mikrojadra znama pod nazvem Howell-Jollyho téliska (Doherty, 2012).

Test muze probihat i v pfitomnosti cytochalasinu-B (Cyt-B), tzv. cytokinezi blokujici
mikrojaderny test (cytokinesis-blok micronucleus assay; Fenech, 2000). Cyt-B je inhibitor
cytokineze, tj. cytoplazmatického déleni (Estensen, 1971). U bunék, které prosly jadernym
délenim, inhibuje polymeraci aktinu, ktery je potfebny k vytvoteni kontraktilniho prstence mezi
sesterskymi jadry. Neprob€hne tak rozdéleni bun¢k a vznikaji dvoujaderné bunky. V téchto
buiikach mohou byt nékdy kromé mikrojader pozorovany mezi jadry nukleoplazmatické mosty
(NPB, viz obr. 3 b). NPB vznikaji z dicentrickych chromozému, jejichz centromery byly
V anafazi tazeny kK opacnym p6lim bunky (Fenech, 2000).

Nukleoplazmaticky most

Mikrojadro Mikrojadro

() (b)

Obr. 3: (a) Dvoujaderna burnika s mikrojadrem, (b) dvoujaderna buiika s mikrojadrem

a nukleoplazmatickym mostem (pievzato z: Fenech et al., 2003).

Schematicky je vznik mikrojader a NPB znazornén na obr. 4.
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Obr. 4: (a) Opozdény chromozom nebo fragment Ize v interfazi pozorovat jako mikrojadra
Vv piipadé, Ze neprobéhl standardni rozchod chromozomt k polim bunky, (b) tvorba NPB
z dicentrického chromozomu, jehoZz centromery byly tazeny k opacnym polim buriky (prevzato
z: Fenech, 2000).
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Vyhodnoceni mikrojader se provadi pomoci mikroskopu, automatické obrazové analyzy
nebo prutokového cytometru (Varga et al., 2004). K identifikaci klastogenniho nebo
aneugenniho Gc¢inku testované latky se pouziva metoda fluorescenéni in situ hybridizace
(FISH). Pomoci znafené sondy lze zjistit, zda mikrojadra obsahuji pouze fragmenty

chromozomi nebo cely chromozom (Migliore et al., 1996).

3.2.4 Chromozomovy abera¢ni test (Chromosome Aberration Test)

Ke zjisténi, zda testovand latka zplisobuje strukturni aberace chromozomt, se pouziva
in vitro chromozomovy aberaéni test (Clare, 2012). Latky zpusobujici poskozeni chromozomui
se nazyvaji klastogeny. Vlivem klastogenti mohou vznikat chromatidové nebo chromozomové
aberace (Savage 1976). Castdji se vyskytuje chromatidovy typ aberace (OECD, 2016b),
pro ktery je charakteristické poskozeni pouze jedné chromatidy na konci S nebo v Gz fazi
bunééného cyklu. Sleduje se vytvoteni mezer (,,gaps“, viz obr. 5 a), nebo zlomu a vzniku
acentrického fragmentu (viz obr. 5 b). Naopak chromozomovy typ aberace vznika Vv pribéhu
G1 faze bunécného cyklu. V S fazi je poskozeni pieneseno na druhé nové vzniklé vlakno (viz
obr. 5 ¢). Krom¢ zlomi mohou byt pozorovany také translokace, tvorba prstencovych nebo
dicentrickych chromozomu (Savage, 1976). Chromozomové mutace jsou spojovany Se
zna¢nym mnozstvim genetickych onemocnéni. Mohou zptuisobovat zmény v onkogenech nebo

tumor supresorovych genech a mohou byt pti¢inou vzniku rakoviny (OECD, 2016b).

(@ H (b) ’ll © i o

Obr. 5: Vznik chromatidovych aberaci (a) mezery, (b) zlomu a (¢) chromozomové aberace

(pievzato z: Clare, 2012 a upraveno).

Chromozomovy aberaéni test se provadi na sav¢ich lymfocytech periferni krve, také
mohou byt pouzity bunééné linie CHO, V79, TK6 aj. (OECD, 2016b). Lymfocyty se
Vv in vivo podminkach nedéli. Z tohoto diivodu se ke stimulaci déleni lymfocytd v in vitro
podminkach pouziva mitogen fytohemaglutinin (Clare, 2012). Bunky jsou oSetfeny testovanou
latkou a nasledné je zastaveno bunéc¢né déleni v metafazi pomoci kolcemidu nebo kolchicinu.

Metafazni chromozomy obarvené Giemsou jsou vyhodnoceny pomoci mikroskopu. Pocitaji se
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chromatidové nebo chromozomové zlomy, ale také dalsi vzniklé atvary (viz obr. 6) (OECD,

2016h).

w .

Obr. 6: Spojeni chromozomu vzniklé po 24 h od oSetfeni sacharinem sodnym 0 koncentraci

4 mg/ml (Ishidate et Odashima, 1977).

3.2.5 Kometovy test (Comet assay, Single cell gel electrophoresis, SCGE)

Dalsim testem ke stanoveni genotoxicity je kometovy test, ktery umoznuje detekovat
jednofetézcové nebo dvouretézcové zlomy DNA na trovni jednotlivych bunék (Collins
et al., 2008). Metoda byla poprvé publikovana Vroce 1984 dvojici védcii Ostlingem
a Johansonem (Ostling et Johanson, 1984). V roce 1988 Singh et al. piedstavili alkalickou
SCGE (Singh et al., 1988). Ptestoze od zavedeni tohoto testu ub&hlo mnoho let, je stale
ve fazi rustu a zdokonalovani (Collins et al., 2008). Testovani se provadi napt. na bunéénych
liniich L5178Y, TK6 nebo lymfocytech periferni krve (Burlinson, 2012) za alkalickych nebo
neutralnich podminek (Collins et al., 2008). Schéma obou variant provedeni je znazornéno
na obr. 7. Vyhodou alkalické SCGE je moznost detekovat i jednotetézcové zlomy a alkalilabilni
mista (Burlinson, 2012).

Buiky osetiené studovanou latkou jsou béhem tohoto testu opatrné sklizeny pomoci
trypsinu, nasledné smichdny s nizkotuhnouci agarézou a preneseny na mikroskopické sklicko.
Poté jsou buriky vystaveny lyza¢nimu roztoku, ktery zpusobi lyzi membran a také musi byt
odstranény proteiny ve vzorku. Na skli¢ku pak zistane pouze DNA (Fairbairn et al., 1995).
Nasleduje elektroforéza, ktera se provadi pfimo na podloznim sklicku obsahujicim vzorek.
U alkalické varianty kometového testu byva DNA pted elektroforézou denaturovana. Pokud je
ve vzorcich pfitomna poSkozend DNA, pak miiZze byt pod mikroskopem pozorovan utvar
podobny kometé, odtud pochazi nazev této metody (Klaude et al., 1996). DNA poskozena
testovanou latkou migruje v elektroforetickém gelu smérem k anodé€ a tvofi tak utvar podobny
,»ocasu“ komety, zatimco ,,hlava“ komety je tvofena neposkozenou DNA (Collins et al., 1997).

