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Uvod

Je znamo, ze vyziva a zivotni styl, vedle genetickych faktord, hraji kliCovou roli
v etiologii nadorového onemocnéni. Exogenni faktory vzniku malignit zna¢né pievysuji
endogenni a mohou se spolupodilet az na vzniku 90 % nadori. Mnoho epidemiologickych
studii naznacuje, ze zvySena konzumace ovoce a zeleniny, zvlasté brukvovité (brokolice,
zeli, kapusta, kvétak, razickova kapusta) je spojovana s redukci vyskytu nadorového
onemocnéni (1,2).

Brukvovita zelenina je bohatym zdrojem glukosinolatd, skupiny latek sekundarniho
metabolismu rostlin. Glukosinolaty, ale nejsou piimo spojovany s antikarcinogennimi
vlastnostmi. Pokud je vSak rostlina krajena, zvykana ¢i macerovana, dochazi k uvolnéni
rostlinného enzymu myrosinazy, ktera katalyzuje rozpad glukosinolati na isothiokyanaty,
indoly a nitrily. Jsou to pravé isothiokyanaty, které jsou nejCastéji spojovany
s antikarcinogenni aktivitou brukvovité zeleniny (3).

Vyzkumy brukvovité zeleniny potvrzuji vyskyt ¢tyi hlavnich  glukosinolati:
glukobrassicin, glukorafanin, sinigrin a progoitrin (3). V poslednich letech se vyzkumy
zamé&iuji predevSim na slouceninu s oznacenim 4-methylsulfinylbutylisothiokyanat —
sulforafan. Jeho prekurzorem je glukosinolat glukorafanin. Nejvice je zastoupen
v brokolici, fedkvi a fedkvi¢ce. Dalsi latky poutajici pozornost védci jsou rozkladné
produkty indolovych glukosinolati, které se nachazi ve vétSin€é bézné konzumovanych
druzich zeleniny a tvoii podstatny podil ze vSech zastoupenych glukosinolati. Jednim
znejvyznamnéjSich je 3-indolylmethyl — indol-3-karbinol. Jeho prekurzorem je
glukosinolat glukobrassicin.

Nas experiment se soustfedi pravé na tyto dvé vybrané latky ze skupiny glukosinolati
a na jejich antimutagennni a imunomodulaéni Gc¢inky.

Material a metodika

Chemikalie

Jako modelové mutageny byly pouzity 2-amino-3-methyl-3H-imidazo-(4,5-f)-
quinoline (firma MP Biomedicals, LLC, Ohio, USA) a N-nitroso-N-methylurea
(firma Sigma-Aldrich s.r.o., Praha, CR).

D,L-Sulforafan byl zakoupen u firmy MP Biomedicals, LLC (Ohio, USA), indol-3-
karbinol, fetdlni bovinni sérum, luminol a zymosan byly nakoupeny od firmy
Sigma-Aldrich s.r.o. (Praha, CR).

Experimentalni zvitata

Pokus byl provadén na 7 - 10 tydnu starych samcich BALB C mysi, o hmotnosti
18 - 20 g, ziskanych z chovného a dodavatelského zafizeni LF MU (Brno, CR).
Zvirata byla udrzovana za standardnich laboratornich podminek pfi 12ti hodinovém
cyklu svétlo/tma, pii teploté 22 + 2 °C. Zvifata byla krmena kompletni laboratorni
smési pro laboratorni mysi a potkany v SPF chovech, voda byla podavana ad
libidum. Zvirata byla jeden tyden pied experimentem ponechana v klidu pro
aklimatizaci.



