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Mikotoksini su raznolika skupina sekundarnih metabolita plijesni koji se mogu pronaci u hrani za
ljude i zivotinje te zraku pljesnivih stambenih prostora. Uzrokuju bolesti (mikotoksikoze)
konzumiranjem kontaminirane hrane, dermalnim putem ili inhalacijom spora. Mikotoksini se
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Aspergillus. Strukturno je sli¢an najtoksi¢nijem Karcinogenu u prirodi — aflatoksinu. Toksi¢ni
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Neke plijesni iz roda Aspergillus ¢esto uz sterigmatocistin proizvode 5-metoksisterigmatocistin,
pogotovo u vlaznim stambenim prostorima. Pojam sindrom bolesnih zgrada opisuje skup
simptoma bolesti respiratornog i srediSnjeg ziv€anog sustava te se mogu povezati s mikotoksinima.
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rezultati nisu statistiCki znacajni, vazan su doprinos poznavanju toksi¢nosti ovih mikotoksina
izlozenima putem diSnog sustava te ukazuju na potrebu bududih istrazivanja o dugotrajnoj
izloZenosti sterigmatocistinu i 5-metoksisterigmatocistinu.
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Mycotoxins are a diverse group of secondary metabolites produced by molds and can be found in
food and feed or air of moldy indoor spaces. They cause diseases (mycotoxicosis) via ingestion of
contaminated food, through skin or inhalation of spores. Mycotoxins are studied for their toxic
effects, because they cause agricultural losses, and in association with climate change.
Sterigmatocystin is a secondary metabolite mostly produced by Aspergillus molds. Structurally it
is similar to the most potent carcinogen found in nature — aflatoxin. Even though the toxic effects
of sterigmatocystin are not well-known, it is classified as possibly carcinogenic to humans. Some
Aspergillus molds often produce 5-metoxysterigmatocystin together with sterigmatocystin,
especially in moldy indoor environments. The term sick building syndrome describes a group of
respiratory and central nervous system disease symptoms that can be related to mycotoxins. In the
present experiment, male Wistar strain rats were intratracheally instilled with a single dose of
sterigmatocystin, 5-metoxisterigmatocystin and their combination. In bronchoalveolar lavage
fluid, the following parameters were measured: concentration of albumin as an indicator of
vascular membrane permeability and lactate dehydrogenase activity as an indicator of cytotoxicity.
Results of acute treatment showed an increase in albumin concentration and increase of lactate
dehydrogenase activity. Even though our results were not statistically significant, they contribute
to the general knowledge on the toxicity of these mycotoxins and they are important for future
research into long-term exposure to mycotoxins.

(35 pages, 6 figures, 2 tables, 83 references, original in: Croatian)
Thesis is deposited in Central Biological Library.

Keywords: flood, molds, mycotoxins, sick building syndrome, toxicity
Supervisor: Dubravka Rasi¢, PhD, senior research associate
Co-supervisor: Prof. Domagoj Diki¢, PhD, full professor

Reviewers:
Prof. Domagoj biki¢, PhD, full professor
Prof. Bozena Miti¢, PhD, full professor
Prof. Sandra Hudina, PhD, assistant professor

Thesis accepted: 25" November 2021



SadrzZaj

IR 1Yo o OSSPSR 1
IOV 11100 ] (0 [ PSSR 1
1.2. SINArom DOIESNE ZGFAGE ..o 2
IR T (= ¢ o 4= U0 Yo 1 [ PSRRI 3
1.3.1. Biosinteza i MetaboliZam............coiiiiiiiiie e 4
1.3.2. Toksicnost i mehanizmi toksicnosti sterigmatoCiStING ........cevvvereiveeriieesiieeerree e 7
1.4, 5-metoKSISterigMAtOCISTIN .....c..iiveeie e sre e 9
1.4.1. Biosinteza i MetaboliZam..........cooiiiiiiiiie e 10
1.4.2. Toksi¢nost 5-metoksisterigmatoCiStiNg .........c.cccvevveiiieiicie s 10
1.5. Biomarkeri tOKSICNOS ..u.uvviiiiriiiiiieiiiie ittt e e snbe e e nnn e e 10
1.5.1. Laktat dehidrOgENAZA..........cveiveiuieiicieee ettt sre e esreenne s 11
15,2, ATDUMIN o bbbttt nb et benreeneas 11
2. Cilj ISTTAZIVANJA ...ttt b bt etk b e b e bt b e n e e 12
3. MaALerTJali | METOUE ... et bbbttt b e eneas 13
3L KEMIKAITJE ..ottt bbbttt bbb 13
B0 0151 £ 0 T 1 SRS R 13
3.3, PrIPrEMA OTOPINA . ... cveeueeuieieste ittt ettt e bbbt bt se et et et sb et benneeneas 13
3.4. Pokusne Zivotinje 1 plan POKUSA ........c.ccoviiiiiiiiiiiiicse s 14
3.4.1. Priprema toksina za iNStHACI]U.........c.coiveiiiiiieiicce e 14
3.4.2. Tretman Zivotinja 1 UZIMANJE UZOTAKA ........eerveeiriiriiiieiiiiee e 14
TR |V 1] (oo [T OP SRR R 15
3.5.1. Mjerenje aktivNoSti LDH ........cooiiiiiiiiic et 15
3.5.2. Mjerenje koncentracije albuming..........ccooveiiiiiiiiii i 17

3.6. StatistiCka obrada podataka............cccoeiiiiiiiiii 19



A RBZUIATE ..ottt e e e e e e e ettt e e e e e e e et e eeeeeeaa e ———aaaaaaaaaaas 20

4.1, AKEIVNOSE LDH. .....oiiiiiciiie ettt 20
4.2. KoncentraCija albumiNa ..........ccoiiiiiiie i 20
ST R ] 0] 12\ DO TSR PP 22
T2 1) SO 25
A LT LA [ DU U RSP PPUT PP PRPRORON 26

8. ZAVOLOPIS 1.vocveeveeeeeseeseese s tes s eeseesse s s st e sttt s s s s e s s e s ettt en e s en s s et 35



POPIS KRATICA

5-M-STC  5-metoksisterigmatocistin

AFB1 aflatoksin B1
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CAST Council for Agricultural Science and Technology
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1. Uvod

1.1. Mikotoksini

Mikotoksini su sekundarni metaboliti plijesni koje, osim u hrani biljnog i zivotinjskog
porijekla, nalazimo u zraku pljesnivih stambenih prostora (Peraica i sur. 2002; Jaksi¢ i sur.
2012; Engelhart i sur. 2002). Oni su molekule razli¢itih struktura i male molekulske mase te
kao takvi ne poti¢u odgovor imunoloskog sustava, ve¢ se distribuiraju po organima i uzrokuju
toksi¢ne ucinke (Pitt 2000). Bolesti uzrokovane mikotoksinima nazivaju se mikotoksikoze.
Pojam mikotoksikoze prvi put se spominje 1952. godine, a smrt 100 000 purica u Ujedinjenom
Kraljevstvu (tzv. ,,X bolest) dovela je do otkric¢a aflatoksina 1960-ih godina (Lancaster i sur.
1961; Pitt 2013). Najces¢i uzrok bolesti jest konzumiranje kontaminirane hrane, ali nije

zanemariv ni kontakt preko koze ili, primjerice, udisanjem spora (Bennett i Klich 2003).