Po probéhnuti elektroforézy jsou vzorky obarveny fluorescencnim barvivem napft. ethidium
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bromidem (Ostling et Johanson, 1984), DAPI (Gedik et al., 1992) aj. a vysledky jsou

vyhodnoceny pomoci fluorescenéniho mikroskopu (Tice et al., 2000).

r/i

DNA Rejoining-Repair |

T
[ Single Cell Susperision |
'
[ Siide Preparation |

— T
| 1

“Alkaline Lysis Neutral Lysis.

[DNA Unwinding]
[ Alkaiine Electrophoresis | [Neutral Efectrophoresis|

Obr. 7: Zakladni kroky kometového testu Vv alkalickych i neutralnich podminkach (pfevzato z:
Fairbairn et al., 1995).

Tato metoda ma mnoho vyhod. PfedevS§im vykazuje citlivost i pfi nizkych hladinach
poskozeni DNA, je rychla na provedeni a vyhodou je i nizka cena. K testovani neni potieba
velkého mnozstvi bun¢k a cely experiment probiha v kratkém ¢asovém obdobi (Tice et al.,

2000). Kometovy test miize byt proveden také in vivo (Burlinson, 2012).

3.2.6 Vyména sesterskych chromatid (Sister Chromatid Exchange, SCE)

V prubéhu replikace DNA dochazi k vyméné ¢asti DNA mezi sesterskymi chromatidami
(Wilson et Thompson, 2007). K vyménam miize dochazet spontanné, ale zvysena frekvence
SCE muzZe byt spojena s pisobenim genotoxickych latek. Analog thymidinu, 5-bromo-2’-
deoxyuridin (BrdU), je pfidan do média po dobu dvou bunéénych cykli. BrdU je v S fazi
inkorporovan do nové syntetizovanych vldken DNA. Poté jsou metafdzni chromozomy

preneseny na mikroskopické sklicko a obarveny mnapi. fluorescencnim barvivem
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a vizualizovany pomoci mikroskopu. Césti chromozomu, kde je inkorporovan BrdU, se barvi
svétleji nez ostatni ¢asti chromozomu (Latt, 1974). Takovy chromozom byva ¢asto oznacovan
jako harlekynsky (viz obr. 8) (Perry et Wolff, 1974). SCE je velmi citliva metoda Kk identifikaci
chemickych mutagent (Wolff, 1977).

“ )
Harlekynsky
- -

chromozom \ '

Obr. 8: Harlekynsky chromozom vznikly vymé&nami sesterskych chromatid po oSetieni bunék

sacharinem (ptevzato z: Wolff et Rodin, 1978).

3.3 Dalsi testy

Kromé¢ vySe zminénych existuji i dal§i testy vyuzivané k hodnoceni genotoxického
potencialu chemickych latek. Tato bakalarska prace je zamérena piredevsim na testy vyuzivajici
savCi bunky. I presto bych vSak dale zminila také Amestv test, protoze se jednd o jeden

z nejrozsifengjSich bakterialnich testli ke zjiStovani genotoxického potencialu latek.

Amesuv test (Salmonella test, Ames test)

B. N. Ames poprvé popsal tento jednoduchy bakterialni test zaloZzeny na schopnosti
testovanych latek vyvolat reverzni (zpétné) mutace u mutantniho kmene Salmonella
typhimurium s defektni biosyntézou histidinu (his-). Z toho vyplyva, ze tento bakterialni kmen
neni schopen riist na médiu bez obsahu histidinu. V ptipadé€, Ze bude testovana latka mutagenni,
dojde k reverzni mutaci a mutované bakterie budou schopny si samy syntetizovat histidin,
a tudiz tvofit kolonie na médiu bez piidavku histidinu (Mortelmans et Zeiger, 2000). Pomoci
testu lze urcit latky, které zpusobuji bodové mutace napi. delece, substituce a adice (OECD,
1997).
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34 Uméla sladidla

V této kapitole jsou popsany latky, které patii do prvni generace umélych sladidel.
V experimentalni ¢asti bakalatské prace byla pouzita sladidla aspartam a sacharin k testovani
genotoxicity pomoci HPRT muta¢niho experimentu.

Uméla sladidla jsou syntetické slouceniny, které maji sladkou chut’ (Vrbova, 2001). Patii
mezi potravinaiské pridatné latky neboli aditiva (Klescht et al., 2006). Lze je rozdélit
na kalorickéd a nizkokaloricka sladidla. Mezi kaloricka sladidla patii zejména polyalkoholy jako
jsou sorbitol, mannitol a xylitol, které maji podobnou sladivost jako cukr (Whitehouse et al.,
2008). Nizkokaloricka sladidla jsou nékolikanasobné sladsi nez cukr, ale bez kalorii, proto se
vyuzivaji hlavné v potravinaiském primyslu jako levnéj$i ndhrazka cukru. Nezptsobuji tvorbu
zubniho kazu a jsou vhodna pro lidi trpici nadvahou nebo diabetiky (Vrbova, 2001). Jejich
spotfeba celosvétové stoupa (Copikova et al., 2013) a o piipadnych negativnich G&incich
umélych sladidel na lidsky organismus je vedeno mnoho spekulaci. Nékteti védci upozornuji
na to, ze umela sladidla mohou byt pfi¢inou celé fady onemocnéni jako je napft. leukemie,
lymfomy a dalsi typy rakovinovych onemocnéni, Parkinsonova a Alzheimerova choroba,
autismus nebo systémovy lupus erythematodes (Whitehouse et al., 2008).

Miizeme se setkat i s rozdélenim umélych sladidel na sladidla prvni generace, kam se fadi
aspartam (E951), cyklamat (E952) a sacharin (E954). Druhou skupinou jsou sladidla druhé
generace, kam patii acesulfam-K (E950), sukralosa (E955) a mnoho dalSich (Vrbova, 2001;
Weihrauch et Diehl, 2004). Nékteré zminéné latky jsou podrobné&ji popsany v nasledujicich
tfech podkapitolach.

