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1. UVOD I HIPOTEZA

Mikotoksini su toksi¢ni sekundarni metaboliti plijesni, koji neopazajno ugrozavaju
zdravlje ljudi i zivotinja ve¢ od samog pocetka razvoja poljoprivredne proizvodnje. Ovisno o
toksicnom potencijalu, dovode do akutnih i kroni¢nih trovanja- mikotoksikoza. Covjek je izlozen
djelovanju mikotoksina 1 njthovih rezidua uglavhom putem hrane biljnog ili Zzivotinjskog
podrijetla, aerogeno (mikotoksini u sporama i dijelovima micelija) te preko koze. Posebna
pozornost mikotoksinima pocela se pridavati 60-tih godina 20 stoljeca, otkriéem aflatoksina koji
su prouzrocili masovni pomor purana u Velikoj Britaniji. Analizom kikirikijevog brasna
koristenog za prehranu purana izolirana je plijesan Aspergi/ius flavus 1 otkriven do tada nepoznat
spoj koji je nakon osvjetljavanja UV svjetlom fluorescirao plavo. Taj difurokumarin danas je
poznat kao aflatoksin B, i najtoksi¢niji je sekundarni metabolit nekih vrsta roda Aspergillus.
Biosinteza aflatoksina odvija se u vise koraka preko razlicitih prekursora koji su strukturno sli¢ni
aflatoksinu.

Mnogobrojnim istrazivanjima potvrdeni su citotoksi¢ni, mutageni 1 kancerogeni ucinci
aflatoksina. Njihovi potencijalni producenti mogu u svojim sporama i dijelovima micelija osim
aflatoksina sadrzavati i njthove prekursore ovisno o fazi biosinteze. Sami aflatoksini su vrlo
potentni otrovi te se namece pitanje kakav utjecaj na zdravlje covjeka mogu imati pojedini
prekursuri njihovog biosintetskog puta. Do sada je mali broj istrazivanja posvecen ispitivanju
bioloskih ucinaka aflatoksinskih prekursora medu kojima neki sadrze furofuranski prsten koji se
smatra odgovornim za toksicnost i mutagenost aflatoksina.

Stoga smo ovim radom zeljeli ispitati citotoksi¢nost nekih dihidrofurofuranskih
(verzikolorin A, 0-deoksiverzikolorin A 1 5-metilsterigmatocistin) i tetrahidrofurofuranskih
intermedijera (verzikolorin B). Za ispitivanje citotoksicnosti u uvjetima zz vitro odabrana je kultura
stanica adenokarcinoma pluca covjeka (A549), a prezivljavanje stanica je mjereno
kolorimetrijskim MTT testom. Za kulturu stanica A549 odlucili smo se iz razloga $to ove stanice
zadrzavaju morfoloske i biokemijske karakteristike normalnih alveolarnih epitelnih stanica tipa 2
(AIl) kao i sposobnost metabolicke aktivacije odredenih prokarcinogena. Naime, ove stanice
sadrze enzime citokrom P,;, sustava, prostaglandin-H-sintazu, lipooksigenazu, epoksid hidrolazu i
druge bioaktivacijske enzime §to ih ¢ini pogodnim modelom za istrazivanje toksicnih ucinaka.
Treba uzeti u obzir da se u stanicama nalazi i detoksifikacijski enzimski sustav, primjerice
glutation-S-transferaze (GST), pa osjetljivost alveolarnih stanica na toksi¢ni ucinak mikotoksina
ovisi o omjeru bioaktivacijskih i detoksifikacijskih uc¢inaka. Drugi razlog za izbor A549 stanica
proizlazi iz ¢injenice da aflatoksini i njihovi prekursori mogu dospjeti u pluéa inhalacijom spora

plijesni i tamo ispoljiti svoje djelovanje.



2. TEORETSKI DIO

2.1. KEMIJSKA SVOJSTVA AFLATOKSINA I PRODUCENTI

Aflatoksini su smjese kemijski srodnih spojeva derivata difurokumarina, a sintetiziraju ih
neke Aspergillus vrste. Do danas je opisano desetak vrsta producenata aflatoksina, a organizirani su
u tri sekcije (Frisvad 1 sur., 2005):

1) sekcija Flave: A. flavus, A. flavus var. parvisclerotigenus, A. flavus var.columnaris, A. parasiticus,

A. toxicarius, A. nomins, A. pseudotamarii, A. haogingensis, A. bombycis

2) sekcija Nidulantes: Emericella venezuelensis i1 Emericella astellata;

3) sekcija  Ochraceoroser:  Aspergillus — ochraceoroseus. Aspergillus  rambelliz, nova vrsta iz sekcije
Ocbhraceorosei, akumulira vrlo velike kolicine sterigmatocistina, 3-O-metilsterigmatocistin 1
aflatoksin B1. Sterigmatocistin je biokemijski prekursor aflatoksina, kancerogenost je potvrdena
na zivotinjskim modelima, a potencijalni je kancerogen za ljude te se nalazi u skupini 2B prema
IARC (IARC, 1993).

Aspergillus flavus sintetizira Sest vrsta aflatoksina: B1, B2, G1, G2, B2a i G2a (Pepeljnjak 1
Ozegovié, 1995). Ogranicen broj producenata ovog mikotoksina objasnjava se izrazito
kompleksnim biosintetskim putem koji zahtjeva aktivnost brojnih gena, a to pak implicira znacaj
takve biosinteze za samog producenta. Produkcija tako toksi¢cnog metabolita osigurava prednost
plijesni pred drugim organizmima, npr. insektima i manjim sisavcima, u kompeticiji za hranom, a
omogucava 1 vrlo Siroku rasprostranjenost u biljnom svijetu tropskih 1 suptropskih regija. Plijesni
producenti aflatoksina su najceséi nametnici na plodovima kikirikija, oraha,badema, ljesnjaka,

kakaovca te na zitaricama kukuruzu, zobi i psenici (Moss, 2002).