Aplikace testovanych substanci

Pokus byl rozdélen do tiech fazi. V prvni a druhé fazi jsme testovali indol-3-karbinol
(I3K) v davee 250 a 125 mgkg™', ve treti fazi sulforafan 3 pmol na my§. Zvifata byla
rozdélena do 6 skupin po 7 mySich v 1. a 2. fazi a po 5 mySich ve 3. fazi. Testované
substance (I3K, sulforafan) byly aplikovany prvni az tieti skupiné mysi po dobu 3 dnt v
objemu 0,Iml/10g hmotnosti mySi. Tieti den byl druhé a ctvrté skupiné podan
jednorazové, jednu hodinu po aplikaci testovanych substanci, mutagen 2-amino-3-methyl-
3H-imidazo-(4,5-f)-chinolin (IQ) v davce 20 mg.kg™. Tteti a paté skupiné byl ve stejny
¢as podan mutagen N-nitroso-N-methylurea (MNU) v davee 50 mg.kg™'. Sesté kontrolni
skupiné byl aplikovan 7 % dimethylsulfoxid (DMSO), ktery byl pouzivan pro rozpousténi
mutagenu a testovanych substanci. VSechny podavané substance byly aplikovany per os
sondou v objemu 0,1 ml/10g hmotnosti mysi.

Mikronukleus test in vivo

In vivo mikronukleus test je metoda urfend pro detekci chemikalii s
klastogennim G¢inkem (schopnost vyvolavat chromozomalni zlomy). ZvySeny pocet
mikrojader v polychromatickych erytrocytech indikuje ve srovnani s kontrolni
skupinou, ze testovana chemikalie vyvolava poskozeni chromozomi v erytrocytech
kostni diené (4).

Chemiluminiscen¢ni test

Chemiluminometrické méfeni umoziuje stanovit fagocytarni aktivitu leukocyti u
mysi. Fagocytéza se podili na odstranovani cizorodych struktur antigentu zevniho i
vnitinitho prostiedi. Béhem fagocytézy cizorodého materidlu  dochazi k aktivaci
fagocytujicich bun¢k tzv. respiratnimu vzplanuti. Jde o fadu biochemickych reakci pfi
nichZ jsou produkovany volné kyslikové radikaly (O,, H.O,, OH). Vznik produkti nebo
meziprodukti takovych oxidacnich reakci v elektronové excitovaném stavu je provazen
vyzatovanim energie ve formé svételnych kvant => vznik viditelného svétla. Tento jev se
nazyva chemiluminiscence. Tvorba volnych kyslikovych radikalt je dulezita ve vztahu
k zanétlivym a nadorovym nemocem, ale také v procesu starnuti.

Statistické zpracovani dat
Pro statistickou analyzu byl pouzit program Statistika 7a statisticky balik
STATGRAPHICS 5.0.

Vysledky
Mikronukleus test

Jak je vidét z tab. 1 a 2, 13K podéavany per os sondou redukuje pocty mikrojader v II.
(3 x I3K 125 nebo 250 mg.kg™', 1 x IQ 20 mg.kg") a IlIl. (3 x I3K 125 nebo 250 mg.kg™", 1
X MNU 50 mg.kg™") skupiné ve srovnani s pozitivnimi kontrolami, kterym byly podavany
pouze samotné mutageny (IV. sk. 1 x IQ 20 mg.kg'a V. sk. MNU 50 mg.kg"). Pocty
mikrojader se statisticky vyznamné neliSily u 1. skupiny, které slouzila jako negativni
kontrola a které byl aplikovan pouze I3K (3 x 250 nebo 125 mg.kg™) , ve srovnani se VI.
skupinou, ktera slouzila také jako negativni kontrola (7 % DMSO). V IV.a V. skuping,
které byl podan pouze jednorazové mutagen (1Q, MNU) byl statisticky vyznany rozdil ve
srovnani se VI. skupinou (7% DMSO). Vysledky byly prokazany na hladiné vyznamnosti p
< 0,05 (tab.1 a 2).

Srovnani vysledki pouzitych davek I3K (250 a 125 mg.kg") nebylo statisticky
vyznamné.

