KR A

REZULTATI NEDAVNIH STUDIJA O MEHANIZMU NEUROTOKSICNOSTI
FUMONIZINA B,

RECENT DATA ON THE MECHANISM OF FUMONIZIN B, NEUROTOXICITY

Ana-Marija Domijan

Pregledni znanstveni rad —Review scientific paper
Primljeno — Received: 22. ozujak — Mart 2013

SAZETAK

Fumonizini su grupa mikotoksina koje proizvode plijesni roda Fusarium, prven-
stveno plijesan F. verticillioides (nekada F. moniliforme). Od otkri¢a u 1980-ima do
danas izolirano je viSe od petnaestak fumonizina te je utvrdeno da je najucestaliji
od svih izoliranih fumonizina fumonizin B, (FB,). Fumonizini su nadeni Sirom svijeta
kao zagadivadi razli¢itih namirnica, medutim naj¢esSée zagaduju kukuruz te hranu
i krmivo pripremljeno iz kukuruza. Konzumacija krmiva zagadenog fumonizinima
u domacih Zivotinja povezana je s razvojem leukoencefalomalacije u kopitara te
edemom pluéa u svinja. U laboratorijskih glodavaca pokazalo se je da fumonizini
imaju nefrotoksican, hepatotoksi¢an i karcinogeni uc¢inak. Takoder se i razvoj nekih
bolesti u ljudi kao $to su primarni karcinom jetre, rak jednjaka i defekt neuralne cijevi
povezuju s konzumacijom hrane zagadene fumonizinima. Ipak epidemioloske stu-
dije nisu pronasle povezanost konzumacije hrane zagadene fumonizinima i razvoja
navedenih bolesti u ljudi. Stoga je Medunarodna organizacija za istrazivanje raka
(International Agency for Research on Cancer, |IARC) klasificirala najucestaliji od
fumonizina, FB, kao moguci karcinogen (grupa 2B). Na stani¢noj razini proucavano
je nekoliko mehanizama toksi¢nosti FB,, a najznacajniji od njih je remecenje meta-
bolizma sfingolipida. Neke su studije pokazale da FB, uzrokuje i porast parametara
oksidacijskog stresa, S§to ukazuje na oksidacijski stres kao moguci mehanizam tok-
sicnosti FB,. NaSe nedavne studije na stanicama neuroloskog podrijetla pokazale
su da FB, uzrokuje poremecaj koncentracije kalcija u citoplazmi stanice $to ukazuje
da je i poremecaj homeostaze kalcija u stanici jedan od moguéih mehanizama kako
neurotoksi¢nosti tako i toksi¢nosti fumonizina.

Klju¢ne rijeci: mikotoksini, fumonizin B,, neurotoksicnost, leukoencefalomalaci-
ja kopitara

iz plijesni F. verticillioides (Gelderblom i sur., 1988.).

uvoD

Fumonizini su mikotoksini, sekundarni proizvo-
di plijesni roda Fusarium. Fumonizine prvenstveno
proizvodi plijesan F. verticillioides (nekada$nje ime
F. moniliforme) te u manjoj mjeri druge plijesni roda
Fusarium kao plijesan F. proliferatum (IPCS, 2001.;
Voss i sur., 2007.).

U usporedbi s poznatijim mikotoksinima kao
Sto su aflatoksini ili okratoksini, fumonizini su izo-
lirani relativno kasno. Znanstvenici iz Juznoafricke
Republike tek su 1988. godine izolirali fumonizine

Do danas izolirano je viSe od petnaestak razlici-
tin fumonizina. Neki od njih su fumonizin A (FA),
fumonizin A, (FA,), fumonizin B, (FB,), fumonizin B,
(FB,) i fumonizin B, (FB,) (Slika 1.). Od svih izoli-
ranih fumonizina u prirodno zagadenoj hrani FB, je
najucestaliji te je stoga njegova toksi¢nost i najviSe
prouc¢avana (Voss i sur., 2007.).

Plijesni roda Fusarium i fumonizini nadeni su kao
zagadivacCi razliCitih namirnica Sirom svijeta. Nasa
istrazivanja provedena na razli¢itim uzorcima kao
§to su kukuruz, pSenica, soja i grasak uzgojenim
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Slika 1. Kemijska struktura fumonizina. Ovisno o supstituentu (R, R, i R,): fumonizin A, (FA,), fumonizin A, (FA,), fumonizin
B, (FB,), fumonizin B, (FB,), fumonizin B, (FB,), fumonizin B, (FB,) i fumonizin C, (FC ).