2.2.  TOKSICNI UCINCI AFLATOKSINA

Dva su vazna aspekta toksicnosti aflatoksina. Prvi je taj da se kod nekih Zivotinjskih vrsta
kao sto je Stakor, aflatoksin B, (AFB,) pokazao najkancerogenijim metabolitom plijesni, a drugi
aspekt je sirok raspon toksicnosti aflatoksina B, razlicitog intenziteta medu Zivotinjskim vrstama,
od 1 mg/kg tjelesne mase, a za trezistentnije vrste poput hrcka LDy je oko 10,2 mg/kg tjelesne
mase. LDy, vrijednost za ljude vjerojatno se kre¢e negdje izmedu ovih vrijednosti (Pepeljnjak i
Ozegovi¢, 1995.). Nekoliko je izvjestaja o fatalnim ishodima trovanja kontaminiranom hranom.

Jedan od znacajnijih je slucaj iz 1974. koiji je pogodio Indiju. Gotovo tisucu ljudi je oboljelo, a



vise od stotinu je umtlo od posljedica trovanja kontaminiranim kukuruzom. (Krishnamachari i
sur., 1975.).

Prema epidemioloskim podacima iz 1977. utvrdena je snazna korelacija izmedu pojave
raka jetre kod ljudi u Africi i aflatoksina u hrani, iako se i hepatitis B infekcija povezuje s tako
velikom ucestalo§éu raka. Kada je razjasnjen molekularni mehanizam prema kojem je AFB,
akutno toksic¢an i jetreni kancerogen na laboratorijskim Zivotinjama, mozemo zakljuciti da je
AFB, 1 potencijalni ljudski kancerogen. Takoder je jasno da aflatoksin i hepatitis B mogu
sinergisticki utjecati na razvoj raka jetre (Moss, 2002).

Smatra se da AFB, sam po sebi nije toksican ve¢ se metaboliziranjem u organizmu
prevodi u toksi¢ni oblik. U jetrenim stanicama se metabolizira pomocu nekoliko razli¢itih enzima.
Prvim oksidacijskim korakom stvara se epoksid koji je potencijalni kancerogen koji se veze za
guaninske ostatke DNA. Epoksid se dalje moze metabolizirati u dihidroksi oblik koji bi mogao
biti odgovoran za akutnu toksi¢nost bududi se veze za lizinske ostatke na enzimima. O omjeru
koli¢ina ovih metabolita ovisit ¢e hoce li se na nekoj zivotinjskoj vrsti ispoljiti kancerogeni ucinak
ili akutno toksi¢ni ucinak (Dave 1 Gallhager, 1994).

Jedan od metabolita aflatoksina je aflatoksin M1, hidroksilirani derivat aflatoksina, koijt se
izlucuje u mlijeko sisavaca. Ova tvar je gotovo toksicna kao aflatoksin Bl kada se unese u
organizam putem kontaminiranog mlijeka i mlijecnih proizvoda, a takoder se preko majcinog

mlijeka prenosi na dijete (JECFA, 2001).

2.3.  BIOSINTETSKI PUT AFLATOKSINA

Vise od dva desetljeca rada bilo je potrebno da se identificiraju svi intermedijeri ukljucent
u biosintezu aflatoksina. Istrazivanja su uglavnom provedena na vrsti A. parasiticus koriStenjem
prekursora obiljezenih izotopima ¢, ?H, °C i O, a tehnikom nuklearne magnetne rezonance
identificirani su pojedini intermedijeri biosintetskog puta (Dutton, 1988.).

Slika 1. prikazuje biosintetske intermedijere kao 1 gene koji kodiraju enzime ukljucene u
njithovu sintezu. Dosadasnja istrazivanja pokazuju da je furofuranski prsten vazan za njihove
potencijalne bioloske ucinke. Naime, furofuranski prsten smatra se odgovornim za toksicno
djelovanje aflatoksina. Potencijalno toksicne intermedijere biosinteze aflatoksina obzirom na
strukturu mozemo podijeliti u dvije skupine: a) dihidrofurofuranska i b) tetrahidrofurofuranska
(Rodricks, 1969). Dihidrofurofuranskim intermedijerima pripadaju verzikolorin A (VERA),
deoksiverzikolorin A (DOVERA), sterigmatocistin (ST), i O-metilsterigmatocistin (OMST). U
ovu skupinu takoder spadaju AFB, i AFG,. ST je inace krajnji toksicni produkt kod vrste A.



versicolor jer ta plijesan ne posjeduje gene koji kodiraju enzime potrebne za nastavak biosinteze do
aflatoksina (Calvo i sur., 2002). Tetrahidrofurofuranskoj skupini pripadaju verzikolorin B
(VERB), dihidrodemetilsterigmatocistin (DHDMST), dihidrosterigmaticistin (DHST) i dihidro-
O-metilsterigmatocistin (DHOMST). Skupini tetrahidrofurofuranskih derivata pripadaju i AFB, 1
AFG,. Ostali intermedijeri ukljucujuéi norsolorinsku kiselinu (NOR), averantin (AVN), 5-
hidroksiaverantin (HAVN), oksoavernatin (OAVN), averufanin (AVNN), averufin (AVE),
verzikonal hemiacetal acetat (VHA) i verzikonal (VAL) nemaju furofuranski prsten (Jiujiang i
sur., 2004). Geni koji kodiraju sintezu aflatoksina dobro su ocuvani unutar roda Aspergillus, a
rasporedeni su u velikim genskim klasterima. Medu njima su od velikog znacaja af/R i afl] geni koji
imaju regulatornu ulogu. Delecija af/R onemogucava sintezu ST 1 aflatoksina te smanjuje
sporulaciju plijesni. Uloga af/] nije do kraja razjasnjena ali je poznato da gubitak ovog gena
takoder onemogucava sintezu aflatoksina (Calvo i sur., 2002). Aflatoksini slijede poliketidni put
biosinteze: acetat — poliketid — antrakinoni — ksantoni — aflatoksini.