Sulforafan také inhiboval pocty mikrojader ve II. (3 x sulforafan 3 pmol, 1 x 1Q 20
mg.kg') a III. (3 x sulforafan 3 pmol, 1 x MNU 50 mg.kg™") skupiné ve srovnani



s pozitivnimi kontrolami (IV. sk. 1 x IQ 20 mgkg'a V. sk. MNU 50 mg.kg™"). Poéty
mikrojader se statisticky vyznamné neliSily u I. skupiny, které slouzila jako negativni
kontrola a které byl aplikovan pouze sulforafan (3 x 3 umol) , ve srovnani se VI. skupinou,
ktera slouzila také jako negativni kontrola (7 % DMSO) (tab. 3).

Tab. 1: Vliv I3K (250 mg.kg") na mutagenitu IQ a MNU v mikronukleus testu

Skupina Aplikované latky Mean MNPCE £ SD
I. I3K (3 x 250 mg.kg") 2,00+ 1,29

I1. I3K (3 x 250 mg.kg™") +1Q (1 x 20 mg.kg™) 3,86 + 0,69*

11 I3K (3 x 250 mg.kg") + MNU (1 x 50 mg.kg™") 11,14 £ 0,90*
IV. 1Q (1 x 20 mg.kg™) 8,14 + 0,90%*

V. MNU (1 x 50 mg.kg") 19,14 + 1,57**
VI 7 % DMSO 2,43 + 1,27

Tab. 2: Vliv I3K (125 mg.kg") na mutagenitu IQ a MNU v mikronukleus testu

Skupina Aplikované latky Mean MNPCE + SD
L 3K (3 x 125 mgkg") 2,14 + 0,90

L. I3K (3 x 125 mg.kg") +1Q (1 x 20 mg.kg™) 4,14 +1,22*

1. 3K (3 x 125 mgkg") + MNU (1 x 50 mgkg") 11,71 + 1,70*
V. 1Q (1 x 20 mg.kg™) 7,86 £ 0,70%*

V. MNU (1 x 50 mg.kg™) 19,43 + 1,51%*
VI 7 % DMSO 2,29+ 0,76

I3K aplikovany po dobu tii dnt v davkach 250 a 125 mg.kg™’ télesné hmotnosti a
sulforafan (3 pmol) statisticky vyznamné (p < 0,05) inhiboval tvorbu mikrojader
vyvolanou aplikaci mutagent. Dosazené vysledky tak prokazuji supresivni ulohu 13K a
sulforafanu na uc¢inek aplikovanych mutagent .

Tab. 3: Vliv sulforafanu (3 pmol) na mutagenitu IQ a MNU v mikronukleus testu

Skupina Aplikované latky Mean MNPCE + SD
L. Sulforafan (3 x 3 pmol) 2,00+ 1,23

II. Sulforafan (3 x 3 pmol) +1Q (1 x 20 mg.kg™) 3,60 = 1,52%

11 Sulforafan (3 x 3 pmol) + MNU (1 x 50 mg.kg™") 12,80 £2,17*

V. 1Q (1 x 20 mg.kg™) 7,00 £ 0,71%*

V. MNU (1 x 50 mg.kg™) 21,60 + 2,30**
VI. 7 % DMSO 2,60 + 0,89

MNPCE - potet mikrojader v polychromatickych erytrocytech
* p < 0,05 - signifikantné nizsi pocet mikrojader ve vztahu k 1Q a MNU
** p < 0,05 - signifikantné vy3si pocet mikrojader ve vztahu ke kontrole (7% DMSO)

Chemiluminiscencni test

Aplikace I3K v davece 250 mgkg' vedla ke statisticky vyznamnému sniZeni
chemiluminiscence, coZ je spojeno se snizenou tvorbou volnych kyslikovych radikala (p <
0,05 ) ve srovnani s negativni kontrolou (7 % DMSO). Aplikace MNU naopak statisticky
vyznamné zvysuje tvorbu ROS ve srovnani I3K. Tento vysledek mize naznacovat
zvySenou obranu organismu, ale na druhé stran¢ zvySené riziko poskozeni tkani. Ve
sledované skupiné (kombinace 13K 250 mg/kg + MNU) doslo ke statisticky vyznamnému
snizeni chemiluminiscence ve srovnani se samotnym mutagenem (MNU).