Figure 1. Chemical structural formula of fumonisins. Depending on substituent (R, R, and R,): fumonisin A, (FA,), fumoni-
sin A, (FA,), fumonisin B, (FB,), fumonisin B, (FB,), fumonisin B, (FB,), fumonisin B, (FB,) and fumonisin C, (FC).

na podruc¢ju Hrvatske potvrdila su prisutnost plije-
sni roda Fusarium pa tako i fumonizina i u Hrvatskoj
(Tablica 1.). Iz rezultata nasih studija kao i rezultata
drugih znanstvenika vidljivo je da od svih namirnica
plijesni roda Fusarium i fumonizini najées$¢e zagadu-
ju kukuruz (Domijan i sur., 2005.a; Ivi¢ i sur., 2009.3;
Domijan i sur., 2005.b; Sorriano i Draggaci, 2004.).
Razli¢iti ¢imbenici imaju u¢inak na prisutnost fumo-
nizina na kukuruzu i hrani pripravljenoj iz kukuruza
(Sorriano i Draggaci, 2004.). Tako na kontaminaciju
kukuruza fumonizinima utjecu klimatski uvjeti u koji-
ma je kukuruz uzgajan. Primjerice proizvodnji fumo-
nizina pogoduju visoka temperatura (20-30 °C) i vla-
ga (relativna vlaga zraka iznad 98 %), ali i genotip
kukuruza (odredeni hibridi su otporniji na kontami-
naciju fumonizinima od tradicionalnog kukuruza) te
osteéenja zrna insektima (smanjenje ostec¢enja sma-
njuje i zagadenje fumonizinima). Pokazalo se da je
koncentracija fumonizina niza u hrani pripremljenoj
iz kukuruza namijenjenoj ljudskoj prehrani (tortilje,
kokice, cornflakes) nego u kukuruzu stoga $to se
prilikom pripreme te hrane koriste alkalna otopina,
voda i visoka temperatura koje snizavaju koncentra-
ciju fumonizina u njoj (Peraica i sur., 2002.; Sorriano
i Draggachi, 2004.).

Fumonizini pokazuju razli¢ite toksi¢ne ucinke
u razli¢itin zivotinjskih vrsta (IPCS, 2001.). U konja,
ponija i magaraca fumonizini uzrokuju leukoence-
falomalaciju kopitara (equine leukoencephalomala-
cia, ELEM), a za svinje fumonizini su kardiotoksi¢ni
i uzrokuju edem pluéa (porcine pulmonary edema,
PPE). U laboratorijskih glodavaca pokazan je nefro-
toksi¢an, hepatotoksic¢an i karcinogeni u¢inak fumo-
nizina (NTP, 2001.). Tako je u muzjaka Stakora soja
F344 kroni¢na izloZzenost hrani koja je sadrzavala
FB, (150 mg/kg, kroz dvije godine) uzrokovala po-
javu tumora bubrega (u 15 od 48 Stakora), a u zen-
ki miSeva soja B6C3F, hrana kontaminirana s FB,
(80 mg/kg, kroz dvije godine) razvoj tumora jetre (u
39 od 45 Zenki miSeva) (Howard i sur., 2001.; NTPR,
2001.). U svih muZzjaka Stakora soja BD IX hranjenih
hranom koja je sadrzavala FB, (50 mg/kg, kroz 26
mjeseci) primijeceni su ciroza jetre i kroni¢ni inter-
sticijalni nefritis, a u 10 od 15 Zivotinja (66%) zabi-
liezen je primarni hepatocelulrani karcinom (Gelder-
blom i sur., 1991.). Kako je oSteéenje jetre zapazeno
u skoro svih ispitivanih Zivotinjskih vrsta, moze se
zakljuciti da su fumonizini ipak prvenstveno hepa-
totoksicni. Takoder je zapaZeno da su goveda i pe-
rad manije osijetljivi na fumonizine nego koniji, svinje,
zeCevi i laboratorijski glodavci (Voss i sur., 2007.).