Sekundarni metaboliti plijesni nastaju u stacionarnoj fazi rasta (idiofaza) kojoj prethodi faza
eksponecijalnog rasta (trofofaza). Smatra se da su okidaci ovog prijelaza koncentracija ATP-a i
reduciranih koenzima te prisutnost metalnih iona, posebno cinka (Bhatnager i sur. 1986.).
Takoder je utvrdeno da povecana aktivnosti piruvat kinaze te dostupnosti kisika povecéava sintezu
aflatoksina dok prisutnost vece koncentracije anorganskog dusika i fosfata inhibira njihovu

sintezu (Mateles 1 Adye, 1965; Dutton 1988).



Slika 1. Genski klasteri i enzimi biosinteze
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2.4. TOKSICNOST AFLATOKSINSKIH INTERMEDIJERA

Tako su mnogi prekursori sinteze aflatoksina otkriveni 60-tih godina proslog stoljeca, o
njithovim bioloskim ucincima jo$ uvijek se relativho malo zna. Istrazivanja su uglavnom bila
usmjerena na genotoksicnost, odnosno mutagenost s obzirom da su krajnji produkti-aflatoksini
karcinogeni za zivotinje i ljude (IARC, 1993.). Budu¢i da se karcinogeneza mikotoksina uglavnom
odnosila na jetru, kao idealan model u istrazivanju genotoksicnosti posluzile su primarne kulture
hepatocita Stakora i misa u kojima je promatran popravak DNA nakon izlaganja stanica
pojedinim aflatoksinskim prekursorima. Pri tom je u kulturi hepatocita stakora dokazano da
sterigmatocistin ima 100 puta jaci genotoksicni ucinak od AFB,, dok O-metilsterigmatocistin ima
30 puta slabije djelovanje od AFB,. Takoder je zabiljezeno da verzikolorin A ima 10 puta jaci
ucinak od O-metilsterigmatocistina, dok verzikolorin B ima slican genotoksi¢ni potencijal kao i
verzikolorin  A. Medutim, genotoksi¢ni potencijal ovih supstancija razlikuje se ovisno o
aflatoksina i verzikolorina B od hepatocita misa (Mori 1 sur., 1984, 1985a, 1986). Osim toga, isti
autori su izvjestili o genotoksicnosti pojedinih verzikolorinskih derivata ukljucujuci 6,8-O-dimetil-
verizikolorin A 1 B te 6-deoksiverzikolorin A, dok norsolorinska kiselina, koja nema furofuranski
prsten, nije pokazala genotoksicno djelovanje (Mori i sur., 1985b). Mutageni ucinak aflatoksina
B,, sterigmatocistina, 5-metoksisterigmatocistina, verzikolorina A i B, 06,8-O-dimetil-
verizikolorina A 1 B te 6-deoksiverzikolorina A dokazan je Ames-ovim testom na sojevima T'A98
1 TA100 Salmonella vrste nakon metabolicke aktivacije sa S-9 mikrosomalnom frakcijom jetre
stakora (Ueno 1 sur., 1978; Mori i sur., 1984, 1985a, 1980).

Nakon ovih istrazivanja znanstvenici su se dalje posvetili ispitivanju toksicnog i
karcinogenog potencijala aflatoksina i sterigmatocistina u uvjetima z vitro i in vivo. Mehanizam
toksicnog 1 karcinogenog djelovanja aflatoksina i sterigmatocistina temelji se na epoksidaciji
furofuranskog prstena koji se kovalentno vezuje za gvaninske ostatke u molekuli DNA (Moss,

2002). Stoga bi se moglo ocekivati da ¢e ostali dihidrofurofuranski prekursori slijediti takav

mehanizam aktivacije te ispoljavati sli¢ne toksi¢ne ucinke.

2.5. LEGISLATIVA

Zbog cinjenice da je aflatoksin B, kancerogen, mnoge zemlje su postavile prihvatljive
granice sadrzaja mikotoksina u hrani. Europska komisija limitirala je sadrzaj mikotoksina u
zitaricama 1 orasastim plodovima na vrijednost od 2 do 8 pg/kg, a za dje¢ju hranu limit je 0,1
ug/keg. Posebno je strog limit za aflatoksin M1 u mlijeku koji iznosi 0,05 pg/kg kako bi se djeca
zastitila od dugotrajne izlozenosti (Regulativa EU br. 1881/20006). Kao posljedica ovih odredbi

9



nastao je problem uvoza hrane buduci da granicne kocentracije nisu iste u svim zemljama, a
zemlje izvoznice uglavnom dozvoljavaju vise koncentracije aflatoksina od zemalja uvoznica.
Pravilnik o najvecim dopustenim kolicinma odredenih kontaminanata u hrani (za ljude) iz Narodnih novina
br. 154/2008., harmoniziran je sa prihvatljivim koncentracijama aflatoksina koje propisuje EU.
Najvece kolicine aflatoksina nalaze se kod neprikladno skladistene hrane gdje visok sadrzaj vlage i
temperatura pogoduju brzom rastu plijesni. Ovakva kontaminacija moze se kontrolirati
skladistenjem hrane pri propisanim uvjetima.

