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1 UvOD
1.1 Mikotoksini

Mikotoksini (mykes - gr¢. gljiva, toxikon - gr¢. otrov) su izvanstani¢ni metaboliti
vaznost za rast i razvoj plijesni jo§ uvijek nije razjasnjena. Ti su spojevi vrlo razli¢itih
kemijskih struktura te oneciS¢uju zitarice i druge namirnice, posebice u tropskim krajevima,

jer visa temperatura 1 vlaznost pogoduju nastanku 1 rastu plijesni.

Covjek je najées¢e izlozen mikotoksinima konzumacijom hrane, no, u nekim
sluajevima, moze ih i udahnuti, oni mogu pro¢i kroz kozu ili je izloZenost parenteralna.
Akutna 1 kroni¢na trovanja, izazvana mikotoksinima, nazivaju se mikotoksikoze. Za neke
mikotoksine se pretpostavlja, ili je dokazano, da su karcinogeni za ljude. Mikotoksikoze, na

srecu, nisu Cesto zabiljezene kod ljudi (Marriott i Gravani, 2006).

Plijesni, koje imaju znacaj za prehrambenu industriju, zbog potencijalne proizvodnje
mikotoksina, ukljucuju ¢lanove rodova: Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Cladosporium,
Alternaria, Trichothecium, Byssochlamys i Sclerotinia. Ove plijesni kontaminiraju Zitarice
prilikom neadekvatnog skladiStenja i posljedi¢no se mogu nac¢i u hrani za Zivotinje i ljude.
Zitarice su najée$¢e kontaminirane aflatoksinom, deoksinivalenolom (vomitoksin, DON),

zearalenonom, fumonizinima i T-2 toksinom (Sokolovi¢, 2005).

lako se preradom zitarica u krajnjim proizvodima vidljiva plijesan moZze ukloniti,
ve¢ina mikotoksina zaostaje u takvim supstratima. Mikotoksini su vrlo stabilni. Ne
inaktiviraju ih uobiajeni postupci proizvodnje i prerade hrane. Daljnji postupci skladistenja
hrane takoder mogu povoljno djelovati na proizvodnju mikotoksina. Kontrola proizvodnje
mikotoksina je sloZena i teSka. Najbolji pristup za uniStavanje mikotoksina u hrani je
sprjeCavanje rasta plijesni u svim fazama proizvodnje, prikupljanja, prijenosa, obrade,
skladiStenja 1 prodaje. SprjeCavanje Stete djelovanjem insekata i mehanicke Stete, tijekom
cijelog procesa od proizvodnje do konzumacije, kao i kontrola vlaznosti, su kljuéni faktori.
Zemlje Cclanice EU su uskladile zakonsku regulativu o maksimalnim dopuStenim

koncentracijama mikotoksina u hrani za Zivotinje i ljude (EC/576/2006 1 EC/1881/2006).



1.2 Fumonizini

Fumonizini su mikotoksini koje najces¢e proizvode vrste F. verticillioides i F.
proliferatum (European Food Safety Agency (EFSA) Contam Panel, 2014). Od svog otkrica,
fumonizini se smatraju mikotoksinima uglavnom proizvedenima Fusarium vrstama (Logrieco
i sur., 2003). B-skupina fumonizina (FB1, FB2 i FB3) se Cesto otkriva u kukuruzu i u hrani na
bazi kukuruza. Toksikoloska svojstva fumonizina B: (FB1), kao glavnog fumonizina u

fuzarija, brojni su znanstvenici opsezno proucavali godinama.

Unos FB1 uzrokuje toksikoloske ucinke specifiéne za vrstu Zivotinja ukljucujuci
leukoencefalomalaciju kod konja 1 plu¢ne edeme kod svinja te hepatotoksi¢no, nefrotoksi¢no,
imunosupresivno 1 kancerogeno djelovanje kod laboratorijskih zivotinja. Osim toga FBi1 se
povezuje s ljudskim karcinomom jednjaka u juznoj Africi i Kini (FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives, 2001). Na temelju strukturnih sli¢nosti FB1.3, maksimalan
dopusteni dnevni unos (Provisional Maximum Tolerable Daily Intake (PMTDI)) je 2 pg/kg
(European Food Safety Agency, 2014).