Toksi¢nost mikotoksina poznata je jo§S od srednjeg vijeka, kada su alkaloidi glavice razi
uzrokovali stanje pod nazivom ,,vatra svetog Antuna‘. Simptomi su kod ljudi bili halucinacije,
groznica i gangrena udova. Kasnije je otkriveno da je izvor bolesti bila konzumacija zitarica,
brasna i kruha kontaminiranih gljivicama vrste Claviceps purpurea, odnosno alkaloid ergolin
koji gljivica proizvodi. Bolest je nazvana ergotizam. Nakon toga je viSe paZznje posveceno
spremanju zitarica i hrane za zivotinje kako bi se izbjegla kontaminacija plijesnima
(Armendariz i sur. 2014).

Do sada je otkriveno od 300 do 400 vrsta mikotoksina, a samo je njih desetak istrazeno te su
za njih zakonski odredene dozvoljene koli¢ine u hrani. NajviSe istrazivane plijesni pripadaju
rodovima Aspergillus, Penicillium i Fusarium (Coppock i Dziwenka 2019; CAST 2003). Osim
mikotoksina, postoje sekundarni metaboliti koji su korisni kao lijekovi i antibiotici, npr.
ergometrin za kontrakcije maternice i penicilin. Plijesni se mogu pronacéi u vlaznim stambenim
prostorima i u hrani (npr. Zitarice, riza, kukuruz, kava, zacini, mlijeko, meso, pekmez, vino,
pivo, itd.). Nastaju u polju ili u skladistima kada uvjeti skladistenja zitarica (vlaga i
temperatura) nisu odgovarajuéi. Jedna vrsta plijesni moze proizvoditi ve¢i broj mikotoksina ili

vise razli¢itih mikotoksina moze kontaminirati jednu vrstu hrane (Armendariz i sur. 2014).



Mikotoksini su strukturno vrlo raznoliki te imaju razli¢ite u¢inke na zdravlje ljudi i zivotinja.
Ciljni organi njihovog djelovanja najceS¢e Su jetra, bubrezi i ziv€ani sustav (Pitt 2013).
Takoder, ve¢ina mikotoksina moze pro¢i kroz placentu kod sisavaca te se izluciti putem
maj¢inog mlijeka (Coppock i Dziwenka 2019). Osim zbog karcinogenog, teratogenog i
mutagenog ucinka na zdravlje, istrazuje ih se i zbog velikih gubitaka u poljoprivredi te
povezanosti s klimatskim promjenama (Haschek 2013). Predvida se da bi klimatske promjene,
odnosno duga i vruca razdoblja u kombinaciji s jakim kiSama i bujicama, mogle pogodovati
kontaminaciji hrane mikotoksinima. Iako su mikotoksikoze poznate ve¢ stolje¢ima, istrazen je
vrlo mali broj mikotoksina te se za vecinu njih tek treba istraziti utjecaj, njihova interakcija te
identificirati biomarkere koji bi ukazali na izlozenost organizma mikotoksinima i odredili

njihovu toksi¢nost (Medina i sur. 2017).
1.2. Sindrom bolesne zgrade

Sindrom bolesne zgrade (eng. sick building syndrome) pojam je koji opisuje skup simptoma
bolesti respiratornog i srediSnjeg Ziv€anog sustava (npr. iritacija nosa, grla, o€iju, bolovi u
prsima, vrtoglavica, svrbez, iritacija i crvenilo koze). Stanje se povezuje s razli¢itim bioloskim
1 kemijskim tvarima u radnom i stambenom okoliSu poput hlapljivih spojeva iz namjestaja 1
parketa, dima cigareta, kemikalija iz boja, ali i spora plijesni i mikotoksina koji su prisutni u

vlaznim prostorima (Birks 2006).

Mikotoksini nisu hlapljivi spojevi, ali se mogu udahnuti vezani uz zrnca prasine te mogu
uzrokovati iritaciju sluznice, glavobolju, stezanje u prsima, alergije ili astmu (Birks 2006; Li i
Yang 2004).

Plijesni koje su najéesc¢e pronadene u bolesnim zgradama pripadaju rodovima Cladosporium,
Alternaria, Aspergillus, Mucor, Rhizopus, Stachybotrys i Chaetomium (Birks 2006; Li i Yang
2004). Rodovi Chaetomium i Aspergillus znacajni su jer proizvode mikotoksine, dok ostali
navedeni rodovi uglavnom uzrokuju alergije. Aspergillus vrste, koje su primarni kolonizatori,
mogu se prilagoditi aktivnosti vode manjoj od 0,8 te rasti u unutra$njim prostorima ¢es$¢e nego
ostale plijesni (Nielsen 2003; Schulz i sur. 2004). Vrste Aspergillus versicolor i A. flavus su
naj¢esce vrste roda Aspergillus i one proizvode STC, odnosno aflatoksine (Pieckova i Jesenska
1999).



1.3. Sterigmatocistin

Sterigmatocistin (STC), punog naziva prema IUPAC-u (3aR,12cS)-8-hidroksi-6-metoksi-
3a,12c-dihidro-7H-furo-[3',2":4,5] furo[2,3-c]-ksanten-7-on), prvi je put izoliran 1950-ih
godina iz plijesni roda Aspergillus (Rank i sur. 2011). A. versicolor je najveci proizvoda¢ STC-
a, no proizvodi ga vise od 50 drugih vrsta, ukljucujuci A. flavus, A. parasiticus, A. nidulans i
dr., te vrste iz drugih rodova plijesni. Prekursor je u sintezi aflatoksina B1 (AFB1) te mu je
strukturno i sli¢an (Slika 1.) (Coppock i Dziwenka 2019; Tabata 2011; EFSA 2013). AFB1
nastaje kondenziranjem acetata i malonata djelovanjem raznih enzima, od kojih su samo neki
identificirani. Djelovanjem sintaze norsolorinske kiseline nastaje norsolorinska kiselina koja je
prvi stabilni prekursor AFB1 te se prevodi u versikolorin B, a potom u versikolorin A.
Versikolorin A se demetilsterigmatocistin sintazom prevodi u demetilsterigmatocistin.
Metilacijom demetilsterigmatocistina nastaje STC, a iz STC-a O-metilsterigmatocistin
djelovanjem O-metiltransferaze. O-metilsterigmatocistin prevodi se u AFB1 (Dutton 1988;
Yabe i Nakajima 2004).
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Slika 1. Skraceni prikaz biosintetskog puta aflatoksina B1 iz sterigmatocistina.

