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STRESZCZENIE

Wstep. Aflatoksyny to metabolity wytwarzane przez Aspergillus flavus i Aspergillus parasiticus. Ze wzgledu na duze rozpowszechnienie produktéw
zawierajgcych aflatoksyny sg one czestym przedmiotem badan obserwacyjnych. W dotychczasowych badaniach potwierdzono hepatotoksyczne dziatanie
aflatoksyn u ludzi. Jednak doktadne mechanizmy patogenetyczne wptywu aflatoksyny B1 na wspomniang hepatotoksyczno$¢ nie sg jeszcze znane.

Cel pracy. Celem pracy byta ocena toksycznego efekiu réznych dawek aflatoksyny B1. Analize przeprowadzono przez ocene stezenia NF-kB
w homogenatach tkanki watroby po 7-dniowym zatruciu ta mykotoksyna.

Materiat i metody. Badania przeprowadzono na samcach szczuréw rasy Wistar, ktére zostaty wybrane losowo, zgodnie z zasadg jednoczesnosci dla grupy
kontrolnej i grupy badawczej. Stezenie NK-kB oznaczono immunoenzymatycznym testem ELISA w otrzymanych supernatantach watroby pobranych od
zwierzgt usmierconych metoda dekapitacji. Analize statystyczng przeprowadzono w programie Statistica 13.3 (Statsoft, USA).

Wyniki. Stwierdzono réznice istotne statystycznie miedzy stezeniami NK-kB w grupie kontrolnej i badanej otrzymujacej 1,0 mg/kg aflatoksyny B1 oraz
miedzy grupg kontrolng i badang, ktéra otrzymywata aflatoksyne B1 w dawce 2,0 mg/kg masy ciata (p <0,05 ). Stwierdzono réwniez istotng zalezno$é
pomiedzy poziomem dawki podawanej szczurom aflatoksyny B1 a stezeniem NF-kB. Uzyskano korelacje ujemne. Wyzsza dawka podawana szczurom
powodowata nizszy poziom mierzonego stezenia NF-kB.

Whioski. Badanie wptywu aflatoksyny B1 na poziom czynnika transkrypcyjnego NF-kB moze istotnie przyczyni¢ sie do zrozumienia mechanizmu jej
dziatania, wptywu na procesy zapalne, apoptotyczne i kancerogenne w watrobie oraz okreslenia jego bezpiecznego poziomu w zywnos$ci przeznaczonej dla
ludzi i zwierzat

Stowa kluczowe: aflatoksyna B1, czynnik jadrowy-«kB, watroba.
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WSTEP

Aflatoksyny s3 metabolitami wtérnymi wytwarzanymi gtéwnie przez grzyby Aspergillus flavus i Aspergillus
parasiticus. Gtdwnym zrdédiem narazenia na aflatoksyny jest doustne spozywanie z pokarmem. Intoksykacje wywotuja
najczesciej spozywane ziarna zb6z, orzechy, suszone owoce, przyprawy, ale takze mieso i nabiat od zwierzat spozywajacych
skontaminowang pasze. Ze wzgledu na duze rozpowszechnienie produktéw zawierajgcych aflatoksyny wprowadzono normy
prawne okreslajgce maksymalny poziom tych mikotoksyn w zywnosci. Aflatoksyna B1 jest najbardziej toksyczng sposrod
wszystkich aflatoksyn. Wynika to z obecnosci pierscienia laktonowego i dwodch pierscieni furanowych,
z ktorych najbardziej zewnetrzny ma wigzanie podwdjne. Ze wzgledu na obecno$¢ tego podwdjnego wigzania czasteczka
aflatoksyny B1 moze $cislej zwigzac sie z czasteczka biatka lub DNA, co zaburza funkcjonowanie komérki. Miedzynarodowa
Agencja Badan nad Rakiem (IARC) zakwalifikowata aflatoksyne B1 (AFB1) do grupy I - rakotwoércza dla ludzi [1].
W badaniach na modelach zwierzecych z uzyciem aflatoksyny B1 skutki toksycznego wptywu najczesciej dotyczyty komérek
watroby.