Kod wvrsta Fusarium, fum geni kodiraju enzime ukljuene u biosintetski put
fumonizina. Osim kod fuzarija, proizvodnja FB je potvrdena i kod nekih Aspergillus vrsta iz
sekcije Nigri, ukljucuju¢i A. niger i A. welwitschiae (ranije A. awamori) (Palumbo i sur.,
2013; Perrone i sur., 2011; Varga i sur., 2011; Varga i sur., 2010). Iako su crni aspergili Ceste
gljivice u zraku, rasprostranjenost i raznolikost vrsta ove skupine u zatvorenom prostoru slabo

je istrazena.

Sekcija Nigri obuhvaca nekoliko vrsta koje su Siroko rasprostranjene u okolisu. Ove
vrste zasluzuju posebnu pozornost zbog svog utjecaja na zdravlje ljudi i Zivotinja: iz
poljoprivrednog gledista, ¢lanovi sekcije Nigri javljaju se kao biljni patogeni i uzrokuju
kvarenje razli¢itih namirnica, ukljucujuéi Zzitarice, voce, povrée, pamuk, oraSaste plodove,
meso i mlije¢ne proizvode (Varga i sur., 2011; Perrone i sur., 2007); u biotehnologiji se
koriste neke vrste za proizvodnju organskih kiselina, hidroliti¢kih enzima i fermentirane hrane
(Hong i sur., 2013; Samson i sur., 2007); u medicinskoj mikologiji je sve veci broj infekcija
uzrokovan crnim aspergilima, naroc¢ito otomikoze i keratomikoze u tropskim 1 subtropskim
podrucjima (Szigeti i sur., 2012a; Szigeti i sur., 2012b; Kredics i sur., 2008). S toksikoloskog

stajaliSta, crni aspergillusi mogu proizvoditi mikotoksine, ukljucujuci izomere fumonizina,



koji se uglavnom unose u organizam kontaminiranom hranom (Varga i sur., 2011; Samson i

sur., 2007; Samson i sur., 2004), ali se takoder mogu unositi inhalacijom.

U nedavno objavljenom istrazivanju (Jaksi¢ i sur., 2018) medu aerogenim izolatima
crnih aspergila identificirane su vrste A. welwitschiae, A. tubingensis, A. luchuensis, A. piperis
i A. niger; FB: je kvantificiran u 8 od 15 izolata A. welwitschiae te u izolatu A. niger.
Nasuprot tome, FBi: nije otkriven ni u jednom uzorku. Dvije vrste A. welwitschiae su
proizvele otprilike 10 pg/mL FBy; tri izolata su proizveli FB2 u koli¢inama izmedu 3 i 8
ug/mL, a tri izolata su proizveli FB> u koncentracijama ispod 1 ug/mL. Najslabiji proizvodaé
je bio soj A. niger (0,015 pg/mL). FB2 nije naden u izolatima A. tubingensis, A. luchuensis i
A. piperis vrste, a odsutnost gena fuml i fum8 potvrduje da ti izolati nisu gljivice koje
proizvode FB> (Jaksi¢ i sur., 2018).

1.2.1 Otkrice, kemijska struktura i svojstva

Fumonizini su prvi put izolirani i kemijski karakterizirani 1988. godine. Danas je
poznato najmanje 28 razli¢itih fumonizina, a veéina njih oznacena je kao A-, B-, C- i P-serija
(Munkvold i Schmale, 2018). Najznacajniji su fumonizini B-serije, a od njih fumonizin B,
(FB1) te fumonizin B, (FB2) koji su gotovo jednake toksi¢nosti. U prirodi se FB1, kojeg

proizvode fuzarije, pojavljuje 3 puta ¢esce od FB.. Strukturna formula FB1 i FB; prikazana je

na Slici 1.
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Slika 1. Strukturne formule fumonizina B: i fumonizina Bo.



U terminologiji kemijskih struktura, fumonizini su dugolancani aminopolioli s dva
postrani¢na trikarboksilna (TCA) lanca. Najpoznatiji predstavnici, fumonizini B-tipa, se
razlikuju u broju i polozaju hidroksi-grupa na kraju lanca (EFSA Contam Panel, 2018).
Najvazniji modificirani oblici su hidrolizirani fumonizin B (HFB) i djelomi¢no hidrolizirani
fumonizin B (pHFB) (Golderblom i sur., 1998; Cawood i sur., 1991).