3.4.1 Sacharin

Sacharin je prvnim objevenym umélym sladidlem. Byl objeven dvéma védci:
Constantinem Fahlbergem a Ira Remsenem v roce 1879 (Remsen et Fahlberg, 1879). Sacharin
je nahotkla latka bez kalorii a je 200-700x sladsi nez cukr (Whitehouse et al., 2008). Z divodu
jeho nahotklé chuti se sacharin kombinuje s jinymi sladidly. Vysledkem je potlaceni nezadouci
chuti a sm€s ma také vyssi sladivost (Vrbova, 2001). Po chemické strance je sacharin imid
2-sulfobenzoové kyseliny (Dolezal, 2009) a synteticky se vyrabi ztoluenu. Nejcastéji se
pouzivaji jeho sodné, vapenaté nebo draselné soli, které jsou ozna¢eny mezinarodnim koédem
E954 (Vrbova, 2001). Jejich strukturni vzorce jsou zndzornény na obr. 9. V téle neni sacharin
vstifebavan a je vylucovan v nezménéné podob¢ (Whitehouse et al., 2008). Sacharin je soucasti
nealkoholickych napoji, cukrovinek, nizkokalorickych potravin, zvykacek, omacek,
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marmelad, vitaminovych ptipravkd, ale vyskytuje se také v hygienickych pottebach, jako jsou
zubni pasty nebo ustni vody (Arnold, 1984). Prijatelna denni davka (ADI) je 5 mg na kg télesné
hmotnosti (Whitehouse et al., 2008).

Genotoxické u¢inky sacharinu na ¢lovéka nebyly zcela prokazany. Byla v§ak provedena
fada studii, pti kterych bylo zjisténo, ze tato latka zplsobuje rakovinu u pokusnych zvitat,
zejména pak rakovinu mocového méchyfe. Dalsi studie, ale tato tvrzeni vyvraceji. Piesto
americky Ufad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) v roce 1977 doporuéil zdkaz pouzivani
sacharinu, jelikoz mize zpisobovat rakovinu. Sacharin nebyl uplné zakazan, pouze potraviny
obsahujici sacharin musely byt oznaceny napisem, ze obsahuji dané umélé sladidlo. Jelikoz
nebyl negativni vliv sacharinu zcela potvrzen, americké Ministerstvo zdravotnictvi v kvétnu
roku 2000 odstranilo sacharin ze seznamu karcinogenii. V Ceské republice je povoleno
pouzivat sacharin v omezeném mnozstvi (Vrbova, 2001), ale napt. v Kanad¢ je sacharin uplné

zakazéan (Arnold, 1983).
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Obr. 9: Strukturni vzorce (a) sacharinu, (b) sacharinu sodného, (c) sacharinu vapenatého

(pfevzato z: International Agency for Research on Cancer, 1980).

3.4.2 Cyklamat

Michael Sveda, student Univerzity lIllinois, objevil cyklamat v roce 1937 (Hunt et al.,
2011). Cyklamat je spole¢né oznaceni pro kyselinu cyklamovou nebo jeji sodnou ¢i vapenatou
stl. Strukturni vzorce kyseliny cyklamové a jejich soli jsou znazornény na obr. 10. FDA v roce
1951 schvalil uvedeni cyklamatu sodného na americky trh (Bopp et al., 1986). Tato latka je
oznac¢ena mezinarodnim kodem E952. Ma slabé chemicky sladkou chut a je 30-60x sladsi nez
cukr. Vétsinou se pouziva cyklamat v kombinaci se sacharinem a vysledkem je smés s vyssi
sladivosti (Vrbova, 2001). ADI cyklamatu bylo stanoveno na 0-7 mg na kg télesné hmotnosti
(European Commission, 2000).

V roce 1970 byla zjiSténa spojitost mezi konzumaci cyklamatu a zvySenim vyskytu

rakoviny mocového méchyie u mysi (Price et al., 1970). Od tohoto roku je pouzivani této latky
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ve Spojenych statech americkych a v dalSich zemich svéta zakazano (Takayama et al., 2000).
Kromé samotného cyklamatu byly studovany i jeho metabolity. Cyklamat je v téle pfeménovan
na cyklohexylamin, ktery je toxicky a mize tak zptisobovat nezadouci G¢inky (Renwick, 1986).
Nebylo vsak pfimo prokazano, ze cyklamat nebo jeho metabolity by mohly byt pfi¢inou
nadorového bujeni. Uvadi se, Ze spiSe miize zvySovat silu jinych karcinogeni. V Ceské
republice je podle vyhlasky ¢. 4/2008 Sb. pouziti kyseliny cyklamové a jeji sodné nebo vapenaté

soli jako ptidatnych latek v potravinach povoleno.
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Obr. 10: Strukturni vzorce: (a) kyseliny cyklamové, (b) cyklamatu sodného, (¢) cyklamatu

vapenatého (pievzato z: International Agency for Research on Cancer, 1999).

3.4.3 Aspartam

Aspartam byl objeven vroce 1965, je to dipeptid schemickym nazvem
a-L-aspartyl-L-fenylalanin 1-methylester (Renciizogullar1 et al., 2004). Jeho strukturni vzorec
je znazornén na obr. 11. V roce 1981 FDA schvalil aspartam jako stolni sladidlo a byl uveden
na trh pod nazvem NutraSweet (Weihrauch et Diehl, 2004). Je 200x slad$i nez sachar6za
(Whitehouse et al., 2008) a pouziva se jako sladidlo pfi vyrobé Zvykacek, pudinki, jogurtd,
zelatin, napoja, 1éka atd. (Renciizogullar1 et al., 2004) nebo jako latka pro zvyraznéni chuti.
Nevyhodou je, Ze aspartam zvysSuje chut’ k jidlu. Je dostupny v tabletach nebo sypkych smésich
a ma mezinarodni oznac¢eni E951 (Vrbova, 2001). ADI aspartamu bylo stanoveno na 50 mg na
kg télesné hmotnosti (Whitehouse et al., 2008).

Stejné jako u vySe zminénych umélych sladidel nebyla genotoxicita aspartamu
jednoznaéné prokazana. Pomoci fady studii na mysich, psech a kralicich bylo zjisténo, ze je
genotoxicita velmi nizka. Pti zahfivani na vysokou teplotu je aspartam rozkladan
na fenylalanin, methanol a kyselinu asparagovou, ptipadné mtze vznikat diketopiperazin.
Pfi testovani tohoto metabolitu nebyla pozorovana zvysSena toxicita (Ishii et al., 1981). Vznikly
fenylalanin mtze vyvolat problémy u lidi, ktefi maji poruchu metabolismu fenylalaninu tzv.
fenylketonurii. Z tohoto diivodu potraviny obsahujici aspartam musi byt specialné oznaceny
(Marinovich et al., 2013). Dalsim metabolitem je metanol, ktery se rozklada na formaldehyd.

Ten podle neékterych studii mize byt pti¢inou vzniku rakoviny (Schwartz, 1999).

