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Wstep: Alfa-amanityna to najbardziej aktywna toksyna wyizolowana m. in. z muchomora
sromotnikowego (dmanita phalloides). 1Ds, dla cztowieka wynosi 0,1 mg/kg m.c. Substancja
ta, bedaca bicyklicznym oktapeptydem, ma dzialanie wielonarzadowe, jednak
w szczegblnosei uszkadza komorki watroby i nerek. Gtéwne dzialanie a-amanityny w jadrze
komorkowym polega na blokowaniu polimerazy RNA 1I, a tym samym na zahamowaniu
transkrypcji i nastepowej syntezy biatek, co w konsekwencji prowadzi do $mierci komorki.
Ponadto postuluje sie, ze a-amanityna moze prowadzi¢ do uszkodzen komoérek poprzez

wplyw na zwigkszenie puli reaktywnych form tlenu (RFT) w komoérkach.

Cel pracy: Celem pracy byla ocena genotoksycznosci a-amanityny w komoérkach szpiku
kostnego myszy za pomocg testow cytogenetycznych: testu kometowego, testu strukturalnych
aberracji chromosomowych i testu mikrojadrowego. Ponadto, ocena potencjalnego dziatania
pro-oksydacyjnego a-amanityny w oparciu o oznaczanie aktywnosci wybranych enzymow

antyoksydacyjnych w lizatach erytrocytow myszy.

Materialy i metody: Badania przeprowadzono na samcach myszy szczepu BALB/c (Zgoda
nr 55/£439/2008). Kazdorazowo grupe do$wiadczalng stanowito 10 myszy. Substancje
badang stanowila o-amanityna (Sigma-Aldrich) podawana dootrzewnowo w czterech
doswiadczalnie ustalonych dawkach tj.: 0,05 mg/kg m.c.; 0,1 mg/kg m.c.; 0,15 mg/kg m.c.;
0,25 mg/kg m.c. (LDsp). Kontrole negatywng stanowit 0,9 % NaCl, natomiast kontrole
pozytywna cyklofosfamid (Sigma-Aldrich) w dawce 50 mg/kg m.c. Badania przeprowadzono
niezaleznie za pomoca trzech testdéw cytogenetycznymi tj. testem kometowym, testem
strukturalnych aberracji chromosomowych oraz testem mikrojadrowym. Ponadto wykonano
badania analityczne tj. oznaczanie aktywnos$ci wybranych enzyméw antyoksydacyjnych:
dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) i katalazy (CAT) oraz badanie stezenia substancji
reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (TBARS). Do przeprowadzenia analizy statystycznej
otrzymanych wynikoéw zastosowano nastgpujace testy: Shapiro-Wilka, t Studenta i U Manna-

Whitneya. Poziom ufnoSci istotnosci statystycznej przyjgto na poziomie p < 0,05.



Wyniki: Wyniki uzyskane za pomoca testdw cytogenetycznych przedstawiaja sig
nastepujaco: w te$cie kometowym dla kazdego z badanych stezefi a-amanityny zanotowano
istotny statystycznie wzrost procentowej zawartosci DNA w ogonie komety (% DNA
w ogonie) w poréwnaniu do kontroli negatywnej (p < 0,0001); w tescie strukturalnych
aberracji chromosomowych zaobserwowano istotny statystycznie wzrost czestoSci
wystepowania aberracji dla trzech stezen o-amanityny tj: 0,05; 0,15; 0,25 mg/kg m.c.
(p < 0,05); w teScie mikrojadrowym Zanotowano istotny statystycznie wzrost czgstosci
erytrocytow polichromatycznych z mikrojadrami (MNPCE [%]) dla stezen 0,1 i 0,25 mg/kg
m.c. (p < 0,05).

Aktywno$¢é badanych enzymoéw przedstawiala si¢ nastgpujaco: dla wszystkich
badanych stezen a-amanityny zaobserwowano istotny statystycznie wzrost aktywnosci SOD
w poréownaniu do kontroli negatywnej (p < 0,05); dla stezen 0,05 1 0,25 mg/kg m.c.
zaobserwowano istotny statystycznie wzrost aktywno$ci CAT w poréwnaniu do kontroli
negatywnej (p < 0,05), natomiast dla pozostalych stezen tj. 0,1 i 0,15 mg/kg m.c. aktywnos§¢
CAT nie roznila si¢ istotnie statystycznié (p > 0,05); stezenia TBARS we wszystkich
testowanych dawkach a-amanityny nie roznily sig istotnie statystycznie w poréwnaniu do

kontroli negatywnej (p > 0,05).

Whioski:

1. Wiekszo$é testowanych dawek a-amanityny powodowala istotny statystycznie wzrost
czestosci  strukturalnych aberracji chromosomowych i czgstosci mikrojader, co moze
wskazywa¢ na klastogenne dziatanie tej toksyny (potencjalny efekt klastogenny).

2. Badane testem komety dawki o-amanityny powodowaly istotny statystycznie wzrost
czestoéci uszkodzen DNA, co wskazuje na genotoksyczne dziatanie tej toksyny (efekt
genotoksyczny).

3. Zanotowane zmiany aktywno$ci badanych enzyméw antyoksydacyjnych tj. dysmutazy
ponadtlenkowej i katalazy w lizatach erytrocytéw myszy mogg wskazywa¢ na pro-
oksydacyjne dzialanie a-amanityny.

4. Wyniki uzyskane w testach cytogenetycznych oraz badaniach analitycznych wskazuja, ze
utlenianie DNA moze byé gloéwna przyczyna obserwowanych uszkodzen materiatu

genetycznego.
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