Badania obserwacyjne wykazaty rowniez hepatotoksyczne dziatanie aflatoksyn u ludzi. Jednak doktadne
mechanizmy patogenetyczne wptywu aflatoksyny B1 na wspomniang hepatotoksyczno$¢ nie sg jeszcze znane.

Czynnik jadrowy kB (NF-kB) reprezentuje grupe indukowalnych czynnikéw transkrypcyjnych, ktére reguluja wiele
gendéw zaangazowanych w rézne procesy odpowiedzi immunologicznej i zapalnej. Pelnigc te funkcje, odgrywa gtéwna role
w regulacji zapalnych szlakéw sygnatowych w wielu narzadach, w tym w watrobie.

CEL

Celem pracy byta ocena toksycznego wptywu réznych dawek aflatoksyny B1. Analize przeprowadzono na podstawie
oceny stezenia NF-kB w homogenatach tkanki watroby po 7-dniowym zatruciu ta mykotoksyna.

MATERIALY | METODY

Badania przeprowadzono na samcach szczuréw rasy Wistar o masie ciata 190-200g, ktére zostaly dobrane losowo,
zgodnie z zasada jednoczesno$ci dla grupy kontrolnej i grupy badanej. Badane zwierzeta podzielono na 4 grupy, po 9
szczurow w kazdej:
e  Grupanr 1 - zwierzeta, ktérym podawano dozotagdkowo aflatoksyne B1 w dawce 0,5 mg/kg masy ciata przez 7 dni
e  Grupa nr 2 - zwierzeta, ktorym podawano dozotadkowo aflatoksyne B1 w dawce 1,0 mg/kg masy ciata przez 7 dni.
e  Grupa nr 3 - zwierzeta, ktéorym podano dozotagdkowo aflatoksyne B1 w dawce 2,0 mg/kg masy ciata przez 7 dni
e  Grupa 4 - kontrolna - zwierzeta, ktorym przez 7 dni podawano dozotagdkowo wode redestylowana.

Po 7 dniach do$wiadczenia zwierzeta zdekapitowano po dootrzewnowym podaniu $rodka nasennego. Pobrano im
watrobe do dalszych badan.

Pobrang do badan tkanke zwierzeca homogenizowano w buforze PBS w proporcjach: 0,5 g tkanki na 2 ml buforu.
Homogenat wirowano przy 14 000/min. przez 15 minut w 4°C. Stezenie NK-kB w otrzymanych supernatantach oznaczono
immunoenzymatycznym testem ELISA. Analize statystyczng wynikow badanych badan przeprowadzono w programie
Statistica 13.3 z wykorzystaniem testu Shapiro-Wilka dla analizy normalnosci, testu U Manna-Whitneya (dla zmiennych
niespelniajacych zatozen dla testow parametrycznych), testu t-Studenta (dla zmiennych speinianie zatozen dla testow
parametrycznych) oraz test ANOVA Kruskal-Wallis wg rang dla wiecej niz dwéch zmiennych. Wyniki uznano za istotne
statystycznie na poziomie istotnosci p <0,05.

WYNIKI

Srednie stezenie NF-kB [ng/ml] w grupie kontrolnej wyniosto 1951,68 * 773,07, a w grupach badanych
odpowiednio: dla grupy, ktérej podawano aflatoksyne B1 w dawce 0,5 mg/kg - 2218,68 + 603,35, aflatoksyne B1 w dawce
1,0 mg/kg - 350,53 * 89,09 oraz aflatoksyny B1 w dawce 2,0 mg/kg - 224,54 + 134,89. Dane te przedstawiono w Tabeli 1.
Nie wykazano statystycznie istotnej réznicy pomiedzy Srednimi stezeniami w grupie kontrolnej i grupie otrzymujacej 0,5
mg/kg aflatoksyny B1 (p = 0,426).