Fumonizini mogu reagirati tijekom prerade hrane dajuc¢i tako Maillard-tip fumonizina
kao $to su N-(karboksimetil)fumonizin B (NCM-FB) i N-(1-deoksi-D-fruktoz-1-il)fumonizin
B (NDF-FB) (Rheeder i sur., 2002). Zbog svoje kemijske strukture, fumonizini mogu snazno
reagirati nekovalentnim interakcijama s matriksom makrokonstituenata dajuci tzv. maskirane
fumonizine (EFSA Contam Panel, 2018). Maskirani oblici fumonizina se otpustaju nakon
probave hrane i tako doprinose ukupnoj koli¢ini otpustenih nepromijenjenih ,,roditeljskih®

oblika fumonizina u gastrointestinalnom traktu.

1.2.2 Rasprostranjenost i dopustene doze fumonizina

Fumonizini se u hrani pronalaze diljem svijeta. U Kini 1 Juznoj Africi nadene su
osobito visoke koncentracije koje prelaze 100 ppm. Znac¢ajno nize koncentracije, oko 1 ppm,
nalaze se u kukuruzu u SAD-u i Juznoj Americi, dok u kukuruzu Kanade gotovo da nema
fumonizina. Ameri¢ka agencija za hranu i lijekove (Food and Drug Administration, FDA)
preporucuje maksimalne razine fumonizina od 4 ppm-a u hrani za ljude i do 100 ppm-a u

hrani za Zivotinje, ovisno o kojoj se vrsti hrane i zivotinja radi (Tablica 1 i Tablica 2).



Tablica 1. Preporucene maksimalne doze fumonizina u ljudskoj hrani.

LJUDSKA HRANA

PROIZVOD UKUPNI FUMONIZINI (FB3, FB2, FB3)
Proizvodi od suhog mljevenog kukuruza
(npr.  granulati,  kukuruzno  brasno, 2 ppm
kukuruzno brasno s udjelom masti <2,25%
prema osnovi suhe tvari)
Cijeli ili djelomicno degenerirani suhi
mljeveni proizvodi od kukuruza (npr.
granulati, granulirano kukuruzno brasno, 4 ppm
kukuruzno brasno sa sadrzajem masti
>2,25% prema osnovi suhe tvari)
Suhi mljeveni kukuruz 4 ppm
Ocis¢eni kukuruz namijenjen za proizvodnju 4 ppm
mase
Ociscéeni kukuruz namijenjen kokicama 3 ppm

(https://www.fda.gov/, pristupljeno 31.7.2019.)

Tablica 2. Preporucene maksimalne doze fumonizina u Zivotinjskoj hrani.

ZIVOTINJSKA HRANA

KUKURUZ | PROIZVODI OD KUKURUZA | UKUPNI FUMONIZINI (FB1, FB2, FB3)

Kopitari 1 zecCevi 5 ppm (ne vise od 50% prehrane) **

Svinje i somovi 20 ppm (ne vise od 50% prehrane) **
Prezivaci, perad, telad * 30 ppm (ne vise od 50% prehrane) **
Prezivaci > 3 mjeseca uzgajeni za klanje 1 60 ppm (ne vise od 50% prehrane) **

proizvodnju krzna

Perad uzgajana za klanje 100 ppm (ne vise od 50% prehrane) **
Sve druge vrste ili klase stoke 1 ku¢nih 10 ppm (ne viSe od 50% prehrane) **
ljubimaca

* Ukljucuje laktaciju mlije¢nih goveda i kokosi koja polazu jaja za ljudsku prehranu
** Na osnovi suhe mase

(https://www.fda.gov/, pristupljeno 31.7.2019.)



https://www.fda.gov/
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Geografski, koncentracije fumonizina znac¢ajno variraju i cesto se razlikuju i izmedu
obliznjih lokacija. Tako npr. na kontaminaciju kukuruza fumonizinima iznimno utjecu
klimatski uvjeti u kojima je kukuruz uzgajan. Proizvodnji fumonizina pogoduju visoka
temperatura (20-30°C) i vlaga (relativna vlaga zraka iznad 98%), genotip kukuruza (neki
hibridi su otporniji na kontaminaciju fumonizinima od tradicionalnog kukuruza) te ostec¢enja
zrna insektima (Domijan, 2013). Kada insekt osteti biljku, omogucen je laksi ulazak fuzarija i

proizvodnja toksina.