Iznimno kompleksne interakcije nalazimo izmedu aflatoksin produciraju¢ih vrsta roda
Aspergillus 1 biljnih vrsta kao $to su kukuruz i orasasti plodovi. Mogu ostvariti benigni endofitni
odnos sa sjemenkom biljke, pa primjerice u razdoblju suse neki aflatoksini mogu biti producirani
u sjemenu biljke i tako prisutni u Zitaricama nakon zetve. Iako su ove kolic¢ine znatno nize od
onih koje su povezane sa neprikladnim skladistenjem ipak su znacajne i mogu biti vise od granice
propisane u pojedinoj drzavi. Problem je i §to je ovakvu kontaminaciju aflatoksinima teze

prevenirati bududi su mikotoksini detektirani 1 kod Zitarica tretiranih fungicidima (Moss, 2002).
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. KULTURA STANICA

Stanice adenokarcinomatoznog tkiva pluca soja A549 uzete su iz Europske zbirke
stanicnih kultura (ECACC — Ewropean Collection of Cell Cultures, Velika Britanija). Stanice se
uzgajaju u RPMI 1640 mediju (Imunoloski zavod, Zagreb) bez fenolnog crvenila uz dodatak 2
mM glutamina i toplinski inaktiviranog 10% (V/V) teleCeg fetalnog seruma (Sigma) te antibiotika
penicilina(100 IU/mL), streptomicina(100 pg/ml) i amfotericina B(2,5 Hg/mlL). Inkubacija se
provodi na temperaturi 37° C u atmosferi s 95% vlaznosti i 5 % CO,. Stanice su uzgajane u
navedenom mediju do priblizno 80 % konfluentnosti nakon cega su presadene, odnosno tretirane
mikotoksinima. Tijekom presadivanja, stanice se ispiru sterilnim fosfatnim puferom bez kalcijevih
1 magnezijevih iona (PBS; pH 7,4) i tretiraju s tripsinom (EDTA) te se resuspendiraju u novom

mediju.

3.2. AFLATOKSINSKI PREKURSORI

Iz vrste A. parasiticus izolirani su sljedeéi prekursori biosintetskog puta aflatoksina 1
sterigmatocistina, a njthova struktura je potvrdena tehnikom tekucinske kromatografije u sprezi s
masenom spektrometrijom (LC-MS) (INRA, URG66 Pharmacologie-Toxicologie F-31931

Toulouse, Francuska).
® 5-metoksi sterigmatocistin, 5-MET-ST (Mr= 354,31)
® Verzikolorin A, VER A (Mr= 338,268)
® Verzikolorin B, VER B (Mr= 340,284)

® 6-deoksiverzikolorin A, 6-deoksi-VER A (Mr= 322 268)

Priredene su maticne otopine navedih prekursora u 20% DMSO/etanol u koncentracijama od 3

mM (5-MET-ST, VER B i 6-deoksi-VER A), odnosno 2 mM (VER A).
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3.3. MTT TEST

U stani¢noj kulturi moguce je u uvjetima zz vitro upotrebom MTT reagensa (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid) ispitati citotoksi¢ne ucinke vanjskih ¢imbenika na
stanice. Postupak u kojemu se upotrebljava tetrazolijeva sol (MTT) temelji se na sposobnosti
zivih stanica odnosno specificnog mitohondrijskog enzima sukcinat-dehidrogenaze da primarnu
tamnozutu boju reducira u plavo do ljubicasto obojeni formazan. Stanicna membrana zivih
stanica nepropusna je za kristale formazana pa se oni nakupljaju u stanicama. Primjenom kiselog
izopropanola, oslobadaju se kristali formazana i otapaju u mediju. Intenzitet boje nastao
oslobadanjem kristala formazana iz zivih stanica u okolinu moze se kvantitativho mjeriti pomocu
ELISA citaca na valnoj duljini 595 nm. Princip MTT postupka je da je broj prezivjelih stanica
nakon inkubacije stani¢ne kulture sa citotoksichom tvari, a nakon bojanja MTT reagensom,
proporcionalan sadrzaju obojenog formazana kojeg odredimo spektrofotometrijski. Vijabilnost se

izrazava kao apsorbancija tretiranih stanica u odnosu na apsorbanciju kontrole.

Za izvodenje MTT testa koristene su sljedece kemikalije:
® MTT reagens (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid) (Sigma) otopljen je
u PBS-u u koncentraciji 10 mg/ml

* (0,04 M HCl u apsolutnom izopropanolu (Kemika, Zagreb)

POSTUPAK:

1. Uzgoj kulture stanica A549 do eksponencijalne faze rasta (24-satna inkubacija pri 37° C,
95% vlaznosti i 5% CO,).

2. Raztjedivanje stanica RPMI 1640 hranjivim medijem (Imunoloski zavod, Zagreb) do
gustoce od 70 000 stanica/mlL.

3. Aplikacija 100 pl. suspenzije stanica u odredeni broj jaZica mikrotitarske plocice sa 96
jazica, inkubacija 24 h.

4. Promjena medija i inkubacija u mediju bez seruma 18 h.

5. Stanicama dodajemo mikotoksine i otapalo (20%DMSO/etanol) kao kontrolu (3,4% i
8,8%), inkubacija 24 h.

6. Pazljivo uklonimo medij i dodamo u svaku jazicu po 100 pl. MTT-a razrijedenog

hranjivim medijem do koncentracije 0,5 mg MTT/ mL medija, inkubiramo 3,5 sata pti

temperaturi 37° C, 95% vlaznosti, 5% CO,.

