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OKSIDATIVNI STRES U PLUESNI RODA ASPERGILLUS
Sazetak:
Oksidativni stres je fizioloSko stanje u stanici okarakterizirano prekomjernim nakupljanjem
reaktivnih vrsta kisika (ROS) koje stani¢ni antioksidativni sustav nije u stanju ukloniti. U
stanicama plijesni oksidativni stres je glavni pokretac biosinteze aflatoksina.
Cilj je ovog rada bio prikazati osnove oksidativnog stresa, te pojasniti na koji to nacin

oksidativni stres dovodi do pojacane produkcije aflatoksina.

Klju€ne rijeci: oksidativni stres, plijesni, Aspergillus
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OXIDATIVE STRESS IN ASPERGILLUS

Summary:

Disequilibrium between reactive oxygen species (ROS) production and their removal by
cellular antioxidants leads to oxidative stress, which is a prerequisite for the onset of
aflatoxin biosynthesis in aspergillus.

The aim of this paper was to introduce the reader into the basis of oxidative stress, as well

to explain how oxidative stress leads to increased aflatoxin biosynthesis.

Key words: oxidative stress, fungi, Aspergillus
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1. UVOD

Aspergillus parasiticus i Aspergillus flavus su najrasirenije plijesni roda Aspergllus koje
proizvode aflatoksin B1, poznati hepatokarcinogen. Aflatoksini su toksi¢ni metaboliti koji ulaze
u lanac ljudske prehrane i uzrokuju zdravstvene probleme. Biosinteza aflatoksina u
aflatoksikogenim vrstama Aspergillusa uzrokovana je oksidativnim stresom. Oksidativni stres
koji se dogada tijekom rasta i nakon klijanja konidija ujedno poti¢e i obranu stranice

(Reverberietal, 2005.; Mates, 2000.).

Cilj ovog rada je bio saznati kako oksidativni stres utje¢e na produkciju aflatoksina u
pojedinim plijesnima roda Aspergillus te koji su to antioksidativni enzimi koji Stite stanice

plijesni od povecéane kolicine reaktivnih vrsta kisika.
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2. TEORIJSKI DIO

2.1. Oksidativni stres

Oksidativni stres je fizioloSko stanje u stanici okarakterizirano prekomjernim
nakupljanjem reaktivnih vrsta kisika (ROS) koje stani¢ni antioksidativni sustav nije u stanju
ukloniti. Uslijed povecéane koli¢ine ROS dolazi do oksidacije (oStecenja) sastavnih molekula
stanice, Sto onda mozZe pokrenuti razlicite metabolicke procese u stanici, te ¢ak dovesti do
smrti stanice. U stanicama plijesni oksidativni stres dovodi do pojacane produkcije aflatoksina

(Reverberi i sur., 2008; Luschchak, 2011.).

2.2. Slobodni radikali

Slobodni radikali su reaktivne kemijske vrste koje sadrze jedan ili viSe nesparenih
elektrona koji uzrokuju primanje ili davanje elektrona drugim molekulama. Nastaju tijekom
oksidacijsko-redukcijskih reakcija raznih biokemijskih procesa kao $to su prijenos elektrona u
lancu prijenosa elektrona (stani¢no disanje), B-oksidacija masnih kiselina, fagocitoza, kao i
djelovanjem odredenih oksidaza koje koriste kisik kao kosupstrat, pri ¢emu se molekularni

kisik reducira i nastaje superoksidni anion (Luschchak, 2011.).

U slobodne radikale ubrajamo reaktivne vrste kisika (ROS), reaktivne vrste dusika

(RNS), te druge organske radikale nastale djelovanjem ROS ili RNS (Luschchak, 2011.).
2.2.1. Reaktivne vrste kisika

Reaktivne vrste kisika (ROS) superoksidni anion (O;’), vodikov peroksid (H20,), te za
stanicu najstetniji hidroksilni ion (OH’), nastaju kao rezultat stupnjevite jednovalentne
redukcije molekularnog kisika (Slika 1). Rezultat su normalnog rada stanice, a glavnina ih
nastaje kao rezultat curenja elektrona sa mitohondrijskog respiratornog niza. Osim u
mitohondrijskom respiratornom nizu, ROS nastaju u peroksisomima tijekom RB-oksidacije
dugolanéanih masnih kiselina, na endoplazmatskom retikulumu kao rezultat djelovanja
citokroma P450, a dio ROS nastaje uslijed djelovanja oksidaza: NADH oksidaze, lipooksigenaze,

cikooksigenaze i ksantinoksidaze (Luschchak, 2011.; Strelec, 2007.).

Uz navedene u ROS se ubraja i singletni oblik kisika koji prije svega nastaje kao rezultat

zracenja (Luschchak, 2011.; Strelec, 2007.).
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0;— > 0y —— > H;0; —— +0H ——— H;0

Slika 1. Nastanak reaktivnih vrsta kisika (Strelec, 2007.)