Koncentracija fumonizina niza je u hrani pripremljenoj iz kukuruza i namijenjenoj
ljudskoj prehrani (tortilje, kokice, cornflakes) nego u kukuruzu jer se, prilikom pripreme te
hrane, koriste alkalna otopina, voda i visoka temperatura koje sniZavaju koncentraciju
fumonizina u njoj. Kuhanje na visokoj temperaturi, uz dodatak glukoze, pokazalo se kao
obecavajuca metoda za smanjenje koncentracije fumonizina i njegove toksi¢nosti (V0ss i sur.,
2011).

Do sada nema puno podataka 0 FBi1.3 u zivotinjama s farmi i dostupne studije su
uglavnom ogranicene na FB;. U studiji ,,Risk for animal health related to the presence of
fumonisins, their modifed forms and hidden forms in feed*, (EFSA Contam Panel, 2018)
analizirana je hrana i njezin utjecaj na razli¢ite vrste Zivotinja. IzloZenost fumonizinima
procjenjivana je u 18,140 uzoraka sto¢ne hrane i dokazana je njihova prisutnost u vecini

uzoraka.

Uzorci su skupljani izmedu 2003. i 2016. godine u 19 razli¢itih Europskih zemalja, a
vecina njih su zemlje ¢lanice EU. NajviSe vrsta stocne hrane bile SuU one obogacene Zitaricama
- kukuruzom, pSenicom i je¢mom. Ostale vrste stone hrane sadrzavale su Zivotinjske
produkte, sjemenke mahunarki, uljne sjemenke i lukovice. Visokokvantificirane vrijednosti
fumonizina utvrdene su za kukuruznu i pSeni¢nu stoénu Smjesu. IzloZenost fumonizinima i

njegovim maskiranim oblicima primarno dolazi iz potros$nje kukuruza i njegovih preradevina.



1.2.3 Toksikoloska svojstva fumonizina

Bioloska raspolozivost, distribucija i toksokinetika fumonizina proucavana je u vise
vrsta. Konji su najosjetljivija vrsta zivotinja na fumonizine jer ingestijom kontaminirane hrane
razvijaju sindrom poznat kao leukoencefalomalacija kopitara (Equine Leukoencephalomalacia
(ELEM)). Pocetni klini¢ki znakovi mogu biti nedostatak apetita, besciljno lutanje, depresija,
hiperosjetljivost te iznenadna smrt. Kardiovaskularna disfunkcija uklju¢uje smanjenje brzine
otkucaja srca Sto moze pridonijeti znakovima dispneje 1 edema, a konji s oStecenjem jetre
mogu pokazivati hemoragiju i depresiju. Vrijeme od pocetka klini¢kih znakova do smrti moze
trajati od 24 sata do 7 dana. Ako se dogodi samo oSteCenje jetre i prestanak izlozenosti
fumonizinu, oSte¢enja jetre mogu biti reverzibilna. Poput ELEM, svinjski pluéni edem
povezan je s potroSnjom pljesnive hrane. Perad i prezivaci su manje osjetljivi na fumonizine,

a za eksperimentalne je glodavce FB; nefrotoksi¢an i hepatotoksican.

U ljudi je izlozenost FB1 povezana s razvojem primarnog karcinoma jetre i karcinoma
jednjaka koji se ucestalo pojavljuju u regijama svijeta (primjer je Transkeiska regija u Juznoj
Africi) u kojima ljudi konzumiraju kukuruz u dnevnoj prehrani. Pojavljivanje defekta
neuralne cijevi u nekim je zemljama Srednje Amerike (npr. u Meksiku i Hondurasu)
povezano s ucestalom konzumacijom kukuruzne hrane kontaminirane FB1. Bez obzira na to,
ne moze se sa sigurno$¢u povezati razvoj navedenih bolesti u ljudi s izloZenosti FB1. Kako je
FB; uzroénik ELEM-a, poremedaja sredidnjega Zivéanog sustava (SZS) u konja, to upuéuje
na mogucnost da FB1 uzrokuje promjene u mozgu. Nekoliko studija na pokusnim zivotinjama
i na stani¢énim kulturama, podrijetlom iz SZS-a, potvrdilo je da je FB1 neurotoksi¢an iako

mehanizam neurotoksi¢nosti FB1 joS$ nije do kraja razjasnjen.