7. Pazljivo uklonimo medij odsisavanjem s vakuum sisaljkom.
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8. U svaku jaZicu doda se po 200 ul. 0,04M HCI u apsolutnom izopropanolu i ostavi 15
minuta na tresilici kako bi nastali formazan presao iz stanice u medij.
9. Pomocu cita¢a mikrotitarske plocice (VICTOR’ 1420 Multilabel counter, Perkin Elmer)

ocitamo apsorbanciju pri 595 nm.

3.4. STATISTICKA OBRADA

Rezultati dobiveni mjerenjem vijabilnosti (n=4) MTT testom izrazeni su kao srednje
vrijednosti sa standardnom devijacijom (SD). Testiranje znacajnosti promjena u pokusnim
skupinama u odnosu na kontrolu (20% DMSO/etanol) provedeno je jednosmjernom analizom
varjjance (One way-ANOVA) 1 Tukey post testom multiple komparacije na razini znacajnosti
P<0,05. Linearnom regeresijom procjenjene su citotoksi¢ne koncentracije koje smanjuju

vijabilnost A549 stanica za 50% (IC,).
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4. REZULTATI

Rezultati ispitivanja citotoksi¢nosti VER A, VER B, 6-DEOKSI-VER A i 5-MET-ST na
A549 stanicama prikazani su na slikama 3-6. Stanice su bile izloZzene djelovanju rastucih
koncentracija pojedinih prekursora tijekom 24 h: VER A i 6-DEOKSI-VER A aplicirani su u
koncentracijama 0,5, 10, 45, 80, 120 1 150 uM, a VER B i 5-MET-ST u koncentracijama 0,5, 10,
45, 80, 150, 200 1 250 M.

Iz rezultata je vidljivo da najtoksicnije djeluje 6-DEOKSI-VER A koji veé¢ kod
koncentracije od 10 UM statisticki znacajno smanjuje vijabilnost (za 23%) u odnosu na kontrolu
(p<0,05). Nesto manje toksicno djelovanje pokazao je VER A koji znacajnije smanjuje
prezivljavanje stanice (za 20%) kod koncentracije 45 UM. VER B i 5-MET-ST su znatno manje
toksicni jer znacajno smanjuju vijabilnost stanica (za oko 20%) u koncentraciji od 80 WM.
Takoder, VER B i 5>-MET-ST u najmanjoj koncentraciji (0,5 UM) djeluju proliferativnho na A549
stanice. Naime, vijabilnost stanica je za 15%, odnosno 4% veca u usporedbi s kontrolom. Nakon
tretmana s najve¢im koncentracijama pojedinih aflatoksinskih prekursora vijabilnost stanica se
smanjuje za oko 70%.

Na temelju rezultata dobivenih MTT testom procjenjene su citotoksicne koncentracija
ispitivanih prekursora tj. koncentracija (IC;) koja za 50% smanjuje vijabilnost stanica: 78 £ 12
uM (6-DEOKSI-VER A); 109 £ 3,5 uM (VER A); 172 £ 4 uM (VER B) i 181 + 2,6 uM (5-
MET-ST). Iz vrijednosti IC,; vidljivo je da je 6-DEOKSI-VER A za 30% toksicniji od VER A,
odnosno dvostruko toksi¢niji od VER B 1 5-MET-ST.
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5. RASPRAVA