26

Krmiva 55 (2013), Zagreb 1: 25-33



Ana-Marija Domijan: REZULTATI NEDAVNIH STUDIJA O MEHANIZMU NEUROTOKSICNOSTI FUMONIZINA B,
- RECENT DATA ON THE MECHANISM OF FUMONIZIN B, NEUROTOXICITY

Tablica 1. Nalaz plijesni roda Fusarium i fumonizina B, u nasim istraZivanjima provedenim na uzorcima sakupljenim

u Hrvatskoj.

Table 1. The level of Fusarium spp. molds and fumonisin B, in samples collected in Croatia in our studies.

UZORAK/GODINA SAKUPLJANJA

NALAZ

LITERATURA

zrno kukuruza (n=15)
razliCite lokacije u Hrvatskoj
/ jesen 2002. godine

Fusarium plijesni - 100%
fumonizin B, - 100% (raspon konc.:
196.8-1377.6 ug/kg)

Domijan i sur., 2005a

zrno kukuruza (n=48), pSenice (n=116),
soje (n=32) i grasaka (n=7)

razli¢ite lokacije u Hrvatskoj

/ od 2002. do 2008. godine

Fusarium plijesni % kontaminiranog
zrnja): kukuruz 25-100%; pSenica
5-69%; soja 4-17%; grasak 3-17%

Ivi¢ i sur., 2009a

zrno kukuruza (n=49)
razlicite lokacije u Hrvatskoj
/ jesen 2002. godine

fumonizin B, - 100% (srednja konc.:

459.8 + 310.7 ug/kg)
fumonizin B, - 6% (srednja konc.:
1087.2 £1729.4 ug/kg)

Domijan i sur., 2005b

zrno pSenica
Kutjevo / 2006. godina

fumonizin B, - 100% (raspon konc.:

182.0-446.6 ug/kg)

Ivi¢ i sur., 2009b

Ispitivanja na laboratorijskim glodavcima pokazala
su da se fumonizini vrlo kratko zadrzavaju u orga-
nizmu te da se znacajno ne akumuliraju u tkivu (vrlo
niske koncentracija fumonizina su pronadene u bu-
brezima i jetri) i gotovo nepromijenjeni (fumonizine
ne metaboliziraju niti enzimi | niti Il faze) putem fe-
cesa izluCuju iz organizma (Voss i sur., 2007.; MUller
i sur., 2012.). Medutim utvrdeno je da anaerobne
bakterije crijevne mikroflore mogu potpuno ili dje-
lomi¢no hidrolizirati FB, u njegov hidrolizirani meta-
bolit (HFB,), a takoder je detektiran i acilirani-HFB,
(Mdller i sur., 2012.). Toksi¢nost tih metabolita josS se
ispituje, a nedavna studija potvrdila je da HFB, nije
toksican za Zenke svinja (stare 4 tjedna, koje su pri-
male 2,8 umola HFB,/ kg tj.t. kroz 14 dana) (Grenier
i sur., 2012.).

Razvoj nekih bolesti u ljudi povezuje se s kon-
zumacijom kukuruza kontaminiranog fumonizinima.
Naime, u nekim regijama svijeta (sredi$nja Amerika
ili juzna Afrika) gdje osnovu ljudske prehrane pred-
stavlja kukuruz pretpostavlja se da su bolesti u ljudi
kao rak jednjaka, primarni karcinom jetre i defekt
neuralne cijevi povezane s izlozeno$¢u fumonizini-
ma. Ipak epidemioloske studije nisu pronasle pove-
zanost konzumacije hrane zagadene fumonizinima i
razvoja navedenih bolesti u ljudi. Stoga je Meduna-
rodna organizacija za istrazivanje raka (International
Agency for Research on Cancer, IARC) klasificirala
najucestaliji od fumonizina, FB, kao moguci karci-
nogen (grupa 2B) (IARC, 2002.).