Vliv 13K (250 mg.kg™") na hodnoty chemiluminiscence znazoriiuje obr.1. Vysledky
napovidaji, Zze sice samotna aplikace mutagent zvySuje tvorbu reaktivnich forem kysliku
(ROS - reactive oxygen species, ale po aplikaci 13K v davce 250 mg.kg' dochazi ke
snizeni této tvorby.

Indol-3-karbinol 250 mg.kg™
Chemiluminiscence mysich leukocytu
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Obr.1: Chemiluminiscence mysich leukocyti: Indol-3-karbinol 250 mg.kg™!

Aplikace indol-3-karbinolu v polovi¢ni davce (125 mg.kg™") nevedla k signifikantnimu
rozdilu ve vztahu k mutagenu 1Q. Sledovana skupina (kombinace 13K 125 mg.kg™ +
MNU) vykazovala statisticky vyznamné zvySeni ve vztahu k pozitivni kontrole (MNU).
Pozitivni skupina (MNU) vykazovala snizeni tvorby ROS ve vztahu k negativni kontrole
(p <0,05).

[3K samotny tedy snizuje tvorbu ROS pouze ve vyssi z pouzitych koncentraci oproti
niz§i koncentraci, ve které nebyly statisticky vyznamné rozdily. Ve sledovanych
skupinach vyssi koncentrace 13K vedla k omezeni tvorby ROS ve vztahu k MNU, ale
nizsi pouzitd koncentrace vedla ke zvySeni tvorby ROS (p < 0,05). Vliv I3K v davce 125
mg.kg™' znazornuje obr. 2.

Vysledky chemiluminiscenéniho testu (viz obr. 3) naznacuji, ze aplikace sulforafanu
nevedla ke zméné chemiluminiscen¢ni kiivky ve vztahu k negativni kontrole (7 %
DMSO). Sledované skupiny 1 samotna aplikace mutagenii vedla ke statisticky
vyznamnému zvySeni chemiluminiscen¢ni kiivky a tedy ke tvorbé ROS (p < 0,05).
Aplikace sulforafanu s mutageny nevedla ke statisticky vyznamnému sniZeni této tvorby.
Naopak u sledované skupiny (S + MNU) se objevilo statisticky vyznamné zvySeni
fagocytarni aktivity ve vztahu k samotnému mutagenu (MNU).

Sulforafan  tedy pravdépodobné v kombinace s pouzitymi mutageny nesnizuje
oxida¢ni poSkozeni mySich leukocytli a nebyl shledan G¢innym pfimym antioxidantem.
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Obr. 2: Chemiluminiscence mysich leukocyti: Indol-3-karbinol 125 mg.kg"

Nicméné rozkladné produkty glukosinolati nejsou znamy jako piimo pusobici
antioxidanty, ale jsou silnymi induktory antioxida¢nim enzymi, piedevS§im chinon
reduktazy a glutathion-S-transferazy, které jsou spojeny s jejich antikarcinogennimi a
antioxida¢nimi vlastnostmi.

Sulforafan 3 pmol
Chemiluminiscence mysich leukocytu
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Obr. 3: Chemiluminiscence mysich leukocytt: Sulforafan 3 pmol

Diskuse

Brukvovita zelenina a jeji aktivni slouceniny, vzniklé z glukosinolati obsazenych
v zeleniné této celedi, jsou S$iroce studovany v experimentalnich in vitro a in vivo
modelech.