Manje je toksi¢an od AFB1 iako im je bioloska aktivnost sli¢na. Furofuranski prsten odgovaran
je za mutagenost AFB1 i STC-a (Jaksic i sur. 2012). Za usporedbu, LDso vrijednost STC-a za
muzjake Stakora jest 60 — 800 mg/kg, dok za AFB1 ta vrijednost iznosi 5,5 mg/kg (Tabata
2011). LDso vrijednost (eng. lethal dose) odnosi se na dozu neke tvari za koju se o¢ekuje da
uzrokuje smrt kod 50 % tretiranih zivotinja (ECHA 2016). Ciljni organi toksi¢nosti STC-a su
jetrai bubrezi. Poznat je njegov karcinogeni i toksi¢ni u¢inak. Prema Tabatu (2011), svi Stakori,

kojima je u hranu uveden STC u dozi od 150 pg na dan tijekom perioda od 58 + 4 tjedana,



razvili su hepatocelularne karcinome. Budu¢i da uzrokuje tumore, Medunarodna agencija za

istrazivanje raka (IARC) smjestila ga je u skupinu 2B (moguci karcinogen za ljude) (1976).

lako je STC potencijalno karcinogen za ljude, ¢esto se zanemaruje vaznost prisutnosti STC-a
u vlaznim stambenim prostorima. Izlozenost STC-u moze biti udisanjem prasine ili spora koje
mogu prodrijeti u donji respiratorni sustav i pluéa (Engelhart i sur. 2002; Despot i Segvi¢ Klari¢
2014). Dokazana je prisutnost STC-a (i njegovih metabolita) u viSe istrazivanja. Engelhart i
sur. (2002) izolirali su ga iz praSine u tepisima, a pronaden je i u gradevinskom materijalu
(Nielsen i sur. 1999). U istrazivanju problema s vlagom u finskim zgradama STC je bio
dominantno prisutan mikotoksin (Tuomi i sur. 2000). U istrazivanju Despot i Segvi¢ Klari¢
(2014) u Hrvatskoj pronadena je veca prisutnost plijesni iz roda Aspergillus sekcije
Versicolores (koje proizvode STC) u stanovima i podrumima nego u radnom okruzenju kao §to
je mlin. Mikotoksini u vlaznim prostorima opravdano se povezuju s raznim Stanjima — umorom,
glavoboljom, mu¢ninom i bolestima respiratornog sustava (Engelhart i sur. 2002; Bloom i sur.
2007). Plijesni iz roda Aspergillus sekcije Versicolores potencijalno se povezuju sa sindromom

bolesne zgrade (Pieckova i Jesenska 1999; Tuomi i sur. 2000; Jussila i sur. 2002).

Iako je STC toksican, nisu odredene maksimalno dopustene koncentracije u hrani ili okolisu.
Zasigurno je nedostatak regulacije povezan s time da nema prijavljenih masovnih
mikotoksikoza kod ljudi ili zivotinja povezanih sa STC-om, iako su plijesni koje ga proizvode

sveprisutne (Tabata 2011).
1.3.1. Biosinteza i metabolizam

Aspergillus nidulans jedna je od filamentoznih plijesni koje proizvode STC (Yu i Leonard
1995). Koristi se kao model za istrazivanje genetike plijesni od 1950-ih godina. Budu¢i da A.
nidulans proizvodi STC kao sekundarni metabolit, a STC je dio sintetskog puta aflatoksina,
koristi se i za istrazivanje molekularnin mehanizama koji reguliraju proizvodnju aflatoksina.
Aflatoksine proizvode A. parasiticus i A. flavus te, uz A. nidulans, imaju konzervirani klaster
gena koji kodira enzime i regulatorne proteine vazne za proizvodnju aflatoksinai STC-a (Keller
I Adams 1995). lako je STC biogeni prekursor aflatoksinima, vrste koje primarno proizvode
aflatoksine (npr. A. flavus i A. parasiticus) rijetko akumuliraju STC (Zingales i sur. 2020).

Takoder, aflatoksini 1 STC sintetiziraju se pod razli¢itim uvjetima okoliSa, primjerice luznati



pH pogoduje proizvodnji STC-a, dok kiseli pH vise pogoduje aflatoksinima (Delgado-Virgen
I Guzman-de-Pefia 2009).

Put biosinteze STC-a vrlo je dobro istrazen i poznat, budu¢i da ga dijeli S najmoc¢nijim
karcinogenom u prirodi aflatoksinom (IARC 2002). Kod vrsta koje proizvode aflatoksine, STC
se konvertira u direktni prekursor AFB1 i aflatoksina G1 (AFG1) — O-metilsterigmatocistin.
Vrste koje primarno proizvode STC ne mogu ga konvertirati u direktni prekursor aflatoksina,
budu¢i da nemaju gene koji kodiraju enzim za konverziju (Yabe i sur. 1989). Geni ukljuceni u
biosintezu STC-a istrazeni su na genomu A. nidulans i definirani kao klaster od 25 gena (Brown
I sur. 1996). Acetat i malonat sudjeluju u prvom koraku biosinteze (Slika 2.) Vecini gena
odgovornih za put sinteze aflatoksina i STC-a su poznate funkcije (Yu i sur. 2004; Wilkinson
i sur. 2004).
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Sterigmatocistin/ o
Sterigmatocystin (STC)

OCH;
Dihidrosterigmatocistin/
Dyhidrosterigmatocystin (DHSTC)

O-metilsterigmatocistin/
O-methylsterigmatocystin (OMSTC)

Dihidro-O-metilsterigmatocistin/
Dihydro-O-methylsterigmatocystin (DHOMSTC)

OCHs

Aflatoksin B/ Aflatoksin G/
Aflatoxin By (AFBy) Aflatoxin Gi (AFGi)
o

OCH;

Aflatoksin B/ Aflatoksin Gof
Aflatoxin Bz (AFB) Aflatoxin G2 (AFG2)

OCH;

Slika 2. Biosinteza sterigmatocistina i aflatoksina.

Preuzeto iz Les$i¢ 1 sur. 2019, uz dozvolu autora.

Op¢enito, sekundarni metabolizam naj¢esce je povezan sa sporulacijom kod plijesni i drugih
mikroorganizama. Proizvodnja STC-a povezana je s reprodukcijom plijesni. Naime, neke
plijesni, kao S§to su A. flavus i A. parasiticus, razmnozavaju se isklju¢ivo nespolnim putem —

sporama koje se zovu konidije. S druge strane, A. nidulans se razmnozava i konidijama i



askosporama koje su vezane uz spolno razmnozavanje. Konidije oportunistickih patogena
mogu, kod ljudi i zivotinja koji ih udiSu, izazvati bolesti jer su bogate inokulumom. Proces
nastanka konidija i biosinteze STC-a regulirani su zajedni¢kim putem prijenosa signala te se
smatra da STC doprinosi prezivljenju plijesni. Kao Sto je ve¢ spomenuto, vecina gena
odgovorna za regulaciju i biosintezu STC-a dobro je poznata (Calvo i sur. 2002; Wilkinson i
sur. 2004).

STC se metabolizira u jetri i plu¢éima pomocu enzima citokrom P450. Nastaju razni
hidroksimetaboliti (kateholi) i reaktivni epoksidi (STC-1,2-epoksid) koji formiraju DNA
adukte (EFSA 2013). Essigman i sur. (1979) prvi su predlozili mehanizam mutagenosti
stvaranjem reaktivnih epoksida koji se mogu kovalentno vezati na DNA i stvoriti STC-m7-
gvaninske adukte. Pfeiffer i sur. su 2014. godine otkrili novi put metabolizma hidroksilacijom
aromatskog prstena. Tako nastaju kateholi koji su takoder reaktivni te stvaraju DNA adukte.
Ovaj bi put metabolizma mogao biti ¢e$¢i nego stvaranje epoksida. Druga faza metabolizma
odnosi se na konjugaciju STC-a najces¢e UDP-glukuronosiltransferazama i
sulfotransferazama. Ekskrecija metabolita i konjugiranog STC-a odvija se putem urina i Zuci
(Cabaret i sur. 2010; EFSA 2013).