NEUROTOKSICNOST FUMONIZINA

Brojne studije potvrdile su povezanost konzuma-
cije pljesnivog kukuruza s pojavom neurotoksi¢nog
sindroma u kopitara, ELEM-a (Wilson i Maronpot,
1971.; Ross i sur.,, 1993.; Voss i sur., 2007.). Neuro-
loska obiljezja ELEM-a su ataksija, djelomi¢na pa-
raliza, sljepoc¢a, depresija i nekoordinirano kretanje,
odnosno besciljno kruzenje (Voss i sur., 2007.). Pa-
raliza jezika, usta i jednjaka onemogucuje Zvakanje
krmiva Sto rezultira smanjenjem unosa krmiva i gu-
bitkom tezine. Patoloski pak nalazi u mozgu konja
zahvacéenih ELEM-om pokazali su zariSne nekroze
bijele tvari prvenstveno u cerebrumu koje karakte-
riziraju kavitacija i gubitak boje tog podrudja; tako
je sindrom i dobio ime: leuko = distribucija u bijeloj
tvari mozga + malacija = omek$anje zbog nekroze
(Wilson i sur., 1990.; Voss i sur., 2007.). Na histo-
loSkim preparatima mozga konja zahva¢enih ELEM-
om zabiljezene su nekroza, obilje makrofaga, edem
i krvarenja. Uobi¢ajeno 5 do10 dana nakon klini¢kih
sindroma nastupa smrt, a smrtnost je vrlo visoka
(Ross i sur., 1991.). U konja zahvac¢enih ELEM-om
osim navedenih promjena u srediSnjem Zivéanom
sustavu uocene su i promjene na jetri i srcu. Istra-
Zivanja pokazuju da fumonizinima izazvan poreme-
¢aj u koncentraciji sfingolipida (o u€inku fumonizina
na metabolizam sfingolipida bit ¢e raspravljano u
sliede¢em poglavlju) uzrokuje promjene na arteri-
jama mozga rezultiraju¢i promjenom dotoka krvi u
mozak. Stoga se moze zakljuciti da u konja kardi-
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ovaskularne promijene prethode razvoju ELEM-a
(JECFA, 2012.).

Povezanost fumonizina s razvojem ELEM-a po-
tvrdena je pokusima u kojima su koniji, poniji ili ma-
garci hranjeni krmivom prirodno zagadenim s F. verti-
cilloides ili ¢ak tretirani Cistim FB, (Wilson i Maronpot,
1971.; Marasas i sur., 1988.; Kellerman i sur., 1990.;
Ross i sur., 1993.). Primjerice, konj koji je kroz 7 dana
dobivao intravenozno FB, (0,125 mg/kg tj.t./danu)
razvio je simptome karakteristi¢ne za ELEM (apatija,
ataksija te paraliza donje usne i jezika) kao i promije-
ne na mozgu karakteristi¢ne za ELEM (Marasas i sur.,
1988.). Takoder, karakteristi¢ne promijene na mozgu
za ELEM uocene su i kod konja koji su tretirani oralno
s FB, (Kellerman i sur., 1990.). IstraZivanje krmiva u
Sjedinjenim AmeriCkim Drzavama pokazalo je da je
koncentracija FB, od 10 mg/kg stocne hrane pove-
zana s pojavom ELEM-a (Ross i sur.,, 1991), odno-
sno izracunato je da je koncentracija FB, izmedu 0,2
i 0,44 mg/kg tj.t./danu minimalna doza koja uzrokuje
ELEM (SCF, 2000). Iz tih podataka procijenjeno je da
je minimalna doza FB, koja nema ucinka (no obser-
ved adverse effect level, NOAEL) u konja 0,2 mg/kg
tj.t./danu (SCF, 2000).

ELEM je zabiljezen u zemljama Sirom svijeta kao
Sto su Kina, JuznoafriCka Republika, Egipat i Sjedi-
njene AmeriCke Drzave, §to ne Cudi jer je pokazano
da i vrlo niske koncentracije fumonizina uzrokuju
nastanak ELEM-a (Ross i sur., 1991.; Voss i sur.,
2007.). Ipak, vazno je napomenuti da na pojedinoj
farmi nisu svi konji zahvaceni ELEM-om, niti svi koniji
koji razviju neuroloske simptome razviju promjene
na mozgu karakteristi¢ne za ELEM, Sto ukazuje da
su osim trenutne izlozenosti fumonizinima putem
krmiva i drugi faktori uklju¢eni u nastanak ELEM-a
kao sto su duzina izloZzenosti, individualna predis-
pozicija i prijadnja izloZzenost fumonizinima (Voss i
sur., 2007.).

lako je ELEM poremecaj koji je karakteristiCan
za kopitare, neke su studije pokazale da fumonizini,
odnosno FB, osim u kopitara ima neurotoksi¢ni uci-
nak i u ze€eva, Stakora i Sarana. U zenki ze€eva koje
su bile tretirane oralno s FB, (1,75 mg/kg tj.t. kroz 13
dana) uocene su promjene u srediSnjem zivéanom
sustavu kao zariSna krvarenja u bijeloj tvari mozga,
Sto je karakteristicna pojava ELEM-a (Bucci i sur.,
1996.). U Stakora koji joS nisu dosegli zrelost na-
kon supkutanog tretmana s FB, (0,4 i 0,8 mg/kg tj.t.
kroz 10 dana, od postnatalnog dana 3 do 12) uo-