22



0

O
N I Vi

C—CH—~—CH—C—NH—CH—C

o’ [ o
CH,

Obr. 11: Strukturni vzorec aspartamu (pfevzato z: Medeiros et al., 2008).
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4.1

4.2

Material a metody
Chemikalie

Médium DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Biosera) s piidavkem 10%
fetalniho bovinniho séra (FBS) a antibiotik: 10 U/ml penicilinu a 10 pg/ml
streptomycinu (Sigma-Aldrich)

Trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich)

Ethylmethansulfonat (Fluka)

Chlorid sodny (Sigma-Aldrich)

Chlorid draselny (Sigma-Aldrich)

Hydrogenfosfore¢nan sodny (Sigma-Aldrich)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Sigma-Aldrich)

Trypanova modi (Duchefa)

Uhlic¢itan sodny (Sigma-Aldrich)

Methanol (Penta)

6-thioguanin (Sigma-Aldrich)

Tablety aspartamu (IRBIS, spol. s.r.o)

Tablety sacharinu (FAN sladidla, Ceska republika)

PouZzité roztoky

Zasobni roztok fosfatového pufru (PBS) 10x pH 7,4:

150mmol/I1 chlorid sodny

2mmol/I chlorid draselny

10mmol/l hydrogenfosfore¢nan sodny

2 mmol/l dihydrogenfosfore¢nan draselny
1% roztok methylenové modfi:

1 g modfi rozpustit ve 100 ml 50% methanolu
0,5% roztok uhli¢itanu sodného:

0,1 g uhli¢itanu sodného rozpustit ve 20 ml dH-O
Zasobni roztok 6-thioguaninu ¢ = 500 pg/ml:

rozpustit 2,5 mg v 5 ml 0,5% roztoku uhli¢itanu sodného

zasobni roztok prefiltrovat
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4.3  Biologicky material

K provedeni HPRT muta¢niho experimentu byla pouzita bunécna linie V79-4 odvozena od
fibroblastt kiecika ¢inského (ATCC, CCL-93). Tato bun&na linie byla zvolena na zakladé
informaci ziskanych z odbornych publikaci. Dalsi typy bunécnych linii, které¢ lze pouzit

k HPRT mutaénimu experimentu, jsou uvedeny v ptiloze ¢. 2.

4.4 Kultivace bunék

Bunky V79-4 byly kultivovany v médiu DMEM s piidavkem 10% FBS, 10 U/ml
penicilinu a 10 pg/ml streptomycinu. Bunky byly drzeny v inkubatoru pii teploté 37 °C
a atmosféte s 5% obsahem CO,. Pti praci s bunikami bylo nutné dodrzovat aseptické podminky.
Po dosazeni 85-95% konfluence byly tyto adherentni buriky pasazovany za pomoci trypsinu dle
standartniho protokolu. Kultivaéni médium a fosfatovy pufr (PBS) byly pfed zacatkem prace
piedehtaty na 37 °C. Buriky v plastové kultivaéni 1ahvi T75 (plocha dna 75 cm?, TPP) byly
zkontrolovany pod mikroskopem a pfeneseny do laminarniho boxu. Z ldhve bylo odstranéno
staré médium a buriky byly oplachnuty 2 ml PBS, ktery byl hned odsat. K bunikam byl pfidan
1 ml roztoku trypsin-EDTA a kultiva¢ni lahev byla vloZena na 4-5 min do inkubatoru.
Po uplynulé dob¢ byly bunky opatrné sklepany z kultivaéniho povrchu a bylo pfidano 5 ml
média S obsahem séra, aby byl zastaven Géinek roztoku trypsinu. Opétovnym nasavanim
a vysavanim bunék doslo k rozvolnéni bunéénych shlukii a vzniku bunééné suspenze. Do nové
kultiva¢ni lahve bylo pipetovano 13 ml ¢erstvého média a 1 ml bunééné suspenze s obsahem

10° bunek. Kultivaéni ldhev byla poté uloZena do inkubatoru.

4.5 Pocitani bunék

K vyseti pfesného poctu bunék potiebnych pro provedeni experimentli bylo nezbytné dané
buniky nejprve spocitat. Odebrany vzorek bun€k byl obarven trypanovou modii v poméru 1:1
(buné¢na suspenze : trypanova modf) a pipetovan na specialni sklicko, které bylo poté vlozeno
do automatické pocitacky (TC20 automated cell counter, Bio-Rad Laboratories, USA). Celkovy
pocet bunck a procento Zivych bun€k bylo vyhodnoceno pfistrojem automaticky na zakladé
analyzy obrazu. Zivé buiiky nemaji porusenou cytoplazmatickou membranu a barvivo tak
nepronika do bunky, pfipadné je z intracelularniho prostoru aktivné transportovano ven.

Naopak mrtvé buinky maji cytoplazmatickou membranu poskozenou, barvivo pronika
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a hromadi se v bunice. Pod mikroskopem lIze tyto buiky vidét intenzivné modie zbarvené

(Freshney, 2005).

4.6 Optimalizace po¢tu bunék

Na tfi Petriho misky (@ 6 cm) bylo vyseto 100, 200 a 300 bunék v 5 ml média. Bunky byly
inkubovany sedm dni, béhem kterych nebyly pasazovany. Nésledné¢ byly vzniklé¢ kolonie

obarveny, spoc¢itany a byla uréena schopnost bun¢k tvofit kolonie (,,Plating efficiency®, PE).

4.7 HPRT muta¢ni experiment na buné¢né linii V79-4

Buiky z druhé pasaze byly po dosazeni 90% konfluence oplachnuty 2 ml PBS a byl ptidan
1 ml trypsinu. Kultiva¢ni lahev byla vloZena na 4-5 min do inkubatoru. Poté bylo k buitkam
ptidano 5 ml média a buriky byly spoéitany pomoci automatické pocitacky. Do tii Petriho misek
(@ 10 cm) bylo vyseto 1 x 10° bungk v 8 ml média. Buiiky byly kultivovany 48 h. Po uplynuti
této doby byly buriky na jedné misce oSetieny umélym sladidlem (aspartamem s koncentraci
2 mg/ml nebo sacharinem o koncentraci 1,8 mg/ml). K bunkam pozitivni kontroly na dalsi
misce byl pfidan Sumol/l ethylmethansulfonat (EMS). Bunky negativni kontroly na tieti misce
byly drzeny pouze v ristovém médiu. OSetfené buiiky byly kultivovany pii 37 °C v 5%
atmosféie CO2 po dobu 2 hod. Poté byly buiky uvolnény od kultivaéniho povrchu za pouziti
trypsinu a spocitany. Nésledné bylo do t¥i Petrino misek (@ 10 cm) vyseto 3,5 x 10° bungk
v 8 ml média pro kazdou testovanou latku. Buiky byly inkubovany po dobu sedmi dnt
a pasazovany dle potfeby. Dale bylo pro kazdou testovanou latku vyseto 100 bunék na tii
Petrino misky (@ 6 cm) v 5 ml média pro stanoveni PE bunék (,,plating* I). Buiky na Petriho
miskach (@ 6 cm) byly inkubovany sedm dni, béhem kterych nebyly pasazovany. Den, kdy
byly provedeny tyto kroky, je povazovan za den prvni.