1.3.2. Toksi¢nost i mehanizmi toksi¢nosti sterigmatocistina

Prema EFSA-i (2013) akutna je toksi¢nost STC-a niska, no ne postoji dovoljno podataka da bi
se procijenio rizik za ljude 1 zivotinje. LDsg doza akutne toksi¢nosti iznosi izmedu 120 1 166
mg/kg. Ciljni organi toksi¢nosti Su jetra i bubrezi. Purchase i van der Watt (1969) dokazali su
da se Stakorima, tretiranima visokim dozama STC-a, pojavljuje nekroza jetre i bubrega ovisno
o apliciranoj dozi STC-a. Kod doza vec¢ih od LDsp (150 — 200 mg/kg t. m.) pojavljuje se tezi
oblik nekroze 1 krvarenje koje moze dovesti do smrti, a kod bubrega moze do¢i do degeneracije
hijalina. Kod doza manjih od LDsp pojavljuje se nekroza koja pogada jednu stanicu ili grupu
stanica te povecanje jezgara. Fujii i sur. (1976) dokazali su maksimalno toleriranu dozu STC-
a na potomcima misSeva 24 sata nakon rodenja. MiSevima je instilirano 0,03 mL 1 %-tne
Zelatine sa 100, 50, 5,11 0,5 ug STC-a po gramu t.m. Vecina je umrla 5 dana nakon instilacije,
a statisticki znacajna smrtnost zabiljezena je iznad doze od 5 pg/g t.m. U pokusu u kojem su
misevi (Swiss Webster) tretirani STC-om inhalacijskim putem, izmjerena je znacajna razlika u

ekspresiji gena povezanima s upalnim procesima u usporedbi s kontrolnom skupinom. Razlika
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je uocena na misevima zrtvovanima 12 sati nakon tretmana jednokratnom dozom STC-a od 13

mg/kg mase pluca. Stvaranje mukusa bilo je povecéano te je epitel bio zadebljan kao znak upale
(Miller i sur. 2010; EFSA 2013).

Kroni¢na izlozenost i karcinogenost pokazana je kod vise eksperimentalnih zivotinja: miseva,
Stakora, riba, mongolskog sko¢imisa i majmuna (EFSA 2013). STC u koncentraciji od 5 mg/kg
dodan je u hranu (0,75 mg/kg t.m.) misevima soja ICR kroz period od 54 do 58 tjedana, tako
da su dva tjedna dobivali hranu sa STC-om pa bi uslijedilo dva tjedna pauze. Adenomi i
adenokarcinomi primijeceni su nakon 50 tjedana izlozenosti, a nakon 58 tjedana 84 % miSeva
imalo je neki oblik tumora na plu¢ima u usporedbi s kontrolnom skupinom (Zwicker i sur.
1974). U dvogodisnjem istrazivanju, Ohtsubo i sur. (1978) hranili su muzjake Donryu §takora
rizom kontaminiranom A. versicolor. Koncentracija STC-a u tri skupine Stakora bila je 0, 5 i
10 mg/kg hrane, $to odgovara 0, 0,25 i 0,5 mg/kg t.m. U posljednje dvije skupine (svaka se
sastojala od 13 Stakora), gotovi svi Stakori razvili su neki oblik tumora jetre. Ova studija ukazala
je nato daje STC karcinogen i u nizim koncentracijama. Mnoga su istraZivanja radena u Aziji
gdje je hrana Cesto kontaminirana STC-om (EFSA 2013). Studija na mongolskom sko¢imisu
povezala je prisutnost Helicobacter pylori u Zelucu i konzumiranje hrane kontaminirane STC-
om s razvojem tumora zeluca (Ma i sur. 2003). Razvoj tumora Zeluca i jetre povezan je sa

prisutno$¢u STC-a u Zzitaricama u dijelovima Kine i kod ljudi (Lou i sur. 1995).

Pretpostavlja se da je STC imunotoksi¢an, no nema dovoljno studija in vivo i in vitro koje bi
potvrdile tu pretpostavku. Najveéi nedostatak kod in vitro studija jest koriStenje visokih
koncentracija STC-a (EFSA 2013). STC je, u kombinaciji s AFB1, znac¢ajno smanjio aktivnost
komplementa kod oralnog tretmana zamoraca, smanjio tjelesnu masu i uzrokovao
hepatotoksi¢nost. Tretman samim STC-om nije zna¢ajno utjecao na komplement. Buduéi da se
komponente komplementa proizvode u jetri, ne moze se jednoznacno zakljuciti utjece li STC
(sam ili u kombinaciji s AFB1) izravno na imunoloski sustav (Richard i sur. 1978). Liu i sur.
(2012) u svom su istrazivanju pokazali da se, 24 sata nakon jednokratnog tretmana BALB/c
miSeva STC-om, povecava postotak FoxP3+ regulatornih T stanica. Posljedica je
imunosupresija jer su ove stanice kljuéne u odrZzavanju homeostaze imunoloSkog sustava.
Nadalje, razne in vitro studije na ljudskim limfocitima periferne krvi i misjim makrofagima

ukazuju na utjecaj STC-a na ekspresiju IL-2, interferona y i IL-4 (Huang i sur. 2002; EFSA



2013). Takoder, STC je smanjio ekspresiju HLA razreda | na razini RNA i proteina (Xing i sur.

2005). No, in vivo istrazivanja koja bi potvrdila ove pronalaske nisu objavljena.

Genotoksi¢nost STC-a istrazena je in vivo i in vitro. Metaboli¢ki aktiviran STC uzrokuje
oStecenja kromosoma in vitro i kod eksperimentalnih zivotinja. Uz to je dokazana mutagenost
u bakterijskim stanicama i stanicama sisavaca takoder nakon metabolicke aktivacije (EFSA
2013). Kod Zenki Swiss $takora, tretiranih dozama STC-a izmedu 0,06 i 6 mg/kg t.m. ¢esce su
se dogadale kromatidne aberacije u stanicama kostane srzi (Curry i sur. 1984). Kromosomske
aberacije potvrdene su u stanicama koStane srzi i kod intraperitonealne administracije STC-a
kod stakora (Ueda i sur. 1984). In vitro uzrokuje pojavu mikronukleusa, kromosomske
aberacije, stvaranje gvaninskih adukata, jednostruke lomove DNA, mutacije u pojedina¢nim
bazama i pomak okvira Citanja (Crofton-Sleigh i sur. 1993; Ellard i Parry 1993; Black i sur.
1992; Baertschi i sur. 1989; Morita i sur. 1991; Mori i sur. 1986; McCann i sur. 1975). Mnoga
istrazivanja usporeduju genotoksi¢nost STC-a i AFB1 zbog svoje strukturne sli¢nosti, ali je iz
dosadasnjih istrazivanja vidljivo da se tretmani istim koncentracijama ovih mikotoksina ne

.....

mikotoksina je razli¢it, $to ograni¢ava njihovu usporedbu (EFSA 2013).