¢eno je znacajno smanjenje ukupne tezine i tezine
mozga te je zabiljezena hipomijelinizacija Ziv€éanih
vlakana (Kwon i sur., 1997.a). Ista skupina istraziva-
¢a pokazala je (na muskim, 12 dana starim Stakori-
ma koji su tretirani jednokratno, supkutano s 0,8 i 8
mg FB,/kg tj.t.) da FB, moze pro¢i krvno-mozdanu
barijeru, iako je koncentracija FB, koja je nadena u
mozgu bila niska i zabiljezena tek nakon tretmana
s viSom dozom FB, (Kwon i sur., 1997.b). Neuro-
toksicni u€inak FB, potvrdili su i znanstvenici iz Hr-
vatske. Tako je u Stakora (Zenke, soj Fischer) koji
su bili hranjeni smjesom biomase zajedno s dva
poznata patogena kukuruza, kukuruznom snijeti
(Ustilago maydis) i FB, (maseni udio snijeti 70% +
1 mg FB,/kg hrane, tijekom 17 dana), uoCena hi-
peremija/pojatano krvarenje u mozgu (Pepeljnjak i
sur., 2005.). Takoder, u skupini Zivotinja koje su do-
bivale FB, i kukuruznu snijet zajedno, izmjerena je
niza katalitiCcka aktivnost enzima acetilkolinesteraze
(AChE) dodatno potvrduju¢i neurotoksic¢an ucinak
ova dva patogena kukuruza. Neurotoksi¢ni ucinak
FB, pracen je i u mladi Sarana (Cyprinus carpio L.)
koji su u hrani primali 10 ili 100 mg FB,/kg hrane tije-
kom 42 dana (Kovacic¢ i sur., 2009.). U tom istraziva-
nju pokazano je da FB, uzrokuje sporije dobivanje
na tezini, a zabiljezene histopatolo$ke promijene na
mozgu Zivotinja bile su ovisne o dozi te su ukljuci-
vale vakuolizaciju, degeneraciju i nekrozu neurona,
posebice u blizini oSteé¢enih kapilara. | ovo je istraZi-
vanje pokazalo da FB, prolazi krvno-moZdanu bari-
jeru i mladi Sarana i tako potvrdilo prethodna zapa-
Zanja Kwon i sur. (1997.b) na Stakorima. Stoga $to
prolazi krvno-mozdanu barijeru, FB, moze djelovati
direktno na mozak. Navedene studije sa sigurnosc¢u
potvrduju neurotoksic¢an ucinak FB, i ostalih fumo-
nizina koji nije samo specifican za kopitare ve¢ je
uocen i u drugim Zivotinjskim vrstama.

ISTRAZIVANI MEHANIZMI
NEUROTOKSICNOSTI FUMONIZINA

Dosad je nekoliko mehanizama toksi¢nosti pa
tako i neurotoksi¢nosti fumonizina prou¢avano na
stani¢noj razini. Jedan od najvaznijih je remecenje
normalnog metabolizma sfingolipida. Sfingolipidi su
slozeni lipidi gradeni od sfingoidne baze (najées¢e
sfingozin), na koju je vezana masna kiselina, a na
sfingoidnu bazu mogu biti vezani i razni supstituenti
(Slika 2). Neki od poznatijih sfingolipida su ceramid,
sfingomijelini i gangliozidi. Sfingolipidi imaju brojne
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Slika 2. Kemijska struktura sfingolipida. Osnova sfingolipida je sfingoidna baza na koju je vezana masna kiselina
(uokvireno) te razni supstituenti (R) koji definiraju vrstu sfingolipida (primjerice, R: ,,H*- ceramid; ,fosfokolin“
- sfingomijelin; ,Sec¢er”- glikosfingolipid).