Sesty den byly buiiky jedné kvality na Petriho miskach (@ 10 cm) smichany a spogitany.
Nasledné bylo do tii Petriho misek (@ 10 cm) vyseto 3,5 X 10° bun&k v 8 ml média pro dalsi
kultivaci. Tyto buriky byly inkubovany po dobu sedmi dni a pasazovany dle potteby. Dale
bylo do tii Petriho misek (@ 6 cm) vyseto 100 bunék v 5 ml média pro stanoveni PE po sedmi
dnech kultivace (,,plating I1). Pro detekci mutaci bylo do péti Petriho misek (@ 10 cm) vyseto
2 x 10° bunék v 8 ml média. Tyto buiiky byly inkubovany 2 h a poté byl pfidian 37umol/l 6-TG.

Po oSetfeni toxickym analogem purinovych nukleotid 6-TG byly butiky inkubovany deset dn.
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Osmy den byl vyhodnocen ,plating | a Petriho misky (@ 10 cm) s buiikami uréené
pro dalsi kultivaci z Sestého dne byly vyuzity k dalsi ¢asti experimentu. Na tii Petriho misky
(® 6 cm) bylo vyseto 100 bun€k v 5 ml média pro stanoveni PE po sedmi dnech kultivace
(,,plating* III). Pro detekci mutaci bylo na pét Petriho misek (¢ 10 cm) vyseto 2 x 10° bunék
v 8 ml média. Buiiky byly inkubovany 2 h a poté byl pfidan 37umol/l 6-TG. Po oSetieni 6-TG
byly bunky kultivovany deset dnd.

Ttinacty den byl vyhodnocen ,plating* 1l a patnacty den byl vyhodnocen ,,plating IlI.
Sestnacty den byly vyhodnoceny kolonie na Petriho miskdch (@ 10 cm) z $estého dne.

Osmnacty den byly vyhodnoceny kolonie na Petriho miskach (@ 10 cm) z osmého dne.

4.8 Stanoveni schopnosti bunék tvorit kolonie a hladiny mutaci

Po provedeni experimentu byla u bun¢k nejdiive zjisténa jejich schopnost tvoti kolonie po
oSetieni testovanou latkou. PE byla stanovena i u neosSetienych kontrolnich bun¢k. Sedm dni
od osetieni bunék testovanou latkou byly vzniklé kolonie na Petriho miskach (@ 6 cm) obarveny
1% roztokem methylenové modii v 50% methanolu. Do kazdé misky bylo ptidano 250 ul
roztoku barviva. Po 30 min bylo barvivo odstranéno a miska byla opatrné vyplachnuta vodou
pomoci stiicky. Poté byly spocitany vytvotené kolonie. Na zakladé poctu vzniklych kolonii
byla vypocitana schopnost bunék tvofit kolonie podle nasledujiciho vzorce. Hodnota PE je
vyjadiena v procentech.

ocet vytvorenych kolonii
PE = p y y

pocet vysetych bunék

Z hodnot PE byl vypocitan faktor R jako podil PE oSetienych a PE neoSetfenych bunék

vynasobeno sto. Hodnota faktoru R se uvadi v procentech.

PE oSettenych bunék

R x100

~ PE neosetienych bunék

Kolonie bunék na Petriho miskach (@ 10 cm) pro detekci mutaci byly obarveny 400 pl
1% roztoku methylenové modii v 50% methanolu a postupovalo se stejné jako bylo popsano
vyse. Kolonie byly spoditany a podle nasledujiciho vzorce byla stanovena hladina 6-TG
rezistentnich a spontannich mutaci na 1 x 10° bungk. Cim je vysledné &islo hladiny mutaci
u buné¢k oSetfenych testovanou latkou vyssi ve srovnani s pozitivni kontrolou, tim vice je latka

mutagenni.
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) . pocet kolonii vytvorenych po oSetreni X100 % 5
hladina mutaci = - - - X 10
1 x 106 (pocet vysetych bunék)x PE

Nasledné byla vypocitana frekvence mutaci jako podil hladiny mutaci oSetfenych a kontrolnich

bunék neboli také podil indukovanych a spontdnnich mutaci.

hladina mutaci oSetrenych bunék

rekvence mutaci = - - y "
f hladina mutaci kontrolnich bunék
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S) Vysledky

Pocet bun€k urcenych ke stanoveni schopnosti bun¢k tvofit kolonie (,,Plating efficiency*,
PE) se v riznych publikacich lisil i s ohledem na pouzitou buné¢nou linii. Ve vét§iné piipada
bylo pouzito 300 bunék. Z téchto diivoda byla pred samotnym HPRT muta¢nim experimentem
provedena optimalizace poc¢tu bunék. Na tfi Petriho misky (@ 6 cm) bylo vyseto 100, 200 a 300
bunék. V piipad¢, ze bylo pouzito 300 bunk, bunky zacaly ptertstat a kolonie byly tézko
pocitatelné (viz obr. 12, miska 1). Na zaklad¢ této optimalizace bylo v dalSich experimentech

pro stanoveni PE pouZito 100 bun¢k.

Obr. 12: Optimalizace poc¢tu bun¢k ke stanoveni schopnosti bunék tvofit kolonie.

Legenda:

1. 300 vysetych bunék.
2. 200 vysetych bunék.
3. 100 vysetych bunék.

Pomoci HPRT muta¢niho experimentu byl studovan genotoxicky potencial aspartamu
a sacharinu na bunécné linii V79-4 odvozené od fibroblastii kieCika ¢inského. Bunky byly
oSetfeny aspartamem o koncentraci 2 mg/ml nebo sacharinem o koncentraci 1,8 mg/ml. Jako
pozitivni kontrola byl pouzit Sumol/l ethylmethansulfonat (EMS). EMS je silny mutagen,
a tudiz byl v pouzité koncentraci efektivni. K selekci 6-thioguanin (6-TG) rezistentnich mutaci
byl pouzit toxicky analog guaninu 37pumol/l 6-TG. U kontrolnich bunék a bunék osettenych
testovanymi latkami nebo EMS byla do sedmidenni kultivaci stanovena jejich schopnost tvofit
kolonie (PE). To vedlo k zjisténi, zdali testovana latka tuto schopnost ovlivnila. Po desetidenni
inkubaci bunék s testovanymi latkami a 6-TG byla vyhodnocena hladina mutaci. Schopnost
bunék tvofit kolonie byla stanovena celkem tfikrat a vyslednd hodnota je primérem tii
nezavislych méfeni. Hladina mutaci byla stanovena ve dvou opakovanich a vysledek je rovnéz