Réznice istotng statystycznie pomiedzy stezeniami NF-kB w grupie kontrolnej i badanej otrzymujacej 1,0 mg/kg
aflatoksyny wykazano za pomoca nieparametrycznego testu U-Manna-Whitneya. Wykazano istotng réznice Srednich stezen
NF-kB w tych dwdch grupach (p = 0,000412).

W celu poréwnania i sprawdzenia istotno$ci statystycznej réznicy pomiedzy Srednim stezeniem NF-kxB w grupie
kontrolnej i badanej, ktéra otrzymywata aflatoksyne B1 w dawce 2,0 mg/kg masy ciata, wykonano test U-Manna-Whitneya.
Wykazat on istotng réznice Srednich stezen NF-kB miedzy tymi dwiema grupami (p = 0,0004).

Do poréwnania réznic pomiedzy Srednim stezeniem NF-kB w grupie kontrolnej i dwdch grupach (grupa badana
otrzymujaca 1,0 mg/kg aflatoksyny i 2,0 mg/kg aflatoksyny) zastosowano test Kruskala-Wallisa. Wynik testu wskazuje na
istotng statystycznie réznice badanych wartosci (p = 0,0001). Na tej podstawie mozna stwierdzi¢, ze wyniki uzyskane
w niniejszym badaniu wskazuja na istotnie nizsze stezenie NF-kB w ng/ml w watrobach szczuréw pod wptywem aflatoksyny
B1 w dawkach wyzszych niz 0,5 mg/kg masy ciata zwierzecia (Tab. 2).

W celu dokladniejszej analizy réznic pomiedzy parami prdob przeprowadzono analize POST-HOC Dunna
w modyfikacji Bonferonni. Wskutech powyzszych analiz stwierdzono istotne réznice miedzy grupa kontrolng a grupa
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otrzymujacg aflatoksyne B1 w dawce 1,0 mg/kg masy ciata oraz grupa kontrolng i grupa otrzymujaca aflatoksyne B1
w dawce 2,0 mg/kg masy ciata. Wykazano réwniez brak istotnych réznic pomiedzy grupami, ktére otrzymywaty aflatoksyne
B1 w dawce 1,0 mg/kg masy ciata i 2,0 mg/kg masy ciata. Wyniki przedstawiono w tabeli (Tab. 3).

W celu sprawdzenia korelacji pomiedzy stezeniami NF-kB w ng/ml a dawka aflatoksyny Blpodana badanym

grupom zastosowano korelacje r Pearsona ze wzgledu na rozklad normalny zmiennych. Stwierdzono istotna zaleznos¢
pomiedzy podang dawka aflatoksyny B1 a poziomem stezenia NF-kB w ng/ml. Uzyskano korelacje ujemne. Im wyzsza dawka
podana szczurom, tym nizszy poziom mierzonego NF-xB w ng/ml.
Wykazano réwniez istotno$¢ statystyczng w powréwnaniu stezen NF-kB w grupie kontrolnej i dwoch grupach badanych
(p = 0,0001). Stwierdzono réwniez istotng zalezno$¢ pomiedzy poziomem dawki podawanej szczurom aflatoksyny B1
a stezeniem NF-kB. Uzyskano korelacje ujemne - wieksza dawka podawana szczurom przy nizszym poziomie mierzonego
stezenia NF-xB.

Przeprowadzono rowniez test Kruskala-Wallisa w celu poréwnania rdéznic miedzy Srednim stezeniem
w grupie kontrolnej i dwéch grupach badanych. Wynik testu wskazuje na istotno$¢ statystyczng badanych danych
(p=0,0001).

Tab. 1

Podstawowe statystyki badanych zmiennych ilo$ciowych w kazdej grupie zwierzat objetych doswiadczeniem badajgcym poziom NF-kB w ng/ml w watrobie.