Figure 2. Chemical structural formula of sphingolipids. The backbone of sphingolipids is sphingoid base,
to which is linked fatty acid “tail” (highlighted in frame) and various substituents (R) that define type of sphingolipid
(for example, R:”"H”- ceramide; “phosphocholine”- sphingomyelin; “sugar”- glycosphingolipid).

funkcije u stanici; osim Sto su gradevne molekule
stani¢nih membrana, sfingolipidi sudjeluju i u stanic-
noj signalizaciji kao i u stanicnom prepoznavaniju.
Uoceno je da fumonizini remete normalan metabo-
lizam sfingolipida stoga $to sa svojom kemijskom
strukturom fumonizini nalikuju kemijskoj strukturi
sfingoidne baze sfinganina (Wang i sur., 1991.). Po-
kazalo se da svojim upletanjem u normalan metabo-
lizam sfingolipida fumonizini dovode do akumulaci-
je sfinganina (i u manjoj mjeri sfingozina) sto dovodi
do poremecaja normalne sinteze slozenih sfingolipi-
da (Wang i sur., 1991.; Voss i sur., 2007.). Studije na
pokusnim Zivotinjama kao i na stani¢nim kulturama
potvrdile su upletanje fumonizina u metabolizam
sfingolipida (Kwon i sur., 1997.b; Kwon i sur., 2000.;
Osuchowski i Sharma, 2005.). Tako su u svojoj ve¢
spomenutoj studiji Kwon i sur. (1997.b) pokazali po-
rast sfinganina u mozgu Stakora koji su tretirani s
FB, (jednokratno, subkutano, 8 mg/kg tj.t.) te kako
su FB, detektirali i u mozgu zaklju€ili su da FB, di-
rektno utjeCe na remecéenje metabolizma sfingolipi-
da u mozgu. Takoder se pokazalo da se poremecaj
metabolizma sfingolipida dogada puno ranije nego
neki drugi toksi¢ni u¢inci FB, (Wang i sur., 1991.),
§to su potvrdila i nasa istrazivanja (Domijan i sur.,
2007.a, Domijan i sur., 2008.), a S$to ukazuje da je
primarni u¢inak fumonizina remec¢enje metabolizma
sfingolipida.

Brojna su istrazivanja pokazala da FB, moze
uzrokovati porast bioloskih pokazatelja oksida-
cijskog stresa. Tako je u studiji u kojoj su muzjaci
Stakora hranjeni 21 dan standardnom laboratorij-
skom hranom koja je sadrzavala i FB, (0-500 mg/
kg hrane) uoCen porast bioloSkog pokazatelja ok-

sidacijskog osteéenja lipida, malondialdehida u jetri
tretiranih Stakora, a taj je porast ovisio o koncen-
traciji FB, (Abel i Gelderblom, 1998.). Druga je pak
studija pokazala da u jetri i gusteraCi muzjaka Sta-
kora jednokratni, intravenozni tretman s FB, (1,55
mg/kg tj.t.) uzrokuje fragmentaciju DNA, medutim
ostecenje DNA moglo se sprijediti kada su Stakori
prije tretmana s FB, tretirani antioksidansima koen-
zim Q, L- karnitinom, a-tokoferolom i selenom, $to
dovodi do zakljuCka da je oStecenje DNA uzroko-
vano s FB, posljedica oksidacijskog stresa (Atroshi
i sur., 1999.). ZapaZanja tih znanstvenika potvrdila
su i naSa istrazivanja u kojima smo zabiljezili oksida-
cijska oste¢enja DNA (mjerena FPG komet testom)
u bubrezima muzjaka $takora tretiranih dozom FB,
(200 ng/kg tj.t., kroz 5 dana) Sto predstavlja proci-
jenjeni dnevni unos FB, u Europskoj prehrani (Do-
mijan i sur., 2006, IPCS, 2001.). Nase su slijedece
studije mjerenjem razli¢itih bioloskih pokazatelja
oksidacijskog stresa kao malondialdehida (oksida-
cijsko ostecenje lipida) i proteinskih karbonila (ok-
sidacijsko oStecenje proteina) ili glutationa u jetri i
bubrezima Stakora tretiranih s FB, potvrdile oksida-
cijski stres kao moguci mehanizam toksicnosti FB,
(Domijan i sur., 2007.a, Domijan i sur., 2007.b, Ru-
mora i sur., 2007.) Ta zapazanja potvrdena su i na
staniénom modelu (Segvié Klarié i sur., 2007.). lako
istraZivanja pokazuju da se nakon tretmana Stakora s
FB, promjene u metabolizmu sfingolipida, nastanak
apoptoze i DNA oste¢enja dogadaju prije promije-
na parametara oksidacijskog stresa (Domijan i sur.,
2007.a, Domijan i sur., 2008.), ipak oksidacijski stres
doprinosi toksi¢nosti FB,. NaSa nedavna istraZiva-
nja provedena na stanicama neuroloSkog podrijetia
(primarni astrociti Stakora i humani neuroblastomi)
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Grafikon 1. Signal kalcija izmjeren na
fluorescentnom mikroskopu tehnikom
Llive imaging“ pomocu fluorescentne boje
fura-2AM koja se specificno veZe za kalciji te je tako
moguce pratiti pojavu kalcija (u obliku signala) u
citoplazmi. (A) Signal kalcija u citoplazmi neurona
izazvan glutamatom (5 uM). (B) Signal kalcija u
citoplazmi neurona koji su prvo tretirani s fumoni-
zinom B, (0,5 uM), a potom s glutamatom (5 uM)
te je vidljiv porast kalcijevog signala u odnosu na
tretman samo s glutamatom (5 uM).