Utvrdeno je da su, u organizmu zivotinja, koje su konzumirale sto¢nu hranu, FB1-3
slabo bioraspolozivi i brzo distribuirani uglavnom u jetru i bubrege, opsezno biotransfomirani
i brzo izluéeni ve¢inom fekalnim putem. Hidrolizirani fumonizin B; (HFB1) i djelomi¢no
hidrolizirani fumonizin B: (pHFB:1) su glavni metaboliti hidroliticke biotransformacije i
nadeni su u analiziranim tkivima. ZabiljeZzene su male koli¢ine izlucenih fumonizina u

mlijeku i neznatne koli¢ine izlucene u jajima.

Podaci o prezivaCima pokazuju slabu oralnu bioraspolozivost 1 opseznu
biotransformaciju hidroliziranih pHFB: i HFB1. Kod svinja, FB1 su slabo bioraspolozivi, ali

visoko hidrolizirani u pHFB1 i HFB: u probavnom traktu.



Bioraspolozivost FB2 je puno niza nego FB1. Dokazane su mjerljive koli¢ine toksina i
oba hidrolizirana metabolita u jetri i bubrezima i do nekoliko dana nakon prestanka uzimanja
takve hrane. Fekalni put izlu¢ivanja uvelike nadmasuje urinarni, a izluCivanje bilijarnim
putem moze varirati ovisno o dozi i vremenu izloZenosti. Na 0snovi ograniene baze
podataka, prezivaci su manje osjetljivi nego konji i svinje (Caloni i sur., 2000; Gurung i sur.,
2000; Smith i Thakur, 1996). Histopatoloske lezije i izmijenjeni serumski enzimi govore u
prilog ostecenju jetrene i bubrezne funkcije (Mahur i sur., 2001). Za prezivace je odredena
najvisa doza koja ne uzrokuje oStecenje (No Observed Adverse Effect Level - NOAEL) od 31
mg FBi/kg hrane na temelju poveéanja serumskih enzima, kolesterola i bilirubina te

smanjenja limfocitne blastogeneze (Erdington i sur., 1995).

Sindrom svinjskog plu¢nog edema je specifi¢an poremecaj uzrokovan FB1 u svinjama.
Posljedica je to toksi¢nog u¢inka FB1 na kardiovaskularni sustav (Stoev i sur., 2012; Fodor i
sur., 2005; Piva i sur., 2005). Takoder, kod svinja je zabiljezeno povecéanje
sfinganin/sfingozin (Sa/So) omjera u serumu i tkivima, jetrena i bubrezna toksi¢nost,
kasnjenje spolnog sazrijevanja i promijena reproduktivne sposobosti, oSte¢enje urodene i
steCene imunosti, lezije unutarnjih organa te promijenjena fiziologija mozdanih stanica

(Bgoere i sur., 2010; Fodor i sur., 2005).

NOAEL od 1 mg FBi/kg stoéne hrane odreden je na temelju lezije plu¢a nakon 8
tjedana hranjenja (Grenier i sur., 2012). Kod peradi, fumonizini oste¢uju jetru i imunoloski
sustav (Henry i sur., 2000). Smanjen unos hrane i gubitak na tezini zabiljeZeni su u studijama
na patkama i prepelicama, ali ne i u studijama na pili¢ima i puricama (Cheng i sur., 2000).
Ve¢ nakon manjeg unosa hrane, zabiljeZeno je povecanje vrijednosti Sa i Sa/So omjera. Na
temelju jetrenih lezija i povecanja jetrenih lipida, odreden je NOAEL od 8 mg/kg sto¢ne
hrane kod patki i NOAEL od 20 mg/kg kod pili¢a i purica (Grenier i sur., 2015). Na temelju
neuroloskih i kardiovaskularnih o$teéenja, odreden je NOAEL od 0,2 mg FB1/kg hrane kod

konja.

Nakon §to su zecevi izlozeni FBi, zabiljeZzena je izmijenjena krvna slika, zatajenje
jetre i bubrega, ostecenje spermatogeneze i odgoden pocetak puberteta kao i povecanje nivoa

Sa i Sa/So omjera u urinu, serumu i jetri (Evuola i sur., 2008; Orsi i sur., 2007).