Grupa N Srednia SD
Aflatoksyna B1 0,5mg/kg 9 2218,682 603,3593
Aflatoksyna B1 1mg/kg 9 350,533 89,0901
Aflatokasyna B1 2mg/kg 9 224,549 134,8872
Grupa kontrolna 9 1951,680 773,0677
Tab. 2
Test Kruskala-Wallisa poréwnujgcy pomiary: grupa kontrolna, grupa otrzymujgca aflatoksyne B1 w dawce 1mg/kg i aflatoksyne B1 w dawce 2mg/kg.
Grupa Test Kruskala-Wallisa: H (2, N=27 =19,47443, p=0,0001
R:23,00 R:12,222 R:6,7778
Grupa konrolna 0,011912 0,000043
Aflatoksyna B1 1mg/kg 0,0119 0,43693
Aflatoksyna B1 2mg/kg 0,00004 0,4369
Tab. 3

Test Dunna POST-HOC zmodyfikowany przez Bonferonni poréwnujgcy pomiary z grupy kontrolnej, grupy otrzymujacej aflatoksyne B1 w dawce 1 mg/kg
oraz aflatoksyne B1 w dawce 2 mg/kg.

Grupy- poréwnywane pary statystyka Istotnos¢ Istotnos¢ w teScie
grup Bonferonni

Aflatoksyna B1 2mg/kg - 5,444 0,146 0,437

Aflatoksyna B1 1mg/kg

Aflatoksyna B1 2mg/kg - 16,222 0,000015 0,000044

grupa kontrolna

Aflatoksyna B1 1mg/kg - 10,778 0,004 0,012

grupa kontrolna

DySKUSJA

Szacuje sie, ze az 4,5 miliarda ludzi na calym $wiecie jest narazonych na aflatoksyny, w tym najwazniejsza z nich
aflatoksyne B1 [2]. Gldwna droga narazenia na aflatoksyny jest droga doustna [3]. Spozywanie produktéw skazonych tymi
mikotoksynami jest powszechne ze wzgledu na duza roéznorodnos$¢ produktéw potencjalnie skazonych toksynami
wytwarzanymi przez grzyby. Najczesciej spotyka sie je w ziarnach zbéz, orzechach, suszonych owocach, przyprawach. Celem
naszych badan byla ocena toksycznego dziatania aflatoksyny B1 na podstawie stezen czynnika transkrypcyjnego NF-kB
w watrobach szczuréw pod wplywem réznych dawek tej mikotoksyny w ng/ml. Watroba zostata uznana za docelowy narzad,
poniewaz jest ona najbardziej wrazliwa na toksycznos¢ aflatoksyny B1. Ma to zwigzek z metabolizmem tej toksyny gtéwnie
w watrobie. Hepatotoksyczne i hepatokarcynogenne dziatanie aflatoksyny B1 zostato dobrze udokumentowane u réznych
gatunkow zwierzat [4]. Juz w latach szeSédziesiatych badanie Svobody et al. [5] na temat nieprawidtowosci
ultrastrukturalnych i biochemicznych wywotanych aflatoksyna B1 w watrobie szczuréw ujawnito nieprawidtowosci
w strukturze jader komérkowych po ekspozycji na te mikotoksyne. Towarzyszyt im spadek zawartosci cytoplazmatycznego
RNA i biatka, a takze zmniejszenie poziomu biatka jadrowego.

Rotimi i wsp. wykazali, ze ostre zatrucie wysokimi dawkami aflatoksyny B1 przez 7 dni indukowata uszkodzenie
watroby z towarzyszaca dyslipidemia [6].
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Jako marker potencjalnego uszkodzenia watroby wybrano czynnik jadrowy kB (NF-kB). Kluczowa role NF-xB
w watrobie podkresla rowniez fakt, ze ablacja genetyczna regulatorow NF-kB w modelach mysich prowadzi do samoistnego
uszkodzenia watroby, zwtoknienia i raka watrobowokomadrkowego [7].