Graph 1. The level of calcium monitored with
“live imaging” technique on fluorescent microsco-
pe using fluorescent dye fura-2AM. (A) The level of

calcium in the cytoplasm of neurons treated with
glutamate (5 uM). (B) The level of calcium in the
cytoplasm of neurons pre-treated with fumonisin B,
(0.5 uM), and then treated with glutamate (5 uM),
the increase of calcium level is easy to observe.

tretiranim s FB, (0,5 uM, 5 i 50 uM) potvrdila su da
FB, i s najnizom primijenjenom koncentracijom
(0,5 uM) uzrokuje povecani nastanak reaktivnih kisi-
kovih radikala (reactive oxygen species, ROS) u sta-
nici pa time i oksidacijski stres (Domijan i Abramoyv,
2011.).

U spomenutom istrazivanju provedenom na pri-
marnoj kulturi astrocita Stakora i na humanim neu-
roblastomima osim koncentracije ROS-ova pratili
smo i moguce izvore nastanka ROS-ova u stanici,
odnosno moguce uzro¢nike povecanja koncentra-
cije ROS-ova u stanici nakon tretmana s FB, (Domi-
jan i Abramov, 2011.). U tim pokusima pomocu ra-
znih supstrata/inhibitora (jedan od kojih je karbonil
cijanid p-(trifluoromethoksi) fenilhidrazon, FCCP, tzv.
Luncoupling agent stani¢nog disanja Cijom primje-
nom respiracija u stanici se nastavlja bez istovreme-
ne sinteze ATP utvrdili smo da je izvor ROS-ova unu-
tar stanice nakon tretmana s FB, (0,5 uM, 5i 50 uM)
mitohondrij. Takav rezultat i ne ¢udi jer je poznato
da respiracijski lanac koji se odvija na unutrasnjoj
membrani mitohondrija uzrokuje povec¢ani nastanak
ROS-ova. Stoga su dobiveni rezultati ukazivali da
FB, uzrokuje poremecaj stani¢nog disanja koje se
odvija u mitohondrijima. Kako bi potvrdili tu pretpo-
stavku proveli smo seriju pokusa mjerenjem potros-
nje kisika pomocu kisikove elektrode na izoliranim
stanicama tretiranim s FB, te potvrdili da FB, remeti
stani¢no disanje. Takoder pomocu kisikove elek-
trode pokusima na izoliranim mitohondrijima utvr-
dili smo da FB, inhibira kompleks | respiracijskog
lanca mitohondrija. Poznato je da mitohondrij osim
staniénog disanja ima vaznu ulogu i u skladistenju
kalcija, koji sluzi u stani€¢noj signalizaciji. Stoga smo
sliede¢im pokusima provijerili u¢inak FB, kako na
depolarizaciju mitohondrijske membrane, tako i na
koncentraciju kalcija u citoplazmi stanice. Kako je
bilo i za oCekivati FB, je uzrokovao depolarizaciju
mitohondrijske membrane, ali i porast kalcija u ci-
toplazmi Sto ukazuje da FB, remeti i funkciju mito-
hondrija u skladiStenju kalcija. Ovo naSe istrazivanje
pokazalo je da FB, u stanici inhibira kompleks | res-
piracijskog lanca mitohondrija Sto rezultira smanje-
njem mitohondrijske (i staniCne) respiracije te de-
polarizacije mitohondrijske membrane. FB,, dakle,
remeti normalnu funkciju mitohondrija Sto dovodi
do i stvaranja ROS-ova u mitohondriju, ali i do dere-
gulacije kalcijevog signala. Poremecaj pak normal-
ne homeostaze kalcija u stanicama moze dovesti do
staniCne smrti.
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Kako bi potvrdili nasu pretpostavku da FB, uzro-
kuje depolarizaciju mitohondrijske membrane i re-
meti normalnu homeostazu kalcija u stanicama pro-
veli smo jo$ jedno istraZivanje, ovaj put na primarnoj
kulturi neurona $takora (Domijan i sur., 2012.). U tim
istrazivanjima koristili smo glutamat za kojega je po-
znato da dovodi do smrti neurona tako da uzrokuje
povecano otpustanje kalcija u citoplazmu stanice,
odnosno da uzrokuje depolarizaciju mitohondrij-
ske membrane i deregulaciju kalcijevog signala.
Tretman primarne kulture neurona i s FB, (0,5 uM)
i s glutamatom (5 uM) uzrokovao je depolarizaciju
mitohondrijske membrane i znaCajan porast kon-
centracije kalcija u citoplazmi u odnosu na tretman
samo s glutamatom, odnosno pokazalo se da FB,
pojacava ucinak glutamata na depolarizaciju sta-
ni¢éne membrane i deregulaciju kalcija (Grafikon 1.).
Ti rezultati potvrdili su rezultate naseg prethodnog
istrazivanja, odnosno potvrdili su pretpostavku da
je mehanizam toksicnosti FB, i remecenje normalne
stani¢ne homeostaze kalcija.