primérem hodnot dvou nezavislych méteni.
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Vysledky testovani aspartamu na bunééné linii V79-4 byly zaznamenany do tab. 1.
Schopnost neosetienych kontrolnich bun€k tvofit kolonie byla 89,8 %. Buiky oSetfené
aspartamem mély PE 93,9 %. Srovnanim téchto hodnot bylo zjisténo, ze pouzitd koncentrace
aspartamu neovlivnila schopnost bun¢k tvofit kolonie. Bunky osetfené 5S5umol/l EMS
vykazovaly podle ocekavani niz§i PE ve srovnani s neoSetfenymi bunkami kontroly.
Po desetidenni inkubaci bun¢k byla vyhodnocena hladina 6-TG rezistentnich a spontannich
mutaci, ktera byla stanovena na 1 x 10° bungk. U bunék osetienych aspartamem byla hladina
mutaci ptiblizné dvakrat zvysena (viz obr. 13, miska 3) oproti kontrolnim neosetfenym bunkam.
Frekvence mutaci vyvolanych u bunék oSetienych aspartamem byla vSak niz§i nez u bunék
oSetfenych EMS. U téchto bunék byla podle o¢ekavani hladina mutaci vyssi (viz obr. 13, miska
2) ve srovnani s neoSetienymi kontrolnimi buiikami i bunkami oSetfenymi aspartamem.

Ze ziskanych dat Ize usoudit, ze aspartam 0 koncentraci 2 mg/ml neni tak vyrazné genotoxicky.

Tab. 1: Hodnoty ziskané pii testovani aspartamu na bunééné linii V79-4.

Hladina Frekvence
110 2ro
PE" [%] RT%] mutaci® mutaci’
Kontrola 89,8 £3,2 100 59+1,8 1,0
Ethylmethansulfonat
(EMS) 67,1 £ 8,6 75 27,729 4,7
Aspartam 93,9 +£3,7 100 12+£3 2,0
Legenda:

! ,»Plating efficiency — schopnost buné¢k tvorit kolonie v procentech.

2Podil PE o$etfenych a neosetienych bungk v procentech.

®Hladina 6-TG rezistentnich a spontannich mutaci stanovena na 1 x 10° bungk.
* Frekvence mutaci, podil indukovanych a spontdnnich mutaci.
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Obr. 13: Kolonie kontrolnich bunék, bun¢k negativni kontroly a bunék osetfenych aspartamem,
selektovanych v médiu obsahujicim 6-TG. Pocet nasetych bunék byl 2 x 10°.

Legenda:

1. Kontrolni buriky osetfené 6-TG.

2. Bunky pozitivni kontroly oSetfené EMS a 6-TG.
3. Bunky o$etfené aspartamem a 6-TG.

Vysledky testovani sacharinu na buné¢né linii V79-4 byly zaznamenany do tab. 2.
Kontrolni neoSettené bunky mély PE 78,2 %. PE bun€k oSetfenych sacharinem byla 53,2 %.
Buriky oSetfené sacharinem vykazovaly niz§i schopnost tvofit kolonie oproti buiikam pozitivni
a negativni kontroly. Dana koncentrace sacharinu zptisobila smrt nékterych vysetych bunck.
Hladina 6-TG rezistentnich mutaci a spontannich mutaci, ktera byla stanovena po deseti dnech
inkubace, byla u bunék osetfenych sacharinem (viz obr. 14, miska 3) pfiblizné 2,2X zvySena
oproti neoSetfenym bunikam kontroly. Frekvence mutaci vyvolanych u bunék oSetfenych
sacharinem byla ale niz§i nez u bunék pozitivni kontroly, které byly osettené EMS (viz obr. 14,
miska 2). Tyto buinky podle ocekavani vykazovaly vy$$i hladinu mutaci ve srovnani
s neoSetfenymi bunikami kontroly. Na zakladé ziskanych dat lze fici, ze sacharin 0 koncentraci

1,8 mg/ml zpusobil mirné zvyseni hladiny mutaci v hprt lokusu bunék V79-4.
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Tab. 2: Hodnoty ziskané pii testovani sacharinu na bunécné linii V79-4.

Hladina Frekvence
110 210,
PE [%0] R[] mutaci® mutaci’

Kontrola 782+ 18,6 100 8,6+0,7 1,0

Ethylmethansulfonat
+ +
(EMS) 67,1 £ 8,6 86 27,7+3,0 3,2

Sacharin 53,2+ 18,5 68 18,6 £ 8,0 2,2

Legenda:

! Plating efficiency — schopnost bun&k tvofit kolonie v procentech.

2Podil PE osetienych a neosetienych bunék v procentech.

*Hladina 6-TG rezistentnich a spontannich mutaci stanovena na 1 x 10° bunék.
* Frekvence mutaci, podil indukovanych a spontannich mutaci.
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Obr. 14: Kolonie kontrolnich bunék, bun¢k negativni kontroly a buné€k oSetienych sacharinem
selektovanych v médiu obsahujicim 6-TG. Pocet nasetych bun&k byl 2 x 10°.

Legenda:

1. Kontrolni buriky osetfené 6-TG.

2. Bunky pozitivni kontroly oSetfené EMS a 6-TG.
3. Bunky oSetfené sacharinem a 6-TG.

Aspartam o koncentraci 2 mg/ml neovlivnil schopnost bunék tvofit kolonie. Buiiky
oSetfené sacharinem o koncentraci 1,8 mg/ml naopak vykazovali snizenou schopnost tvofit
kolonie. Prestoze byla v obou experimentech zjisténa zvySena hladina mutaci v hprt lokusu
bunek, pouzité koncentrace umélych sladidel aspartamu a sacharinu nevykazovaly az tak

vyrazné genotoxické u€inky ve srovnani s pozitivni kontrolou.
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6 Diskuze

V experimentalni ¢asti této bakalarské prace byl sledovan genotoxicky potencial aspartamu
a sacharinu na buné¢nou linii V79-4. K testovani byla zvolena koncentrace aspartamu 2 mg/ml
a koncentrace pouzitého sacharinu byla 1,8 mg/ml. Pomoci HPRT muta¢niho experimentu bylo
zjisténo, ze pouzita koncentrace aspartamu neovlivnila schopnost bun¢k tvofi kolonie, ale
indukovala mutace v hprt lokusu bunék V79-4. ZvySeni poctu mutaci vSak nebylo nijak
vyrazné ve srovnani s bunkami pozitivni kontroly osetfenymi EMS, u kterych byla pozorovana
vyrazné zvysSend hladina mutaci. Ze ziskanych hodnot je patrné, Ze aspartam za testovacich
podminek nevyvolal u bunék vyrazné zvySeni genotoxicity. Ziskané vysledky se shoduji
s nékterymi daty dostupnymi v odborné literature.