Nema puno podataka 0 ucinku fumonizina na organizam riba, ali zabiljezena su
oStec¢enja hematoloskog i imunoloskog sustava (Kovacic 1 sur., 2009; Tuan i sur., 2003). Do

sada nema podataka o u¢inku FB1 na pse i macke.
1.2.4 Mehanizam toksi¢nosti fumonizina

Fumonizini B su strukturalni analozi sfingoidnih baza i oni inhibiraju sintezu
ceramida. Na taj na¢in ometaju metabolizam sfingolipida i dovode do patoloskih promjena.
lako je utjecaj na metabolizam sfingolipida u ranom stadiju usko povezan s toksinima
fumonizina, nema jasnih dokaza kako je fumonizinima inducirana inhibicija ceramid sintaze

sama po sebi Stetan uéinak (Bryla i sur., 2015; DallAsta i sur., 2009).

Upletenost u ometanje metabolizma sfinoglipida, kao Stetan uc¢inak, jo§ uvijek treba
razjasniti (EFSA Contam Panel, 2018). Na stani¢cnom nivou FB1, FB2 i FB3 imaju isti nacin
djelovanja, slican toksikoloski profil i potencijal. Nedavne su evaluacije, ukljucujuc¢i Food
and Agriculture Organization/World Health Organization (FAO/WHO) i European Food
Safety Agency (EFSA) Contam Panel, 2018. godine, opisale nacin djelovanja fumonizina.

Zbog strukturalne sli¢nosti s ceramidima, fumonizini kompetitivno inhibiraju CerS
(ceramid sintazu), grupu enzima uklju¢enih u biosintezu ceramida i mnogo kompleksnijih
sfingolipida. Inhibicija ovih enzima rezultira ometanjem de novo sinteze ceramida kao i
metabolizma sfingolipida $to za posljedicu ima izmijenjen put lipida. Opisano je Sest izoformi
CerS u sisavaca koje se medusobno razlikuju u specifi¢noj duzini lanca masne kiseline i u

rasprostranjenosti u tkivima (Loiseau i sur., 2015).

Ranijim studijama dokazana je FBi3 posredovana inhibicija CerS u jetri Stakora u
ekvimolarnoj koli¢ini (Noreed i sur., 1997). lako se studije o toksi¢nosti odnose uglavnom na
FBi1, smatra se kako i drugi oblici, FB2 i FB3, imaju sli¢an toksikoloski potencijal (EFSA,
2018).

Inhibicija CerS dovodi do povecanja sfingozina (So) u krvi i tkivima kao i do jo$
veceg povecanja sfinganina (Sa). Promijenjen Sa/So omjer zamijecen je nakon izloZenosti
fumonizinima i stoga se smatra potencijalnim biomarkerom izloZenosti FB1 kod razli¢itih
zivotinjskih vrsta (Masching i sur., 2016). Biomarkeri variraju ovisno o vrsti zivotinja, dozi i

trajanju izlozenosti (Masching i sur., 2016; Zomborszky-Kovacs i sur., 2002).



Sfingolipidi su visoko aktivni spojevi i vazne strukturalne komponente stani¢ne
membrane. Inhibicija CerS uzrokuje poremecaj stani¢ne signalizacije i posljedi¢no dovodi do
apoptoze, inhibicije proliferacije stanica, promijenjene funkcije sfingozin-1-fosfat (S1P)
receptora i interakcije stanica-stanica te stanica-matriks. Utjecaj na metabolizam sfingolipida
usko je povezan s ranom fazom toksic¢nosti, ali i dalje nema jasnih dokaza o fumonizinima

induciranoj inhibiciji CerS niti u jednoj zivotinjskoj ili ljudskoj bolesti (EFSA, 2018).

Utvrdeno je 1 da je oksidacijski stres, iako se pojavljuje poslije drugih zabiljezenih
promjena, jedan od mehanizama toksi¢nosti fumonizina. Uz to, nedavne studije pokazale su
da fumonizini onemoguéuju normalnu homeostazu kalcija u stanici i tako potencionalno
uzrokuju stani¢nu smrt. Medutim, niti jedan od spomenutih mehanizama toksi¢nosti
fumonizina ne iskljucuje drugoga ve¢ je toksi¢ni uc¢inak fumonizina vjerojatno kombinacija
svih spomenutih mehanizama. Smatra se da ¢e daljnja istrazivanja ukazati i na druge

mehanizme toksi¢nosti fumonizina (Domijan, 2013; Domijan, 2012).
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2 OBRAZLOZENJE TEME