ZAKLJUCAK

Dosadas$nja istrazivanja pokazuju da je primarni
mehanizam toksi¢nosti fumonizina njihovo upleta-
nje u metabolizam sfingolipida, a kako sfingolipidi
imaju vaznu ulogu u stanici to dovodi do brojnih po-
remecaja u stanici. Utvrdeno je i da je oksidacijski
stres, iako se pojavljuje poslije drugih zabiljeZzenih
promjena, jedan od mehanizama toksi¢nosti fumo-
nizina. Takoder nase su nedavne studije pokazale
da fumonizini remete normalnu homeostazu kalcija
u stanici i tako moguce uzrokuju stani¢nu smrt. Me-
dutim, niti jedan od spomenutih mehanizama toksic-
nosti fumonizina ne iskljucuje drugoga ve¢ toksicni
ucinak fumonizina jest splet spomenutih mehaniza-
ma. Za vjerovati je da ¢e daljnja istrazivanja ukazati i
na druge mehanizme toksi¢nosti fumonizna.
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SUMMARY

Fumonisins are a group of mycotoxins produced by Fusarium spp. moulds,
predominately by F. verticilloides (formerly £ moniliforme) mould. From their dis-
covery in 1980s till now, more than 15 types of fumonisins have been isolated and
from all isolated fumonisins, FB, is the most prevalent one. Fumonisins are found
all around the world on various commodities, but they mostly contaminate maize
and maize based food and feed. In domestic animals consumption of fumonisins-
contaminated feed causes equine leukoencephalomalacia (ELEM) in horses, and
pulmonary oedema in pigs. To experimental animals fumonisins are found to be
nephrotoxic, hepatotoxic and carcinogenic. In certain regions of the world where
maize is staple food (as Central America and South Africa) development of several
human diseases, as such primary liver cancer, oesophageal cancer, and neural
tube defect is connected with exposure to fumonisins. However, the link between
the consumption of fumonisin-contaminated food and development of mentioned
diseases is not confirmed in epidemiological studies. The International Agency for
Research on Cancer (IARC) classified the most prevalent fumonisin, FB, as a pos-
sible carcinogen to humans (group 2B). On cellular level several mechanisms of FB,
toxicity are studied and the most important one is disturbance of sphingolipid me-
tabolism. Since FB, treatment induced changes in parameters of oxidative stress,
oxidative stress was suggested as mechanism of FB, toxicity. Our recent studies on
cells of neural origin indicate that FB, may cause cell death by disturbing calcium
homeostasis and thus disturbance of calcium homeostasis could be one of pos-
sible mechanisms of fumonisins neurotoxicity as well as toxicity.

Key words: mycotoxins, fumonisin B,, neurotoxicity, equine leukoencephalo-
malacia

Krmiva 55 (2013), Zagreb 1: 25-33 33