Durnev et al. (1995) testoval koncentraci aspartamu 40 a 400 mg/kg té€lesné vahy na mysich
a neprokazal mutagenni ani klastogenni G¢inky. Ke stejnému zavéru dosli i Jeffrey et Williams
(2000) pfi testovani vlivu vybranych umélych sladidel véetné aspartamu na DNA. Podle
Butchko et al. (2002) je aspartam bezpe¢ny. Vysledky testovani aspartamu se mohou lisit
s ohledem na zvoleny test genotoxicity. Kazdy genotoxicky test je jinak citlivy, s jinou délkou
provedeni a rozdilnou specifitou. Né&které genotoxické testy umoziuji blize specifikovat
interakci testované latky s DNA, a tak piimo urcit, jestli testovana latka zptsobuje napt. bodoveé
mutace. Naopak jiné testy toto neumoznuji. Dalsim faktorem jsou testovaci podminky, je rozdil,
zda testovani probiha in vitro nebo in vivo. Vysledky mohou byt ovlivnény i vybranou
bunéénou linii nebo organismem. V neposledni fad¢ je testovani ovlivnéno zvolenym umélym
sladidlem. Pouzivané smési umélych sladidel obsahuji i fadu p¥imési, které maji zajistit vyssi
sladivost a potlaéit nepiijemné chuti sladidel, ale tyto pfimési mohou ovlivnit testovani. Dale
se mohou liSit uméla sladidla dodavana riznymi vyrobci. Z téchto diivodi mohou nékteré
literarni prameny naopak potvrzovat negativni u¢inky aspartamu. Renciizogullari et al. (2004)
testovali aspartam ve tfech koncentracich 500, 1000 a 2000 pg/ml na lidskych lymfocytech po
dobu 24 a 48 h. Aspartam indukoval chromozomové aberace Vv celém rozsahu koncentraci
a mikrojadra byla pozorovana pouze u bunck oSetfenych nejvyssi koncentraci, nicméné
aspartam nezpusoboval SCE. Soffritti et al. (2006) pozorovali karcinogenni u¢inky aspartamu
U laboratornich potkant, zejména vznik zhoubnych nadord, lymfomi, leukemie atd. uz pti
pouziti denni davky 20 mg aspartamu na kg télesné vahy. AlSuhaibani (2010) testoval
koncentrace 3,5; 35 a 350 mg aspartamu na kg télesné vahy na kostni dieni mysi. Koncentrace
35 a 350 mg/kg télesné vahy zpisobily chromatidové aberace, nicméné tyto koncentrace

nezpusobily vznik SCE po 24 hod. Kamant et al. (2010) sledovali vliv aspartamu o koncentraci
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250, 455, 500 a 1000 mg/kg télesné vahy na Ctyfech riznych skupinach zvitat. Pii pouziti
koncentrace aspartamu 455, 500 a 1000 mg/kg byl pozorovan zvySeny vyskyt mikrojader,
chromozomovych aberaci a abnormalnich spermii po 24, 48 a 72 h. Na zakladé téchto vysledki
byl aspartam oznacen za klastogenni. JelikoZ jsou jednotliva uméla sladidla v metabolismu
rozklddana, za genotoxicky potencial mohou byt zodpovédné metabolity dané¢ho sladidla
(Schwartz, 1999). Toto zjisténi, ale nebylo dosud potvrzeno.

Stejné jako aspartam i sacharin je podeziivan z nezadoucich ucinkd, a proto byl jeho
genotoxicky potencial zjistovan pomoci odlisnych test. V ramci této bakalaiské prace bylo
pomoci HPRT muta¢niho experimentu zji§téno, Ze koncentrace 1,8 mg/ml béZné prodavaného
sacharinu ovliviiuje schopnost bunééné linie V79-4 tvotit kolonie a zptisobuje zvysenou hladinu
mutaci v hprt lokusu. Hladina mutaci byla 2,2x vyssi nez u kontrolnich neosetfenych bunék.
Zvysena hladina mutaci ale nebyla tak vyrazna jako u bunék pozitivni kontroly osettené EMS.
Jak jiz bylo zminéno vyse, testovani genotoxického potencialu umélych sladidel a chemickych
latek obecné je ovlivnéno fadou faktort. V nékterych odbornych publikacich jsou genotoxické
vlastnosti sacharinu vyvraceny, v dalSich naopak potvrzeny.

Podle studie Ishidate et Odashima (1977) je sacharin sodny klastogenni. Po 48 hod byly
pozorovany v bunkach, oSetfenych koncentraci sacharinu vétSi nez 1 mg/ml, translokace,
mezery ,,gaps”, chromatidové a chromozomové zlomy. Stejné tak Abe et Sasaki (1977)
pozorovali tvorbu chromozomovych zlomu, dicentrickych chromozomi a jinych aberaci
u CHO bunék po oSetieni sacharinem sodnym. Podle Ashby et Ishidate (1986) je sacharin
a jeho sodné, vapenaté, draselné a dalSi soli klastogenni pouze v rozsahu koncentrace
8-16 mg/ml. Studiem genotoxického potencialu sacharinu pomoci thymidinkinazového testu se
zabyvala védecka skupina Clive et al. (1979). Bylo pozorovano zvySeni po¢tu mutaci U mysi
lymfoidni buné¢né linie L5178Y pii pouziti rozsahu koncentraci 17-19 mg/ml. Tyto bunky
vykazovaly 1 niz$i zivotaschopnost oproti kontrolnim buitkdm, z ¢ehoz lze vyvodit, Ze sacharin
je ve vyssich koncentracich pro buiiky cytotoxicky. Zhang et al. (1991) zjistili zvySeny pocet
SCE v lidskych lymfocytech osetfenych 0,05-0,10% sacharinem sodnym. Sasaki et al. (2002)
sledovali pomoci kometového testu vliv sacharinu a jeho sodné soli na DNA z bunék osmi
organl mysi. Sacharin o koncentraci 1000 mg/kg télesné vahy poskodil DNA bungk tlustého
stieva. Pfi pouziti sacharinu sodného o koncentraci 2000 mg/kg bylo pozorovano poSkozeni
DNA u bungk tlustého stteva a zaludeénich Zlaz. Kometovy test pouzili také Bandyopadhyay
et al. (2008) pfi testovani vlivu sacharinu sodného na DNA. Buiky kostni diené¢ Mus musculus
byly osetfeny tiemi koncentracemi sacharinu sodného: 50, 100 a 200 mg/kg télesné vahy. Tento

rozsah koncentraci umélého sladidla zptsobil poskozeni DNA.
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Vyse zminéné vysledky genotoxickych ti¢inkd aspartamu a sacharinu byly obecné ziskany
pomoci kratkodobych testli. HPRT mutaéni experiment se fadi mezi dlouhodobé testy. Rozdil
byl také ve zvolené bunééné linii. Buniky mohly mit odli$nou citlivost k testovanému umélému
sladidlu nez bunétna linie V79-4 zvolend k HPRT muta¢nimu experimentu. Testovaci
podminky mohly ovlivnit vysledky, a proto se hodnoty ziskané pomoci HPRT muta¢niho
experimentu provedeného vramci této bakalaiské prace lisi od informaci z nékterych
literarnich zdroju.