2.2.2. Utjecaj reaktivnih vrsta kisika na stanicu

Prekomjerno nakupljanje ROS u stanici dovodi do naruSavanja ravnoteze izmedu
nastanka i njihova uklanjanja, uslijed ¢ega dolazi do oksidacije stani¢nih komponenata sto
posljedicno dovodi do osSteéenja stanicne membrane, te poremecaja fiziolosSkog stanja i
metabolizma stanice. Interakcija ROS i komponenata stanice ovisi o mjestu nastanka i
reaktivnosti ROS, te reaktivnosti molekule s kojom ROS stupa u interakciju. Sve stani¢ne
molekule se djelovanjem ROS mogu oksidativno ostetiti, a posebno osjetljivi na oksidativno
ostecenje su enzimi akonitaza, 6-fosfoglukonat dehidrogenaza, te gliceraldehid-3-fosfat

dehidrogenaza (Luschchak, 2011.).

Kljuéno je naglasiti da se ROS konstantno proizvode i eliminiraju pa je stoga njihova
koncentracija u stanici izrazena parametrom ,ustaljeno stanje ili ustaljena razina“

(eng., steadystate”) (Luschchak, 2011.).

U situaciji kada je koncentracija ROS privremeno ili stalno poveéana na razinu viSu od
one koja karakterizira ,ustaljeno stanje” dolazi do oksidativnog stresa (Slika 2) (Luschchak,

2011.).

U nekim slucajevima koncentracija ROS se ne vraca na pocetnu razinu vec se stabilizira
na nekoj novoj visoj koncentraciji koja se naziva ,kvazistacionarna razina“(Slika 2). To se
dogada kod dijabetesa, ateroskleroze, kardiovaskularnih i neurodegenerativnih bolesti, a
pretpostavka je da se dogada i tijekom biosinteze aflatoksina u stanicama plijesni (Luschchak,

2011.).
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Slika 2. Dinamika reaktivnih vrsta kisika u bioloskim sustavima (Luschchak, 2011.)

2.3. Plijesni roda Aspergillus

Rodu plijesni Aspergillus pripada oko 250 vrsta plijesni. Najpoznatiji predstavnik je
plijesan Aspergillus flavus. Taksonomski gledano, A. flavus pripada carstvu gljiva (Fungi),
odjeljku Ascomycota, razredu Eurotiomycetes, redu Eurotiales, porodici Trichocomaceae, rodu

Aspergillus, vrsti Flavus (Free, 2013.; Klich, 2007.).

Aspergillus parasiticus i Aspergillus flavus, pripadnici jedne od tri aflatoksikogene
sekcije, su plijesni roda Aspergillus koje kontaminiraju prehrambene proizvode aflatoksinom.
Aflatoksini ulaze u prehrambeni lanac i kada se konzumiraju uzrokuju akutne zdravstvene
probleme ili kroni¢nu toksi¢nost. Njihov najznacajniji u¢inak na ljudsko i Zivotinjsko zdravlje su

rak jetre i narusavanje imunoloskog sustava (Vargaisur., 2011; Reverberi i sur., 2005.).

Postupci kontrole produkcije aflatoksina se temelje na kemijskim postupcima
(pesticidi i fungicidi). Prekomjerna upotreba kemijskih sredstava ima negativne posljedice kao
Sto je oneciséenje okoliSa, ostatak kemijskih sredstava u prehrambenim proizvodima, te

povecdanje otpornosti patogenih organizama (Reverberi i sur., 2005.).

2.3.1. Aflatoksini

Aflatoksini (od Aspergillus flavustoksin) su toksi¢ni sekundarni metaboliti plijesni

Aspergillus flavus opasni za ljude i Zivotinje u niskim koncentracijama. Navedeni sekundarni
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metabolizam je najdetaljnije ispitan sekundarni metabolizam plijesni, a proucava se vise od 40
godina. Aflatoksini su otkriveni nakon pomora peradi u Engleskoj 1960.-tih godina. Plijesan A.
flavus je najznacajniji producent aflatoksina kojim, prije i nakon Zetve kontaminira pSenicu,
kukuruz, kikiriki, siemenke pamuka, orasaste plodove te zacinsko bilje. Kemijski gledano,
aflatoksini su derivati difuranokumarina dobiveni poliketidnim putem, a postoji nekoliko vrsta
aflatoksina od kojih je B1 najpoznatiji (Slika 3.). Aflatoksini se medusobno razlikuju po boji
fluorescencije pod ultraljubi¢astim svijetlom, a razlikovati se mogu i primjenom tankoslojne
kromatografije. Ako se u literaturi spominje aflatoksin u jednini misli se na aflatoksin B1.
Poznate su dvije glavne posljedice izloZzenosti aflatoksinima, akutna aflatoksikoza (uzrokuje
trenutnu smrt), te kroni¢na aflatoksikoza (uzrokuje tumore-primarno tumor jetre, tumore
respiratornog sustava). Aflatoksin B1 je karcinogen klasificiran u grupu 1 karcinogena (Mates,

2000.; Klich, 2007; Heydati i sur., 2007; Dutton, 1988).