V minulosti si vyslouzil velkou pozornost sulforafan jako mozna chemopreventivni
latka a jeden z nejmocnéjSich isothiokyanatii pritomnych v brukvovité zeleniné. Existuje
nékolik studii potvrzujicich antimutagenni a antiklastogenni G¢inky sulforafanu. Shishu a
spol. (5) prokazal Amesovym testem silné antimutagenni schopnosti sulforafanu proti
heterocyklickym aminiim (napi. 1Q, MelQ ¢i MelQx). Dle Barcela a spol. (6) sulforafan



v Amesové testu inhiboval mutagenitu N-nitrosodimethylaminu (NDMA). Nékteré studie
také potvrzuji antiklastogenni u¢inky 13K aplikovaného pied podanim karcinogenu (7).

Vysledky naznacuji, ze chemopreventivni slouceniny z brukvovité zeleniny mohou
ovliviiovat proces karcinogeneze b&hem inicia¢ni a promo¢ni faze. Podobné jsou i
zavéry epidemiologickych a klinickych studii podporujici tuto mysSlenku. Protektivni
uc¢inek sulforafanu je spojovan piedevsim s indukci enzymu 2. faze, napt. glutathion-S-
transferaza (GST). Enzymy 2. faze jsou zahrnuty v detoxikaci mnoha karcinogent a
volnych kyslikovych radikali, a také v ochrané bunék proti poskozeni DNA a nasledné
rozvoji maligni transformace (8).

Experimentalni studie na zvifatech  exponovanych karcinogenim a krmenych
sulforafanem (9) potvrzuji statisticky vyznamné sniZeni velikosti a pruméru nadort u
fazi.Tato inhibi¢ni aktivita je spojovana s indukci apoptozy v tkanich.

Brukvovita zelenina je nizkoenergeticka, obsahuje malo tuku, je bohatym zdrojem
vitamind, minerald a vldkniny, déale obsahuje biologicky aktivni slouceniny
(glukosinolaty, fenoly, flavonoidy ...). VSechny tyto latky dohromady se mohou podilet na
antikarcinogennim pusobeni této skupiny. Neexistuje v8ak komplexni zhodnoceni vSech
aspektt mezi konzumaci brukvovité zeleniny a prevenci nadorového onemocnéni. Stale
Jjsme daleko od porozuméni u¢inkii chemopreventivné pusobicich latek piitomnych
v brukvovité zeleniné a jejich celkovému mechanismu akci vedoucich k protektivnim
a¢inktm.

Vysledky chemiluminiscen¢niho testu nejsou jednoznacéné a jejich interpretace je
vzdy komplikovana. ZvySenou produkei volnych kyslikovych radikald (VKR) lze
prokéazat zvySenou fagocytarni aktivitu leukocyt. Otazkou vSak zustava, je-1i toto zvySeni
pro organismus zménou pozitivni, kterd miZe znamenat zvySenou odolnost organismu
vici patogennim podnétim, a nebo je zvySena fagocytarni aktivita vyvolana poskozenim
nékterych bunécnych struktur a slouzi k udrzeni homeostazy a odstranéni poskozenych
bunek.

Nevyhodou nami pouzité¢ chemiluminiscen¢ni metody je pouziti plné krve, ktera mtize
obsahovat i jiné zdroje VKR nez leukocyty a také latky s antioxida¢nimi vlastnostmi.
Timto zpusobem muze dojit k ovlivnéni namétfené hodnoty a odchylce od realné hodnoty
chemiluminiscence piislusejici pouze leukocytiim.