Cilj ovog rada je procijeniti citotoksicne koncentracije pri kojoj je prezivljavanje
stanica smanjeno za 50% (I1Cso) fumonizina B: i fumonizina B na dvije razli¢ite stani¢ne
linije: ljudske stanice adenokarcinoma pluca, A549, i ljudske stanice hepatocelularnog
karcinoma, HepG2. Odredivanje 1Cso sluzi za odabir subcitotoksicnih koncentracija tih dvaju
vrsta fumonizina koje ¢e se koristiti u ispitivanju citotoksi¢nog ucinka FB1 i FB2 u
kombinaciji s drugim mikotoksinima koji se pojavljuju u kuénoj prasini vlaznih prostora,

zraku i u hrani.
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3 MATERIJALI | METODE

3.1 Kulture stanica

U radu su koristene ljudske stanice plu¢nog adenokarcinoma A549 i stanice ljudskog
hepatocelularnog karcinoma HepG2 (ATCC — American Type Culture Collection, Sjedinjene
Americke Drzave). Stanice su uzgajane u sterilnim uvjetima, a svi postupci su se provodili

unutar uredaja s laminarnim strujanjem zraka (eng. Laminar flow hood).

Stanice A549 i HepG2 uzgojene su u Roswell Park Memorial Institute (RPMI) mediju
(Capricorn Scientific GmbH, Ebsdorfergrund Germany), s glutaminom (2 mM) i toplinski
inaktiviranim fetalnim tele¢im serumom masenog udjela 10% (Sigma). U svrhu sprjeavanja
bakterijske kontaminacije, dodaju se i antibiotici - penicilin (c = 100 IU/ml) te streptomicin (y
= 100 pg/ml) (Gibco, Invitrogen, Paisley). Stanice su uzgajane u plasti¢noj boci (75cm? flask,
Thermo Scientific ™ Nunc™ Cell Culture Treated EasYFlask™) na konstantnoj temperaturi

od +37°C, pri relativnoj vlaznosti od 95%, a udio ugljikovog dioksida iznosio je 5%.

Prilikom presadivanja, stanice A549 i HepG2 su ispirane dodatkom 2-3 mL sterilnog
fosfatnog pufera bez kalcijevih i magnezijevih iona (PBS, pH=7,4). Potom su tretirane s 500 -
1000 pL otopine tripsin-EDTA (0,25%) §to omogucava da se stanice odlijepe od podloge.
Stanice se, na kraju, resuspendiraju u svjezem mediju, umnoze Se 1x unutar 24 sata
inkubiranjem na 37°C pri relativnoj vlaznosti od 95% i uz 5% CO2. Zatim su se stanice
tretirale razli¢itim koncentracijama fumonizina B: i fumonizina B2 (od nizih prema visim

koncentracijama).

3.2 Tretiranje stanica fumonizinom B1 i B>

Stanice su se prvo tretirale tripsinom, centrifugirale, a potom resuspendirale u RPMI
mediju. Uz pomo¢ hemocitometra odredio se ukupni broj stanica po jednom mL suspenzije.
Stani¢na suspenzija se razrijedila RPMI medijem do koncentracije 10°/mL te se 100 uL po
jazici apliciralo u mikrotitarske plocice s ukupno 96 jazica (Thermo Scientific Nunc 96-well
plate). Postupak za pripremu A549 i HepG2 stanica nema razlika. U dvije jazice, svake

mikrotitarske plocice, stanice A549 i HepG2 nisu nasadene jer su te jazice predstavljale

12



slijepu probu kojoj je dodan samo RPMI medij te, u kasnijem postupku, i tetrazolijev

unutarnji (MTS) reagens.

Stanice su zatim inkubirane 24 sata, nakon toga tretirane fumonizinom B1/B>. Pocetna
otopina FB: i FB2 (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA) koncentracije 0,01
mol/L dobivena je otapanjem FB1/FB> u sterilnoj vodi. Od pocetne otopine, napravljene su
razrijedene otopine u 10 razli¢itih koncentracija, a koncentracije tih ispitivanih otopina bile su
redom: 10 uM, 50 uM, 100 uM, 150 uM, 200 uM, 250 uM, 300 uM, 350 uM, 400 uM, 500
uM. Svaki tretman ispitivane otopine FB1/FB, iste koncentracije, primijenjen je u 7 replikata.