Dosadasnja su istrazivanja toksi¢nih u¢inaka STC-a ograni€ena 1 nisu dovoljna za odredivanje
rizika za zdravlje ljudi i zivotinja (EFSA 2013). Istrazivanja kombiniranog u¢inka STC-a i

drugih mikotoksina takoder su oskudna (Zingales i sur. 2020).
1.4. 5-metoksisterigmatocistin

Sterigmatocistin i 5-metoksisterigmatocistin (5-M-STC) su srodni mikotoksini koje u ve¢im
koli¢inama proizvodi plijesan vrste A. versicolor, koja je sveprisutna u vlaznim zatvorenim
prostorima. Strukturno se STC i 5-M-STC razlikuju samo u 5-metoksi skupini te se smatra da
upravo metoksi skupina utjece na bioraspolozivost 5-M-STC-a (Jaksi¢ i sur. 2012). Postoje
mnoga istrazivanja koja ukazuju na prisutnost STC-a u praSini vlaznih prostorija, ali vrlo mali
broj studija bavi se problemom prisustva 5-M-STC-a (Engelhart i sur. 2002; Dabeli¢ i sur.
2021). Prisutnost STC-a u hrani relativno je rijetka, no za 5-M-STC ne postoje istrazivanja koja

bi potvrdila njegovo prisustvo u hrani (Dabeli¢ i sur. 2021). U objavljenim se istrazivanjima 5-



M-STC veéinom spominje u kontekstu materijala kontaminiranih s A. versicolor (Gravesen i
sur. 1999; Nielsen i sur. 1999; Cabaret i sur. 2014).

1.4.1. Metabolizam 5-metoksisterigmatocistina

5-M-STC metabolizira se konjugacijom u stanicama diSnih puteva. Kod 5-M-STC-a nije
pronaden enzim koji bi ga aktivirao kao kod STC-a, ali postoji vrlo malo istrazivanja koja su
¢esto medusobno kontradiktorna (Cabaret i sur. 2010; Cabaret i sur. 2014). Pretpostavljalo se
da se 5-M-STC moze hidrolizirati jer je strukturno gotovo identi¢an STC-u, te su Cabaret i sur.

(2014) identificirali Cetiri nova metabolita.
1.4.2. Toksi¢nost 5-metoksisterigmatocistina

Toksi¢nost 5-M-STC-a nije dovoljno istrazena. Dokazano je njegovo mutageno djelovanje uz
pomo¢ TA 100 Salmonella typhimurium testa za mutagenost te citotoksi¢nost i genotoksi¢nost
u stanicama A549 (Jaksi¢ 1 sur. 2012; Mori i sur. 1986).

Dabeli¢ i sur. (2021) istrazivali su citotoksi¢nost i genotoksi¢nost kombinacije STC-a i 5-M-
STC-a na epitelne stanice ljudskog hepatocelularnog karcinoma HepG2 i epitelne stanice
ljudskog adenokarcinoma plu¢a A549. Usporedbom sa zasebnim ucincima subtoksi¢nih
koncentracija svakog mikotoksina na spomenute stanice, zakljuéili su da kombinacija STC-a i
5-M-STC-a ima dominantno aditivan uc¢inak na vijabilnost stanica. U manjem broju slucajeva
dokazan je antagonizam, dakle slabiji u¢inak kombinacije mikotoksina naspram zasebnih
uc¢inaka. Takoder, zanimljivo je da je toksi¢ni u¢inak 5-M-STC-a na stanice bio 10 puta veci
nego u¢inak STC-a. Autori, kao moguce razloge, navode agregacijska svojstva STC-a u vodi
koja nisu dokazana kod 5-M-STC-a (Jaksi¢ i sur. 2019) te dodatnu metoksi funkcionalnu

skupinu koja povecava bioraspolozivost 5-M-STC-a.
1.5. Biomarkeri toksi¢nosti

Biomarkeri sluze kao sredstva za odredivanje i predvidanje toksi¢nih u¢inaka tvari i odgovara
na njih. Trebaju biti osjetljivi, specificni, neinvazivni, povezani s biokemijskim mehanizmom
i funkcionirati u realnim dozama. Takoder, moraju se lagano mjeriti i kvantificirati (Timbrell

1998). Vazni su za otkrivanje izloZenosti mikotoksinama te procjene toksikoloskih ucinaka i
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osjetljivosti. Detekcija toksina u hrani i zraku moze biti siguran pokazatelj njihovoj izloZenosti.
Uz to, izloZzenost se moze dokazati analiziranjem prisutnosti prekursora ili metabolita
mikotoksina u tkivima i tjelesnim teku¢inama. Za procjenu toksikoloSkih ucinaka moze se
koristiti, na primjer, promjena u nekom enzimatskom sustavu ili formiranje specificnih DNA
adukata. Osjetljivost na neki mikotoksin pokazuju razlike u metabolizmu (individualne ili
izmedu vrsta) (Coppock i Dziwenka 2019).

1.5.1. Laktat dehidrogenaza

Laktat dehidrogenaza (LDH) je enzim koji se nalazi u citoplazmi svake stanice. Kada se stanice
ostete, npr. aptopotozom ili nekrozom, enzim izlazi iz stanice u izvanstani¢ni prostor. Zbog
toga se koli¢ina LDH mozZe odrediti iz supernatanta kao pokazatelj (biomarker) oSte¢enosti
stani¢ne membrane te generalni pokazatelj vijabilnosti stanice i citotoksi¢nosti. Aktivnost LDH
se, sukladno tome, moze kvantificirati pomo¢u NADH koji nastaje prevodenjem laktata u
piruvat aktivnos¢u LDH. NADH u reakciji sa specificnom probom daje obojenje (Hiebl 2017;
Kumar i sur. 2018).

1.5.2. Albumin

Povecana propusnost membrana krvnih Zila za proteine i ostale makromolekule znak je
oStecenja membrana i bolesti (Margarson i Soni 2002). Endotelni glikokaliks skupina je
ugljikohidrata koji poput gela obavijaju krvne Zile 1 on je barijera izmedu krvi i stijenke krvnih
zila (Aldecoa i sur. 2020). Ima vaznu ulogu u homeostazi krvnih zila, regulaciji njihove
propusnosti te, izmedu ostaloga, ima protuupalnu ulogu. Sastoji se od glikoproteina, glikolipida
te plazma proteina od kojih albumin regulira koloidni osmotski tlak te transportira sfingozin-
1-fosfat koji ima zaStitnu ulogu u endotelu, imunomodulatorni i protuupalni u¢inak te ,,hvata*
slobodne radikale. Povecana propusnost membrana dovodi do smanjenja koli¢ine albumina u

serumu, sto je znak oSte¢enja membrana (Aldecoa i sur. 2020; Margarson i Soni 2002).
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2. Cilj istrazivanja

Promjena klime utjecala je na pojavu jakih kisa, bujica i poplava posljednjih godina. Kao
posljedica poplava, nastaju vlazni zidovi stambenih prostora koji su dobra podloga za razvoj
plijesni i proizvodnju mikotoksina, posebno STC-a i 5-M-STC-a. Budu¢i da je djelovanje
mikotoksina na ljude slabo poznato, u pokusu opisanom u ovom diplomskom radu cilj je
izmjeriti toksi¢ni u¢inak STC-a i 5-M-STC-a na muzjacima $takora soja Wistar. Stakori su
jednokratno tretirani intratrahealnom instilacijom STC-om i 5-M-STC-om te kombinacijom
ova dva mikotoksina. Da bi se odredio njihov toksi¢ni u¢inak, u bronhoalveolarnoj tekuéini
mjerene su koncentracije albumina, kao indikatora propusnosti membrana krvnih zila, te

aktivnost laktat dehidrogenaze, kao indikatora citotoksi¢nosti.
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3. Materijali i metode