Meki i wsp. wykazali, ze zatrucie aflatoksyna B1 istotnie zwieksza poziom markera apopozy - kaspazy-3 [8]. Wyniki
analizowanych badan wykazaly znaczny wzrost stezenia czynnikoéw proapoptotycznych, takich jak kaspaza-3 pod wptywem
zatrucia aflatoksyna B1. W badaniach wtasnych stwierdzono jednak istotny statystycznie spadek stezenia czynnika
jadrowego B (NF-kB), aktywowanego pod wplywem czynnikéw proapoptotycznych [9]. Spadek ten byt rowniez zalezny od
dawki aflatoksyny B1 podanej szczurom i znacznie wyzszy przy wyzszych stezeniach podawanej mikotoksyny. Niskie dawki
aflatoksyny B1 nie powodowaty istotnych zmian w Srednim stezeniu czynnika jadrowego B (NF-kB) w pordwnaniu z grupa
kontrolna. Jednak Luedde i wsp. okreslaja role jadrowego czynnika kB (NF-kB) jako potencjalnego kluczowego regulatora
procesdw zapalnych w watrobie [10]. Jest on niezbedny do przezycia hepatocytéow i homeostazy watroby.

Funkcje komérek watrobowych aktywnych w fibrogenezie i miofibroblastéw sa réwniez regulowane przez NF-kB.
Kluczowa rola NF-kB w regulacji $mierci komdrek, stanéw zapalnych i gojenia sie ran sprawia, ze NF-kB jest waznym
modulatorem postepu choroby watroby i wskazuje na potencjalny zwigzek miedzy przewlektym uszkodzeniem watroby,
zwtdknieniem i rakiem watrobowokomadrkowym, co moze by¢ wazne w planowaniu terapii tych stanéw i ukierunkowania na
ten czynnik transkrypcyjny.

Kluczowsa role NF-kB w watrobie podkresla rowniez fakt, ze ablacja genetyczna regulatoréw NF-kB w modelach
mysich prowadzi do samoistnego uszkodzenia watroby, zwtdknienia i raka watrobowokomdrkowego [11]. Liczne badania
wskazuja rowniez na udziat aflatoksyny B1 w patogenezie wspomnianego raka watrobowokomoérkowego. Kontrola apoptozy
jest niezwykle wazna w procesie karcynogenezy. Pikarsky i wsp. wykazali prokarynogenng role NF-xB u Mdr2 - myszy,
u ktérych rozwingt sie rak watrobowokomoérkowy w odpowiedzi na przewlekte Zzétciowe zapalenie watroby [12].
Przedstawione wyniki badan wtasnych wymagaja kontynuacji, co moze przyczyni¢ sie do lepszego zrozumienia
mechanizméw hepatotoksycznego dziatania aflatoksyny B1.

Badanie wptywu aflatoksyny B1 na poziom czynnika transkrypcyjnego NF-kB moze znaczaco przyczyni¢ sie do
zrozumienia wptywu na procesy zapalne, apoptotyczne i kancerogenne w watrobie. Moze pomé6c w ustaleniu bezpiecznego
poziomu tej mikotoksyny w zywnosci przeznaczonej dla ludzi i zwierzat. Czynnik transkrypcyjny NF-kB moze by¢ réwniez
potencjalnym celem farmakoterapeutycznym w zapobieganiu i leczeniu choréb watroby wywotanych toksycznym dziataniem
aflatoksyny B1.

WNIOSEK

Badanie wptywu aflatoksyny B1 na poziom czynnika transkrypcyjnego NF-kB moze istotnie przyczyni¢ sie do
zrozumienia mechanizmu jego dziatania, wptywu na procesy zapalne, apoptotyczne i kancerogenne w watrobie oraz
ustalenia jej bezpiecznego poziomu w zywnosci dla ludzi i zwierzat. Czynnik transkrypcyjny NF-kB moze by¢ potencjalnym
celem farmakoterapeutycznym w zapobieganiu i leczeniu choréb watroby wywotanych toksycznym dziataniem aflatoksyny
B1.
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