U proteklih 50-tak godina provedena su brojna zz vitro i in vive istrazivanja mehanizama
toksicnosti 1 karcinogenosti aflatoksina i njthovog prekursora sterigmatocistina (ST). Takoder je
odavno razjasnjen biosintetski put aflatoksina te su izolirani i kemijski karakterizirani svi njihovi
prekursori (Dutton 1988) od kojih nekolicina ima furofuranski prsten koji se smatra odgovornim
za bioloske ucinke aflatoksina. Medutim, nema podataka o citotoksicnom djelovanju tih
biosintetskih intermedijera furofuranske strukture. Stoga je ovaj rad prvo izvjesée o
citotoksi¢cnom potencijalu nekih prekursora u biosintezi aflatoksina ukljucuju¢i VER A, VER B,
6-DEOKSI-VER A i 5-MET-ST. Usporedujuéi IC,, ST (3,7 uM) 1 AFB, (10 uM) za A549
stanice (Bunger i sur. 2004; Mckean i sur. 2005) sa IC,, vrijednostima procjenjenim za 6-
DEOKSI-VER A, VER A, VER B i 5-MET-ST vidljiva je znatna razlika u citotoksicnom
potencijalu. Naime, 6-DEOKSI-VER A (IC,,=78 £ 12 uM) je oko 8 puta manje toksican od
AFB,, odnosno oko 20 puta manje toksi¢an od ST za A549 stani¢nu liniju. Citotoksicnost ostalih
ispitivanih prekursora je ¢ak izmedu 10 1 20 puta manja od AFB, te izmedu 30 1 50 puta manja od
ST. Primjenom 5-MET-ST 1 VER B u koncentraciji 0,5 pM uoceno je proliferativno djelovanje.
Naime, 5-MET-ST povecavao je vijabilnost stanica za oko 5%, a VER B za oko 15% u odnosu
na kontrolu. Ove razlike u citotoksicnom potencijalu aflatoksinskih prekursora mogle bi se
dovesti u vezu s razlikama u njihovim lipofilnim svojstvima i mehanizmu biotransformacije.
Naime, AFB, i ST imaju dihidrofurofuransku lipofilnu jezgru koja omogucava lako prolazenje
kroz stanicne membrane, a ujedno je i ciljno mjesto biotransformacije. Na mijestu Cy-C,
dihidrofurofurana biotransformacijom nastaje epoksid koji iskazuje visok afinitet za nukleofilne
centre kao $to su lizinski ostaci na proteinima ili pak guaninski ostaci na molekuli DNA. Ukoliko
je upravo ovo glavni mehanizam toksicnosti AFB, 1 ST, logi¢na je pretpostavka da bi 1 ostali
dihidrofurofuranski metaboliti kao sto su VER A, 6-DEOKSI-VER A i 5-MET-ST mogli slijediti
isti put biotransformacije, a onda 1 ispoljavati slicne toksi¢ne ucinke. Medutim, male promjene u
strukturi ovih prekursora ocito znacajno utjeCu na omjer lipofilnost/hidrofilnost $to se odrazava
na prolaz kroz stani¢nu membranu, a time i na njihovu biotransformaciju. S druge strane, VER B
ima priblizno istu lipofilnost kao 1 VER A, ali njegov tetrahidrofurofuranski prsten vjerojatno ne
podlijeze istom procesu biotransformacije ¢ime se moze objasniti njegova slabija citotoksi¢nost.
Valja pripomeniti da s citotoksicno§¢u interferira obrambeni detoksifikacijski sustav stanice,
primjerice glutation-S-transferaze (GST). Drugi mogudéi scenarij mehanizma citotoksicnosti ovih
supstancija ukljucuje njihovo nakupljanje u stani¢noj membrani §to moze dovesti do poremecaja
u njezinoj fluidnosti. To ¢e opet ovisiti o velicini, konformaciji i polarnosti toksina (Thompson 1

Wannemacher, 1984).
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Ako usporedujemo citotoksi¢nost AFB, i ST na razlicitim stanicnim linijama uocavamo
znatne razlike izmedu 1C;, vrijednosti. Pri tom su se A549 stanice pokazale izrazito osjetljive.
Primjerice za ST je procijenjena IC;, vrijednost 3,7 uM za stani¢nu liniju A549, 40,1 uM za
stani¢nu liniju misje neuroblastome Neuro-2a, a ¢ak 163,3 uM za vezivne misje 1.-929 stanice
odnosno 286,1 uM za humane hepatoma Hep-G2 stanice (Biinger i sur. 2004). Najmanja 1C;, za
AFB, izmjerena je na transformiranim humanim stanicama bronhalnog epitela B-CMV1A2 (0,065
uM), dok su vece citotoksicne koncentracije utvrdene za HepG, stanice (1,0 uM), A549 stanice
(10 uM) te 14 uM za embrionalne stanice vola BE12-6 (Mckean i sur. 2005; Lewis 1 sur. 1999;
Terse i sur. 1993.). Ove varijacije proizlaze iz ¢injenice da enzimski sastav i aktivnost odredenih
enzima kao i ekspresija gena za odredene enzime ovise o vrsti organizma i tkiva. Ova hipoteza
dokazana je testom citotoksicnosti AFB, na stanicama humanog bronhalnog epitela BEAS-2B
koje ne stvaraju aktivne metabolite aflatoksina. MTT testom odredena IC,, koncentracija iznosila
je 348 uM (Mckean i sur. 2005). Stoga su stanice A549 koje sadrze enzime citokrom P, sustava,
prostaglandin-H-sintazu, lipooksigenazu, epoksid hidrolazu i druge bioaktivacijske enzime bile
dobar model za ispitivanje citotoksic¢nosti aflatoksinskih prekursora.

Aflatoksini i njthovi prekursori mogu se ovisno o fazi bosinteze nalaziti u sporama i
dijelovima micelija. Ove aerogene Cestice plijesni mogu biti prisutne u zatvorenim prostorima u
manjim ili veéim koncentracijama s§to ovisi o temperaturi 1 aktivitetu vode. Aspergillus vrste
pripadaju primarnim kolonizatorima §to znaci da mogu na vlaznim zidovima rasti pri aktivitetu
vode < 0,8 dok sekundarni (primjerice alternarije i kladosporije) i tercijarni kolonizatori
(primjerice Stachybotrys) zahtjevaju vecu koli¢inu slobodne vode (a, > 0.8, tj., >0.96) (Nielson,
2003). Sporulacija, ali 1 tvorba toksina kod razli¢itih vrsta roda Aspergillus razlicito je osjetljiva na
varijabilnost ovih okoli$nih ¢imbenika. Tako ¢e na sporulaciju vrsta A. nidulans, A. niger 1 A.
ochracens vise utjecati temperaturne promjene, dok ce varijabilnost temperature i aktiviteta vode
podjednako utjecati na sporulaciju vrsta A. flavus 1 A. versicolor. Primjerice, najvise koncentracije
AFB, i G, (> 100 mg/kg) akumulirane su u konidijama i sklerocijima vrste .A. flavus pti aktivitetu
vode a, = 0,96 1 temperaturi t = 26 °C (Vujanovi¢ 1 sur., 2001). Analizom gradevnih materijala
(zbuka, drvo, gips 1 razliciti sintetski materijali) iz vlaznih zatvorenih prostora utvrdena je
dominatna kontaminacija vrstama roda Aspergillus, posebice A. versicolor (41%) (Segvi¢ Klarié i
sur., 2007). Tuomi i sur. (2000) su u 24% uzoraka gradevnog materijala dokazali ST u
koncentraciji 0,8-320 pg/kg. Obzirom na ove telativno visoke koncentracije AFB, u sporama
plijesni, odnosno ST u gradevhom materijalu, mogli bismo ocekivati i vece koncentracije
ispitivanih aflatoksinskih prekursora u navedenim materijalima, ovisno o fazi biosinteze kod