3.1. Kemikalije

o Sterigmatocistin (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, Ml, SAD)

o 5-metoksisterigmatocistin (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, SAD)
o Narketan (Chassot AG, Bern, Svicarska)

o Xylapan (Chassot AG, Bern, Svicarska)

o Dimetil sulfoksid (DMSO)

o Natrij-fosfatni pufer (PBS)

o Govedi serumski albumin (BSA), Sigma Chemicals, St. Louis, Missouri, SAD
o lzofluran (Piramal Enterprises LTD, Mumbai, Indija)

o Kit za analizu albumina (Abcam, Cambridge, UK)

o Kit za analizu LDH (Abcam, Cambridge, UK)

3.2. Instrumenti

o Analiticka vaga, Mettler Toledo, AE 200

o pH metar, SevenEasy, Mettler Toledo

o Centrifuga, Mikro 22R, Hettich, Kirchlengern, Njemacka

o Centrifuga, Universal 320 R, Hettich, Kirchlengern, Njemacka

o Cita¢ mikrotitarskih plo¢ica, Tecan Infinite M200PRO plate reader (Tecan Austria
GmbH, Grodig, Austrija)

3.3. Priprema otopina

Natrijev fosfatni pufer 0,3 M, pH =7,4
0,3M Na,HPO, x 12H,0 (107,44 g otopljeno u 1 L vode)

c=0,3moldm3

V=1dm3
M (Na,HPO, x 12H,0) = 358,14 gmol~?
=-=_" —cxMxV
C=y =Ry = MecxMx

m = 0,3mol dm™3 x 358,14 gmol™* x 1dm3 = 107,44 g
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M (Na,HPO, x 12H,0) = 358,14 gmol™!
1M = 358,14 gmol *nall = 01M

358,14 gmol™1
B 10
(za2L)35814x2=71,628gza 2L

nall = 358l4gmoltnall

0,3M NaH,PO, x 2H,0 (46,8 g otopljeno u 1 L vode)
M = 156,01 gmol™?
0,1M = 15,601 g L™t
U otopinu Na2HPO4 x 12H>0 dodajemo otopinu NaH2PO4 x 2H>O dok ne dobijemo

pufer odgovaraju¢eg pH = 7,4.

3.4. Pokusne Zivotinje 1 plan pokusa

Odrasli muzjaci stakora soja Wistar, stari 12 tjedana i teski izmedu 300 i 400 grama, drzani su
u Makrolon kavezima pod kontroliranim uvjetima sobne temperature od 22 °C i ciklusa dan/no¢
od 12 sati. Prosje¢na masa 3takora bila je 343 grama. Zivotinje su imale slobodan pristup
peletiranoj hrani (4RF21, Mucedola, Settimo Milanese, Italija) te vodi iz slavine. Zivotinje (n
= 24) nasumi¢no Su grupirane u cCetiri skupine po Sest jedinki. Ovaj eksperiment odobrilo je
Eticko povjerenstvo Instituta za medicinska istrazivanja i medicinu rada u skladu s direktivom

Europske komisije iz 22. rujna 2010. godine (2010/63/EU).
3.4.1. Priprema toksina za instilaciju

Radne otopine mikotoksina pripremljene su u DMSO te razrijedene u radne otopine PBS-om
(poglavlje 3.3.). U volumenu od 300 uL. DMSO/PBS otopljeno je 0,4 pg STC-a ili 5 pg 5-M-
STC-a te njihova kombinacija (0,4 + 5 pg).

3.4.2. Tretman Zivotinja i uzimanje uzoraka

Svaka skupina zivotinja tretirana je jednokratno: 1. skupina: kontrola (DMSO + PBS), 2.
skupina: STC, 3. skupina: 5-M-STC i 4. skupina: STC + 5-M-STC. Zivotinje su tretirane
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intratrahealnom instilacijom izmedu 0sam i devet sati ujutro. Prije instilacije Zivotinje su
anestezirane izofluranom. Prema prosjecnoj masi pluéa Stakora od 1,382 g, doze toksina
iznosile su 0,3 mg STC/kg mase pluca i 3,6 mg 5-M-STC/kg mase pluc¢a. Nakon instilacije
drzane su u uspravnom poloZaju dok se nisu probudile iz anestezije. Zivotinje su Zrtvovane
nakon 24 sata pod op¢om anestezijom. KoriSteni anestetici su Narketan (80 mg/kg tjelesne

mase) i Xylapan (12 mg/kg tjelesne mase).

Pluca su isprana u ledeno hladnom PBS-u 2 x 5 mL. Izvuéena je bronhoalveolarna tekucina
(BALF) koja je centrifugirana 10 minuta na 650 G i 4 °C. Plu¢a i BALF su bili zamrznuti do
analize na -80 °C.

3.5. Metode

3.5.1. Mjerenje aktivnosti LDH

Aktivnost laktat dehidrogenaze mjerila sam pomocu Kita za analizu LDH (Abcam, Cambridge,
UK). Mjerenje sam provela u mikrotitarskim plo¢icama s 96 jazica za uzorke pomocu Citaca
mikrotitarskih plo¢ica Tecan Infinite M200PRO (Tecan Austria GmbH, Grodig, Austrija).

Reakcija se temelji na redukciji NAD u NADH pomoc¢u LDH koji potom reagira sa specifi¢cnom

probom i daje obojenje.

Prije mjerenja aktivnosti LDH u BALF-u, pripremila sam standardne otopine (NADH)
(Tablica 1.).

15



Tablica 1. Priprema standardne otopine nikotinamid adenin dinukleotida (NADH)
koncentracija u rasponu od 0 do 12,5 nmol nikotinamid adenin dinukleotida po jazici.

Volumen standarda (NADH) Volumen pufera (uL) Koncentracija NADH po

(nL) jaZzici (nmol/jaZica)
0 125 2
5 120 2,5
10 115 )
15 110 7,5
20 105 10
25 100 12,5

Zatim sam napravila kalibracijsku krivulju standarda (Slika 3.).

1.2
1 y =0.0587x +0.2251
R?=0.9961
0.8
o
<
2 06
o
0.4
0.2
0
0 2 4 6 8 10 12 14

nmol

Slika 3. Kalibracijska krivulja standarda nikotinamid adenin dinukleotida (NADH)

koncentracija od 0 do 12,5 nmol mjerenih na 450 nm.
Reakcijske otopine pripremila sam prema uputama dobivenima u kitu za analizu LDH.

U jazice sam najprije dodala 50 pL standarda, uzorka ili pozitivne kontrole, a zatim 50 pL

reakcijske smjese. Apsorbanciju sam mjerila nakon tri sata inkubacije na 450 nm, svake dvije
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minute u periodu od 60 minuta, na 37 °C, zasticeno od svjetla. Apsorbanciju sam Kkorigirala

oduzimanjem vrijednosti slijepe probe od srednje vrijednosti uzoraka.