Vliv aplikovanych latek na produkci VKR jinymi komponentami nez leukocyty je
zanedbatelny. Mechanismus G¢inku pouzitych mutagent spo¢iva ve vazbé na DNA ¢i jeji
methylaci a bloku transkripce a translace genetické informace. SniZeni produkce VKR by
mohlo byt pozorovano u isothiokyanatt, protoZe jsou u nich popisovany antioxidac¢ni
vlastnosti. I3K a sulforafan jsou vSak nepiimé antioxidanty, které po kratké stimulaci
produkce VKR indukuji aktivitu antioxida¢né pusobicich enzymi superoxiddismutazy
(SOD) a glutathionperoxidazy (GPX). Z porovnani ziskanych vysledkt vyplyva, Ze
aplikace sulforafanu v porovnani s kontrolou neméla na chemiluminiscenci zadny vliv,
kdezto u obou koncentraci 13K jsme pozorovali snizeni produkce VKR, které bylo u
koncentrace 250 mg.kg™' statisticky vyznamné. Uvedené vysledky lze vylozit bud'to tak, Ze
3K indukuje aktivitu antioxidac¢nich enzymu rychleji nez sulforafan, a nebo Ze ma urcité
imunosupresivni vlastnosti. Vzhledem k pouzité metodice, ktera méfi svételné impulsy po
reakci VKR s luminolem, nelze fici, kterd z moznosti je pravdépodobnéjsi. Vysvétleni
opirajici se o pusobeni antioxida¢nich enzym je zna¢né zavislé na mechanismu interakce
VKR s luminolem a zejména rychlosti této reakce. Vliv latek na imunitni systém bude
nutné ovérit na modelu s chronickou administraci téchto latek.

Predpokladali jsme, Ze po aplikaci samotného mutagenu bude zvySena hodnota
chemiluminiscence v disledku poskozeni bunék a aktivace fagocytarniho systému.
Naproti tomu kombinace mutagen-isothiokyanat by méla v pfipadé antimutagenich



vlastnosti isothiokyanatii hodnoty chemiluminiscence snizovat. takovéto vysledky jsme
vSak ziskali pouze pfi pouziti sulforafanu a 1Q. U ostatnich skupin byly vysledky proti
predpokladanym odlisné a v nékterych pfipadech i naprosto opa¢né, coz by naznacovalo
synergisticky mutagenni G¢inek pouzitych latek (sulforafan+tMNU, I3K+MNU), coz vSak
neodpovida vysledkiim mikronukleus testu.

Zajimavé jsou rozdily ve vysledcich pii pouziti kombinace MNU-isothiokyanat.
Zatimco u nizkych davek sulforafanu a I3K bylo zjisténo zvySeni chemiluminiscence u
davky I3K 250 mgkg' byl naméfen pokles chemiluminiscence oproti samotnému
mutagenu. Vysvétlenim mize byt prooxida¢ni a fagocytézu stimulujici ptsobeni nizkych
davek isothiokyanatu a opacny efekt vys$sich davek.

Vliv isothiokyanatii na aktivitu imunitniho systému bude nutné ovéfit v dalSich
studiich, za pouziti specifi¢téjSich metod.

Zavér

Vysledky ziskané v této studii prokazuji, ze tfidenni aplikace indol-3-karbinolu a
sulforafanu, kterou nasledovala jednorazovéa aplikace mutagentii (IQ a MNU) vedla ke
statisticky vyznamnému snizeni poctu mikrojader, a testované latky tak prokazuji
chemopreventivni u€inky proti vybranym mutagentim ze skupiny heterocyklickych amint
a N-nitrososoloucenin.

Vysledky chemiluminiscenéniho testu prokazuji zna¢nou variabilitu vlivu
isothiokyanatti na produkci VKR v zéavislosti na pouzité davce a kombinaci s mutagenem.
[3K v obou pouzitych davkach snizoval chemiluminiscenci vici kontrolni skuping, coz
lze povazovat za Glinek imunosupresivni. Dale také v davce 250 mg.kg™' snizoval
chemiluminiscenci v kombinaci s MNU oproti samotné MNU. V davce 125 mg.kg" I3K
v kombinaci s MNU a u sulforafanu s MNU zvySoval chemiluminiscenci oproti skupiné
kontrolni i skupiné¢ s MNU.

Studie byla podpofena grantovym projektem NAZV ¢. QF 3287 ,,Funkéni potraviny ze zeleniny a ovoce a
dalSich zemédélskych produktii vyrobené za pouziti vysokotlakového oSetieni®.
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