AFB2 AFG2

Slika 3. Prikaz kemijskih formula aflatoksina koje producira plijesan Aspergillus flavus
(Sarkanj, 2014.)

2.3.2. Biosinteza aflatoksina

Biosinteza aflatoksina je povezana sa razli¢itim stupnjevima razvoja plijesni, pri kojima
dolazi do prekomjernog nakupljanja ROS. Odredeni sojevi A. parasiticus koji proizvode
aflatoksine pokazali su da je za njihovu proizvodnju odgovoran oksidativni stres. Stovise,
pretpostavlja se da je oksidativni stres glavni ,,okidac” biosinteze aflatoksina (Reverberi i sur.,

2008.).

Naime, biosinteza aflatoksina u plijesni je ovisna o ekspresiji regulatornih gena afIR i
aflS koji se pojac¢ano eksprimiraju tijekom oksidativnog stresa (Degola i sur., 2007; Schmidt-

Heydt i sur., 2010).
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Transkripcijski faktor AFLR nastao kao rezultat ekspresije gena aflR veZe se na
nukleotidni slijed u blizini gena koji kodiraju enzime za biosintezu aflatoksina, te potice njihovu
ekspresiju, a time i slijednu sintezu aflatoksina. Uz aflR i aflS, gen za transkripcijski faktor
antioksidativnog odgovora (yapA) ima znacajnu ulogu u regulaciji biosinteze aflatoksina.
Naime, yapA kodira za transkripcijski faktor YAP1, koji u uvjetima oksidativnog stresa prelazi
iz citoplazme u jezgru i uzrokuje transkripciju gena za antioksidativne enzime (Reverberi i sur.,

2008.).
2.4. Antioksidativna obrana stanica plijesni

Osim Sto izaziva oksidativni stres u stanicama plijesni izaziva pojacanu produkciju
aflatoksina, isto tako utjece i na povecanje antioksidativnih enzima superoksid-dismutaze,
glutationperoksidaze i katalaze. Osnovna svrha ovih enzima je smanijiti razinu prisutnih ROS,
te vratiti stanicu na razinu ustaljenog stanja ili na odredenu kvazistacionarnu razinu. Stoga ¢e

se u daljnjem tekstu opisati uloga pojedinih antioksidativnih enzima (Mates, 2000.).
2.4.1. Superoksid dizmutaza (SOD)

Superoksid dismutaza (SOD) je enzim koji katalizira pretvorbu nastalog superoksid
aniona u vodikov peroksid koji se onda djelovanjem katalaze ili glutation peroksidaze prevodi

u vodu (Mates, 2000.).
02' + 02' + 2H+9 HzOz + Oz

Postoji nekoliko vrsta SOD. Mangan SOD (Mn-SOD) je homotetramer koji na svakoj
podjedinici sadrZi po jedan atom mangana u aktivnom srediStu. Bakar,cink SOD (Cu,Zn-SOD)
je homodimer koji na svakoj podjedinici sadrzi atome bakra i cinka u aktivnom sredistu. Nikal
SOD (Ni-SOD) je homotetramer, sa atomom nikla u aktivnom sredistu svake podjedinice

(Mates, 2000.).

2.4.2. Katalaza (CAT)

Katalaza je tetramerni enzim sastavljen od cCetiri jednake podjedinice te sadrzi Cetiri
feriprotoporfirinske grupe. Jedna je od najucinkovitijih enzima pa ne moze biti zasiéen
vodikovim peroksidom pri bilo kojoj koncentraciji. Reagira sa vodikovim peroksidom tvoreci
vodu i molekularni kisik, ali i sa donorima vodika (metanol, etanol, mravlja kiselina, fenol)

koristec¢i 1 mol peroksida u nekoj vrsti aktivnosti peroksidaze (Mates, 2000.).
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2H>0; -2H,0+0,
ROOH+AH; ->H;0+ROH+A

2.4.3. Glutationperoksidaza(GPX)

Glutationperoksidaza katalizira redukciju hidroperoksidauz glutation(GSH) kao

kofaktor i na taj nacin Stiti stanicu od oksidativnog stresa (Mates, 2000.).
ROOH + 2GSH - ROH + GSSG + H,0

Pronadeno je najmanje pet izoenzima GPX, a razina pojedinog ovisi o vrsti tkiva (Mates,

2000.).
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3. ZAKLJUCAK

Prekomjerno nakupljanje reaktivnih vrsta kisika u stanicama plijesni dovodi do
oksidativnog stresa, od kojih se stanice Stite pojacanom produkcijom antioksidativnih enzima.
Ukoliko antioksidativna obrana nije u stanju u potpunosti ukloniti prekomjerno nastale ROS,

nastaje kvazistacionarno stanje koje moze pogodovati pojacanoj produkciji aflatoksina.
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