Napravila sam krivulju u svim izmjerenim to¢kama te odabrala ravni dio krivulje iz kojeg sam
izraCunala: AA = A2 - Al (pri cemu je A2 apsorbancija o¢itana u vremenu 2, a A1 apsorbancija
oitana u vremenu 1). Aktivnost LDH izracunala sam iz Kkalibracijske krivulje (kao
koncentracija NADH koji je nastao pomocu LDH). Aktivnost LDH = (B/(ATxV))*D

(nmol/min/mL = mU/mL)
B = koncentracija NADH iz kalibracijske krivulje (nmol)
AT = vrijeme reakcije
V = volumen uzorka u jazici
D = ¢imbenik razrjedenja

1U LDH je koli¢ina enzima koja katalizira reakciju pretvorbe laktata u piruvat, pri cemu se

stvara 1 mol NAHD po minutu na pH = 8 pri 37 °C.
3.5.2. Mjerenje koncentracije albumina

Za mjerenje koncentracije albumina koristila sam kit za analizu albumina (Abcam, Cambridge,
UK). Mjerenje sam napravila na mikrotitarkim plo¢icama s 96 jazica za uzorke pomocu Citaca
mikrotitarskih plo¢ica Tecan Infinite M200PRO (Tecan Austria GmbH, Grodig, Austrija).

Reakcija se temelji na interakciji albumina i boje bromkrezol zeleno (BCG) pri ¢emu nastaje
obojenje koje se moze detektirati spektrofotometrijski. Apsorbancija je proporcionalna

koncentraciji albumina u serumu. Ova metoda ne detektira ostale proteine prisutne u plazmi.

Pripremila sam otopine standarda za Kkalibracijsku krivulju (Tablica 2.). Sve sam uzorke

napravila u duplikatu.
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Tablica 2. Priprema otopine standarda za kalibracijsku krivulju koriste¢i govedi serumski
albumin (BSA) od 0 do 75 pg po jazici.

7,5 mg/mL BSA Volumen pufera (uL) Kona¢na masa BSA u
Standard (uL) jazici (ug/jazica)

0 100 0

4 96 15

8 92 30

12 88 45

16 84 60

20 80 75

Iz pripremljenih koncentracija BSA napravila sam kalibracijsku krivulju standarda (Slika 4.).

0.5
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0.4
0.35
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0.2
0.15
0.1
0.05
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ug/jazica

Slika 4. Kalibracijska krivulja standarda albumina mase od 0 do 75 ug po jazici mjerenih na
620 nm.

Reakcijske otopine pripremila sam prema uputama dobivenima u kitu za analizu albumina.

U jazice sam najprije dodala 50 pL standarda, slijepe probe ili uzorka, a zatim 50 uL reakcijske
smjese. Plo¢icu sam inkubirala 20 minuta na 25 °C, zasticenu od svjetla. Apsorbanciju sam

mjerila na 620 nm. Od svih izmjerenih vrijednosti apsorbancije oduzela sam vrijednost
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apsorbancije slijepe probe. Napravila sam kalibracijsku krivulju te izra¢unala koncentraciju

albumina.

Koncentracija albumina = (B/V)*D

B = masa albumina u uzorku izracunata iz kalibracijske krivulje u ug.
V = volumen uzorka u jazicama.

D = ¢imbenik razrjedenja.
3.6. Statisticka obrada podataka

Rezultati aktivnosti LDH i koncentracije albumina statisticki su obradeni pomocu linearnih
modela. Zavisna varijabla kod LDH bila je aktivnost, a skupina (kontrola, STC, 5-M-STC i
STC+5-M-STC) je bila nezavisna varijabla. Kod albumina je koncentracija logaritmirana te je
oznacena kao zavisna varijabla dok je skupina bila nezavisna varijabla. Kori$ten je t-test kao
»post hoc* test. Za statisticku znacajnost odredena je vrijednost 0,05. StatistiCka analiza
napravljena je u softwareu R (R software version 3.6.3 (29 February 2020) for statistical

computing).
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4. Rezultati

Koncentracija LDH 1 albumina izmjerena je u bronhoalveolarnoj teku¢ini muzjaka Stakora soja
Wistar koji su intratrahealnom instilacijom tretirani otopinom DMSO/PBS (kontrolna skupina),

mikotoksinima sterigmatocistinom, 5-metoksisterigmatocistinom i njihovom kombinacijom.
4.1. Aktivnost LDH

Aktivnost LHD u BALF-u Stakora veca je u uzorcima BALF-a Stakora tretiranih

mikotoksinima nego u kontrolnim uzorcima, ali te vrijednosti nisu statisticki znacajne (Slika
5.).

0.35

0.15
0.05
0

Kontrola 5MSTC STC+5MSTC

o
o S o
N wv w

Altivhost LDH mU/mL

o
=

Slika 5. Aktivnost laktat dehidrogenaze u bronhoalveolarnoj tekucini Stakora tretiranih
kontrolom, sterigmatocistinom (STC), 5-metoksisterigmatocistinom (5MSTC) i

kombinacijom sterigmatocistina i 5-metoksisterigmatocistina (STC + 5MSTC).
4.2. Koncentracija albumina

Koncentracija albumina u BALF-u $takora veca je u uzorcima BALF-a $takora tretiranih
mikotoksinima nego u kontrolnim uzorcima. Najvec¢a koncentracija albumina je u BALF-u

Stakora tretiranih s oba mikotoksina, neSto manja u BALF-u $takora tretiranih s 5-M-STC, a
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najmanja u BALF-u S$takora tretiranih sa STC. Iako su te vrijednosti veée od kontrolnih

vrijednosti, one nisu statisti¢ki znacajne (Slika 6.).
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Slika 6. Koncentracija albumina u bronhoalveolarnoj tekucini Stakora tretiranih kontrolom,
sterigmatocistinom (STC), 5-metoksisterigmatocistinom (5MSTC) i kombinacijom

sterigmatocistina i 5-metoksisterigmatocistina (STC + 5SMSTC).
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5. Rasprava

Istrazivanja su pokazala da ljudi koji Zive u vlaznim stambenim prostorima vise obolijevaju od
alergija, raznih respiratornih bolesti, umora i1 drugih stanja povezanih i s lo$ijim imunitetom
(Nielsen 2003; Engelhart i sur. 2002). Te su bolesti, izmedu ostaloga, posljedica plijesni

prisutnih u vlaznim prostorima, odnosno spora i mikotoksina koje te plijesni proizvode.

Klima utjece na rast i rasprostranjenost plijesni i mikotoksina. Promjenom klime i vremenskih
uvjeta— iznenadnih poplava i bujica, posebno na Mediteranu, mogle bi se pojaviti razlicite nove
kombinacije plijesni i mikotoksina u podru¢jima u kojima ih prije nije bilo. Ovo se najvise

odnosi na plijesni iz rodova Aspergillus, Fusarium i Penicillium (Moretti i sur. 2019).