plijesni-producenata. Obzirom na ¢injenicu da novija vrsta plijesni A. rambellii vz AFB, akumulira
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1 veliku koli¢inu 3-O-metilsterigmatocistina, jednog od biosintetskih preteca (Frisvad i sur. 2005),
moguce je da postoje vrste plijesni koje ¢e akumulirati vece kolicine ovim radom ispitanih
toksi¢nih prekusora aflatoksina- VER A, VER B, 6-DEOKSI-VER A i 5-MET-ST.

Poznato je da kod ljudi koji Zive u vlaznim stanovima simptomi bolesti kao §to su
infekcije diSnog sustava, iritacije respiratornih mukoznih membrana, akutna i kroni¢na ostecenja
respiratornih organa, konjunktivitis te mikotoksikoze mogu biti posljedica alergijskih i/ili
toksicnih uc¢inaka sastojaka stani¢nog zida plijesni i mikotoksina (Flappan i sur. 1999; Schulz i sur.
2004). Ipak, ne moze se procijeniti rizik inhalacije mikotoksina na temelju analize uzoraka
gradevnog materijala i zraka vlaznih stanova, ¢ak i ako je poznata doza odgovora na mikotoksin
(Tuomi 1 sur. 2000). No, vazno je pripomenuti kako inhalacija mikotoksina rezultira nekoliko
puta vecom toksicnos¢u od dermalne ili sistemske administracije (Pang i sur. 1988; Creasia 1 sur.
1987; Nikulin i sur 1997). Aspergillus toksini direktnim djelovanjem na respiratorni trakt uzrokuju
ostecenje epitela i mukozne membrane. Jesenska 1 suradnici 1994. ispitali su djelovanje
mikotoksina u uvjetima 7z vitro na pokretljivost trepetljikavog epitela dusnika izoliranog iz pilica
starih jedan dan. Toksini AFB,, AFB,, AFM, i ST primjenjeni su u koncentraciji od 30 pg/L.
AFB,, AFB, i AFM, pokazali su gotovo istu ucinkovitost i nakon Sest dana postignuta je inhibicija
pokretljivosti cilija, dok je primjenom ST do inhibicije doslo ve¢ nakon dva dana. Na istom je
modelu ispitano 1 ciliostatsko djelovanje kloroformskih ekstrakata metabolita plijesni izoliranih iz
uzoraka vlaznih zidova. Medu njima je dominantno bila prisutna plijesan Aspergillus versicolor.
Primjenom ekstrakta plijesni A. versicolor, potencijalnog producenta ST, u koncentraciji 20 pg/ml
uoceno je ciliostatsko djelovanje nakon 72 sata. Dokazano je 1 imunosupresivno djelovanje nakon
nazalne primjene AFB, aerosola (16,8 pg/kg) stakorima. Ucinak je trajao dva tjedna, a o¢itovao se
sprjecavanjem fagocitoze alveolarnih makrofaga (Jakab i1 sur. 1994). Na temelju ovih saznanja
mozemo pretpostaviti da bi 1 furofuranski prekusorori aflatoksina i sterigmatocistina koji se mogu
naéi u sporama plijesni mogli imati slican ucinak na pokretljivost cilijarnog epitela kao i na
aktivnost alveolarnih makrofaga pogotovo kod dugotrajne izlozenosti ljudi visokim
koncentracijama spora plijesni bilo zbog nepovoljnih zivotnih uvjeta (vlazni stanovi) ili zbog
profesionalne izlozenosti. Kocenjem imunoloskog odgovora povecava se osjetljivost disnog
sustava na razlicite alergene 1 mikroorganizme. Tako aflatoksini mogu uzrokovati ili pogorsavati
postojece kroni¢ne bolesti respiratornog trakta. Primjerice, AFB, je dokazan u plu¢ima jednog
tekstilnog radnika i dvaju poljoprivrednika koji su umtli od pulmonarne intersticijalne fibroze te
inzenjera kemije koji je umro od plu¢ne adenomatoze nakon dugotrajne izlozenosti aflatoksinima
putem inhalacije prasine kikirikija (Dvorackova i Pichova, 1986; Dvorackova 1976). Mnoge

kroni¢ne pluc¢ne bolesti ¢iji su simptomi vtlo slicni uobicajnim nespecificnim pluénim bolestima
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(npr. kroni¢ni bronhitis) ili pogresno dijagnosticiranom alergijskom alveolitisu mogle bi biti

izazvane dugotrajnim izlaganjem aflatoksinima (May i sur. 1986; Ghio i Roggli 1995).

6. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenih istrazivanja toksi¢nosti furofuranskih prekursora biosinteze

aflatoksina moze se zakljuciti sljedece:

Ispitivani prekursori su toksicni za A549 stanice u koncentracijama IC,;: 78 £ 12
uM (6-DEOKSI-VER A); 109 + 3,5 uM (VER A); 172+ 4 uM (VER B) i 181
2,6 UM (5-MET-ST).

Iz vrijednosti IC,, vidljivo je da je 6-DEOKSI-VER A za 30% toksi¢niji od VER
A, odnosno dvostruko toksi¢niji od VER B 1 5-MET-ST.