Ackoliv bylo provedeno velké mnozstvi at’ uz kratkodobych nebo dlouhodobych studii
zabyvajicich se vlivem umélych sladidel, nelze zcela s jistou fict, zda ma jejich pouzivani
negativni vliv na organismus. Testovani genotoxického potencidlu umélych sladidel je
ovlivnéno fadou faktort, jak bylo zminé€no vySe. Stanoveni zdravotni nezdvadnosti umélych
sladidel nebo zjisténi jejich nepfiznivych ucinkt na lidsky organismus je tedy velmi naro¢né.
Piestoze vysledky nékterych dosud provedenych testd byly pozitivni, a tedy bylo potvrzeno, Ze
aspartam a sacharin poskozuji DNA a zpisobuji mutace, jsou tyto latky nadale vyuzivany

V potravinaiském priimyslu pii vyrobé potravin.
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7 Zavér

V teoretické Casti této bakalaiské prace byly popsany nejb&zné€jsi metody genetické
toxikologie vyuzivané k testovani genotoxického ti¢inku chemickych latek na sav¢ich buikach.
Podrobnéji byl popsan zejména hypoxantinguaninfosforibosyltrasferazovy mutacni
experiment, ktery byl dale vyuzit v experimentdlni ¢asti této bakalarské prace. Okrajové byl
zminén také bakterialni Amestv test, ktery je jednim z nejpouzivangjSich testli obecné
pfi studiu genotoxickych G¢inkli mnoha typt chemickych latek. Druhd ¢ast teoretické prace
byla vénovana popisu ¢asto vyuzivanych umélych sladidel a jejich moznému negativnimu vlivu
na lidsky organismus.

V ramci experimentalni cCasti této prace byl do Laboratofe molekuldrni biofyziky
a farmakologie Katedry biofyziky Ptirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci
uspésné  zaveden  hypoxantinguaninfosforibosyltrasferazovy  mutaéni  experiment.
Optimalizovany postup tohoto experimentu byl nasledné pouzit pro studium genotoxického
potencidlu umélych sladidel se zaméfenim na bé€zné dostupné a Siroce pouzivané latky
piedevSim v potravinarském primyslu. Uméla sladidla aspartam a sacharin byla testovana
na bunécné linii V79-4 odvozené od fibroblast kiecika ¢inského. Za testovacich podminek
aspartam ani sacharin nevyvolaly vyrazné zvySeni hladiny mutaci v hprt lokusu bunék

ve srovnani s neoSetienymi butikami kontroly.
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9 Seznam pouzitych zkratek

ADI
APRT
BrdU
CHO
Cyt-B
DAPI
DMEM
EFSA

EMS
FBS
FDA

FISH
HAT
HPRT/HGPRT
HPRT*
HPRT"
MLA
MNuvit
NPB
PE
PRPP
SCE
SCGE
TFT
TK
TK*
TK™
6-TG
8-AG

Acceptable Daily Intake (pfijatelna denni davka)
Adeninfosforibosyltransferaza

5-bromo-2’-deoxyuridin

Chinese hamster ovary

Cytochalasin-B

4’ 6-diamino-2-fenylindol

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

European Food Safety Authority (Evropsky ufad pro bezpecnost
potravin)

Ethylmethansulfonat

Fetalni bovinni sérum

Food and Drug Administration (americky Utad pro kontrolu potravin
a 1é¢iv)

Fluorescenéni in situ hybridizace

Médium obsahujici hypoxantin, aminopterin a thymidin
Hypoxantinguaninfosforibosyltransferaza

Buiiky s funkénim genem pro HPRT

Buiiky s nefunkénim genem pro HPRT

Mouse lymphoma assay

In vitro micronucleus assay

Nucleoplasmic bridge (nukleoplazmaticky most)

Plating efficiency (schopnost bunék tvofit kolonie)
5’-fosforibosyl-1-pyrofosfat

Sister chromatid exchange (vyména sesterskych chromatid)
Single cell gel electrophoresis

Trifluorothymidin

Thymidinkindza

Buiiky s jednou funkéni kopii genu pro TK

Bunky s mutaci v genu pro TK

6-thioguanin

8-azaguanin
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10  Ptilohy

Ptiloha 1: Schématické znazornéni principu selekce bunék v HAT médiu, HPRT mutaéniho
experimentu a thymidinkinazového testu (pievzato: Johnson, 2012 a upraveno).

Selekce mutantnich bun¢k v HAT
médiu
a) blokovani endogenni reakce
b) blokovani uridin monofosfatu
Vv zachranné reakci. Buiiky jsou pfi
syntéze DNA zavislé na TK

a HPRT

TK*-, HPRT*

GaTse TK*, HPRT- TK*, HPRT* TK*, HPRT-
inkorporuji do G se neinkorporuje T se neinkorporuje G a T se neinkorporuji
DNA. Buiika do DNA. Buiika

do DNA. Burika

do DNA. Burika
nepteziva.

nepteziva.

preziva. nepreziva.

buitky TH"*/HPRT*,
které byly selektovani
v HAT médiu, jsou
oSetfeny testovanou
latkou a kultivovany

TK TFLT se

HPRT 6-TG se

neinkorporuje TK* TFT do _HPRT+ neinkorporuje do
do DNA. DNA. Buiika inkorporace DNA. Buiika
Burika preziva nepieziva. 6-TG do DNA.

) o pireziva.
Burika nepteziva

Legenda:

TK: gen kodujici thymidinkinazu; HPRT: gen kédujici hypoxantinguaninfosforibosyltransferazu; HAT médium:
médium obsahujici hypoxantin, thymidin a aminopterin; TK*": buiiky obsahujici pouze jednu funkéni kopii genu
pro thymidinkindzu; TK”": butiky se Zzmutovanym genem pro thymidinkinazu; HPRT*: buiiky s funkénim HPRT
genem; HPRT": buiky s nefunkénim/zmutovanym HPRT genem; TFT: trifluorothymidin, toxicky analog
thymidinu; 6-TG: 6-thioguanin, toxicky analog guaninu
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ch linii, které lze pouzit k HPRT muta¢nimu experimentu a jejich

¢ény

(%
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Ptiloha 2: Typy bun

doporucované kultivaéni podminky (pfevzato z: Johnson, 2012).
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