Istrazivanje prikazano u ovom diplomskom radu dio je istrazivanja ucestalosti i toksi¢nosti
plijesni iz roda Aspergillus i mikotoksina koje te plijesni proizvode u podrucju u Hrvatskoj
pogodenom poplavom 2014. godine (Gunja i okolica). Segvi¢ Klarié i sur. (2018) svojim su
istrazivanjem u tim podru¢jima zakljucili da se u zatvorenim objektima (obnovljenim i
neobnovljenim kucama i javnim prostorima) najcesce pojavljuju plijesni roda Aspergillus
sekcije Versicolores. Izolirani su mikotoksini koje ove plijesni proizvode i u veéini je izolata
pronaden sterigmatocistin i 5-metoksisterigmatocistin (Jaksic i sur. 2021). STC i 5-M-STC su,
tijekom zimskog perioda istrazivanja, pronadeni u 100 % odnosno 66,6 % kucanstava iz

podrucja pogodenih poplavom, ali i u 90 % odnosno 80 % kucanstava u kontrolnom selu.

Budu¢i da su ovim mikotoksinima ljudi naj¢esce izlozeni inhalacijom, napravljen je pokus na
muzjacima $takora soja Wistar kako bi se ispitali toksi¢ni u¢inci STC-a i 5-M-STC-a te njihove
kombinacije in vivo. Muzjaci stakora soja Wistar jednokratno su intratrahealno instilirani ovim
mikotoksinima i njihovom kombinacijom dozama koje su odredene na temelju podataka iz

analiziranih stambenih prostora nakon poplave.

U istrazivanju prikazanom u ovom diplomskom radu, u bronhoalveolarnoj tekucini (BALF)
Stakora mjerena je aktivnost LDH kao pokazatelja vijabilnosti stanice i citotoksi¢nosti.
Aktivnost LDH bila je malo viSa u BALF-u tretiranih Stakora u usporedbi s kontrolnom

skupinom, ali taj rezultat nije bio statisticki znacajan.

U literaturi vecina istrazivanja mikotoksina in vivo odnosi se na oralnu primjenu mikotoksina

na zivotinjama, dok mnogi autori sugeriraju da bi upravo inhalacijski put unosa mogao biti
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znacajno vise toksic¢an (Creasia i sur. 1987; Pang i sur. 1988; Tuomi i sur. 2000). U literaturi je
opisan inhalacijski tretman Stakora sporama plijesni ili aflatoksinima ili T-2 toksinom, no
inhalacijski tretman STC-om i 5-M-STC-om opisan u ovom diplomskom radu je prvi takav
pokus (Jakab i sur. 1994; Jussila i sur. 2002). U pokusu u kojem su misevi i Stakori tretirani s
501 150 pg aflatoksina B1 intratrahealnom instilacijom, mjerena je proizvodnja faktora nekroze
tumora a koja je bila znacajno smanjena nakon tretmana s AFB1 (Jakab i sur. 1994). lako su
AFBI1 i STC strukturno sli¢ni, prema dostupnim podacima o toksi¢nosti, AFB1 je puno
toksicniji i u navedenom je pokusu koristena visoka doza AFB1. Aktivnost LDH mjerena je u
BALF-u mieva soja NIH/S jednokratno tretiranih sporama vrste Aspergillus versicolor (10°—
108 spora/zivotinji) (Jussila i sur. 2002). Zivotinje su tretirane intratrahealnom instilacijom.
Aktivnost LDH rasla je s primijenjenom dozom, no znacajno je bila visa tek kod najveée
primijenjene doze. Aktivnost LDH mjerena je u stanicama ljudskog neuroblastoma (SH-SY5Y)
nakon pojedina¢nog i zajedni¢kog tretmana mikotoksinima deoksinivelenolom (DON),
fumonizinom B1 (FB1), zearalenonom (ZEA), eniantinom A (ENA), eniantinom B (ENB) i
beauvericinom (BEA) tijekom Sest i 24 sata (Pérez-Fuentes i sur. 2021). Povecana aktivnost
LDH izmjerena je u stanica tretiranih nereguliranim mikotoksinima (ENA, ENB i BEA), dok

je u ostalim stanicama aktivnost LDH bila malo visa od kontrolnih stanica.

lako jednokratni tretman STC-om opisan u ovom diplomskom radu ne uzrokuje znacajan porast
LDH u BALF-u, njegovo povecanje u odnosu na kontrolnu skupinu vazan je podatak za buduce
dugotrajnije tretmane intratrahealnom instilacijom, budu¢i da su ljudi putem di$nog sustava

dugotrajno izloZeni ovim mikotoksinima.

Koncentracija albumina mjerena u BALF-u u pokusu opisanom u ovom diplomskom radu raste
u smjeru STC > 5-M-STC > STC + 5-M-STC. Koncentracija albumina mjerena je u BALF-u
miseva soja NIH/S jednokratno tretiranih sporama vrste Aspergillus versicolor (105 — 108
spora po Zivotinji) (Jussila i sur. 2002). Zivotinje su tretirane intratrahealnom instilacijom.
Koncentracija albumina rasla je s primijenjenom dozom. U navedenom su pokusu miSevi
tretirani sporama vrste plijesni koja proizvodi mikotoksine koji su koriSteni u naSem pokusu.
U pokusu u kojem je in vitro istrazivan utjecaj ekstrakta plijesni izoliranih s vlaznih zidova
stambenih prostora na pokretljivost trepetljika u epitelu dusnika pili¢a, pronadeno je da je STC

inhibitor pokretljivosti trepetljika (Pieckova i Jesenskéa 1998). Stakori izloZeni sporama plijesni
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A. versicolor koje su rasle na zidovima njihovih kaveza, imali su oStecenja pluca i
granulomatozne lezije nakon 30 dana izloZenosti. Pretpostavlja se da su ti simptomi rezultat
proizvodnje IL-1 (Sumi i sur. 1994). Upalni ucinci spora plijesni Aspergillus versicolor
izoliranih iz gipsanih plo¢a u vlaznim stambenim prostorima pronadeni su i na stanicama
makrofaga misa (RAW264.7) (Murtoniemi i sur. 2001). Jaksi¢ i sur. (2016) dokazali su
citotoksi¢nost inhibitornih koncentracija ¢istog STC-a i ekstrakata razli¢itih gljivica iz roda

Aspergillus koje proizvode STC na A549 i THP-1 stanice sli¢ne makrofagima.

Iako izmjerene koncentracije albumina nisu statisticki znac¢ajno vece u odnosu na albumin
izmjeren u BALF-u kontrolne skupine, ukazuju na mogucu toksi¢nost STC-a, 5-M-STC i

kombinacije ovih mikotoksina tijekom dugotrajne izlozenosti.
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6. Zakljucak

Istrazivanje utjecaja STC-a i 5-M-STC-a na mjestima pogodenima poplavama, ili opéenito u
vlaznim stambenim prostorima, vazno je zbog ucestalosti nalaska plijesni iz roda Aspergillus
koje proizvode STC, kojem su ljudi izloZeni inhalacijom. Jednokratni tretmani mikotoksinima
STC-om i 5-M-STC-om povecali su aktivnost laktat dehidrogenaze i koncentraciju albumina,
no to povecanje nije bilo statisti¢ki znacajno. Buduéi da se STC-a i 5-M-STC pojavljuju
zajedno, vazna su daljnja istrazivanja njihovog zajedni¢kog djelovanja te otkrivanje djeluju li
oni zajedno sinergisticki, antagonisticki ili aditivno. Istrazivanja utjecaja na zdravlje ljudi i
zivotinja pridonose potencijalnoj zakonskoj regulaciji maksimalne dozvoljene razine ovih

mikotoksina u okolisu i hrani.
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