6-DEOKSI-VER A je oko 8 puta manje toksican od AFB, (10 UM), odnosno oko
20 puta manje toksican od ST (3,7 UM) za A549 stani¢nu liniju. Citotoksicnost
ostalih ispitivanih prekursora je ¢ak izmedu 10 i1 20 puta manja od AFB, te izmedu
301 50 puta manja od ST.

VER B i 5-MET-ST u koncentraciji 0,5 UM djeluju proliferativno na A549
stanice.

Razlike u citotoksicnom potencijalu aflatoksinskih prekursora vjerojatno su
posljedica malih promjena u strukturi koje ocito znacajno utje¢u na omjer
lipofilnost/hidrofilnost $to se odrazava na prolaz kroz stani¢nu membranu, a time
1 na njihovu biotransformaciju.

Obzirom da aflatoksini i sterigmatocistin uzrokuju ostecenja stanica respiratornog
sustava moze se pretpostaviti da bi njihovi furofuranski prekursori mogli
doprinjeti razvoju takvih poremecaja, posebice kod dugotrajne izlozenosti veéim

konentracijama spora plijesni-producenta.
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8. SAZETAK

Mnogobrojnim istrazivanjima potvrdeni su citotoksicni, mutageni i kancerogeni ucinci
aflatoksina. Neke Aspergillus vrste koje su potencijalni producenti aflatoksina mogu u svojim
sporama i dijelovima micelija osim aflatoksina sadrzavati i njihove prekursore ovisno o fazi
biosinteze. Mali broj istrazivanja posvecen je ispitivanju bioloskih ucinaka aflatoksinskih
prekursora medu kojim mnogi sadrze furofuranski prsten koji se smatra odgovornim za bioloske
ucinke aflatoksina.

Stoga smo ovim radom zeljeli ispitati citotoksi¢nost nekih dihidrofurofuranskih
(verzikolorin A ili VER A, 6-deoksiverzikolorin A ili 6-DEOKSI-VER A i 5-metilsterigmatocistin
ili 5-MET-ST) i tetrahidrofurofuranskih intermedijera (verzikolorin B ili VER B). Za ispitivanje
citotoksi¢nosti u uvjetima 7z vitro odabrana je kultura stanica adenokarcinoma pluca covjeka
(A549), a prezivljavanje stanica je mjereno kolorimetrijskim MTT testom na 595 nm. Stanice su
bile izlozene rastu¢im koncentracijama 6-DEOKSI-VER A i VER A (od 0,5 do 150 uM),
odnosno VER B i 5-MET-ST (od 0,5 do 250 uM) tijekom 24 h. Pri tom su utvrdene citotoksicne
koncentracije koje smanjuju vijabilnost stanica za 50%: 1C,,=78 £ 12 uM (6-DEOKSI-VER A) ;
109 £3,5uM (VER A); 172+ 4 uM (VER B) 1181 + 2,6 uM (5-MET-ST). VER B i 5-MET-ST
u koncentraciji 0,5 UM djeluju proliferativno na A549 stanice. Razlike u citotoksicnom
potencijalu aflatoksinskih prekursora vjerojatno su posljedica malih promjena u strukturi koje
o¢ito znacajno utjecu na omjer lipofilnost/hidrofilnost §to se odrazava na prolaz kroz stani¢nu
membranu, a time 1 na njihovu biotransformaciju. Ovaj rad je ujedno i prvo izvjesce o

citotoksi¢cnom potencijalu furofuranskih prekursora biosinteze aflatoksina.

Klju¢ne rijeci: aflatoksini, sterigmatocistin, furofuranski prsten, stanicna linija A549,

citotoksi¢nost
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9. SUMMARY

Many studies have been carried out to elucidate cytotoxic, mutagenic and carcinogenic
activity of aflatoxins. Some aspergilli that produce aflatoxins may contain some of the precursors
of aflatoxin biosynthesis in their spores depending on the stage of aflatoxin production. A limited
number of research has been carried out on biological effects of aflatoxin percursors that contain
furofuran ring, which is incriminated for toxic effects of aflatoxins.

Therefore, the purpose of our study was to determine cytotoxicity of some
dihydrofurofurans (veriscolorin A or VER A, 6-deoxyversicolorin A or 6-DEOXY-VER A and
5-methoxysterigmatocystin or 5-MET-ST) and tetrahydrofurofurans (versicolorin B or VER B).
Cytotoxicity of these compounds was detemined for human adenocarcinoma cell line A549 using

colorimetric MTT assay (at 595 nm). Cells were exposed to various concentrations of VER A and

6-DEOXY-VER A (from 0.5 to 150 uUM) as well as VER B and 5-MET-ST (from 0.5 to 250 M)
for 24 hours. Cytotoxic concentrations of tested compounds that inhibited 50% of cell viability
(ICs,) were: IC,,=78 = 12 uM (6-DEOXY-VER A); 109 £3,5 uM (VER A); 172 £ 4 uM (VER
B) 1181 £ 2,6 uM (5-MET-ST). VER B and 5-MET-ST applied at 0.5 UM exerted proliferative
effect. Diferences in cytotoxic potential of tested compounds are probably the result of some
changes in their structure which might affect lipophility/hydrophility ratio and therefore their
transfer through cell membrane as well as their biotransformation. To our knowledge this is the

first report on cytotoxic potential of furofuran precursors in afltoxin biosynthesis.

Key words: aflatoxins, sterigmatocystin, furofuran ring, cell line A549, cytotoxicity.
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