Kontrole sterilne vode primijenjene su u dvije razli¢ite koncentracije kao K1 (2%) i
K2 (1%), na obje mikrotitarske plocice, takoder u 7 replikata. Kontrolni tretmani nisu utjecali
na vijabilnost stanica. Nakon tretiranja stanica toksinom, slijedila je ponovna inkubacija od 24

sata.

3.3 MTS test

Kako bi se ispitao citotoksi¢ni uc¢inak FB;1 i FB2 na ljudske stanice A549 i HepG2,
primijenio se MTS proliferacijski test (The CellTiter 96® AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay). Rije¢ je o kolorimetrijskoj metodi koja koristi reagens (The CellTiter
96® AQueous One Solution Reagent) s tetrazolinskom komponentom (3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolin) i s komponentom koja sluzi kao

hvatac elektrona (fenazin etosulfat).

Nakon zavrSetka inkubacije u trajanju od 24 sata, u svaku jazicu dodano je 10 pL
MTS reagensa te su mikrotitarske ploc¢ice ponovno inkubirane 1-2 sata. Vijabilne stanice su
metaboli¢ki aktivne, zato su njihove nikotinamid adenin dinukleotid (fostat) (NAD(P)H)
ovisne dehidrogenaze metabolizirale zuto obojeni MTS reagens u ljubicasti formazan. Nastali
formazan je topljiv u stanicnom mediju te mu je, bez dodatnih postupaka, mjerena
apsorbancija na 490 nm spektrofotometrom za mikrotitarske plocice s 96 jazica (PerkinElmer
VictorX3). Sto je vecéa koli¢ina nastalog formazana u pojedinoj jazici, veca je i izmjerena
apsorbancija formazana na 490 nm te je izmjerena apsorbancija tako proporcionalna

koncentraciji Zivih stanica u pojedinoj jaZici.
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3.4 Obrada podataka

Za obradivanje dobivenih podataka koristen je racunalni program Microsoft Excel,
Microsoft Office 2010 (Microsoft, Seattle, WA, SAD). Kako bi se zanemario udio
apsorbancije medija RPMI i reagensa MTS, od svake izmjerene apsorbancije na 490 nm
tretiranih stanica i kontrolnih stanica oduzeta je srednja vrijednost apsorbancija dviju slijepih
proba koje su sadrzavale samo medij RPMI i MTS reagens. Rezultati vijabilnosti stanica

1zraZavaju se u odnosu na kontrolu prema formuli:
vijabilnost stanica (%) = A (tretirane stanice) / A (kontrolne stanice) x 100 %.

Kontrolne stanice predstavljaju 100% prezivjelih stanica obzirom da nisu tretirane

toksinom.

3.4.1 Statisticka obrada podataka

Za statistiCku obradu dobivenih podataka koriSten je software Prism 6 (GraphPad
Software, Inc., San Diego). Rezultati, koji su dobiveni izraGunom vijabilnosti stanica, izrazeni
su kao srednje vrijednosti sa standardnim pogreskama aritmeticke sredine (X £ SEM).
Testiranje znacajnosti razlika izmedu pokusnih skupina, u odnosu na kontrolu, provedeno je
jednosmjernom analizom varijance (One-Way ANOVA) i viSestrukim usporednim testom
(eng. Dunnett's multiple comparisons test). Sve vrijednosti, za koje je P < 0,05, smatrane su
statisticki znaCajnim vrijednostima. Citotoksi¢ne koncentracije fumonizina B: i B2, na
stanicama sojeva A549 i HepG2 (tj. 1Cso), dobivene su interpolacijom na temelju nelinearne

regresijske analize odnosa koncentracije i u¢inka te izrazene kao ICso = SEM.
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4 REZULTATI

4.1 Citotoksi¢nost fumonizina B: i B> za A549 stanice

Djelovanje FB: i FB2 na vijabilnost stanica A549 nakon 24-satnog tretmana u

razli¢itim koncentracijama, prikazano je graficki na Slici 2 i Slici 3.
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vijabilnost
(% od kontrole)

koncentracija FB1 (uM)

Slika 2. Graficki prikaz vijabilnosti tretiranih stanica A549 (%) za razlicite koncentracije
FB1 (uM) u odnosu na 2 kontrole (K1 i K2). Kolone prikazuju izracunatu srednju vrijednost
vijabilnosti stanica pri pojedinoj koncentraciji FB1, a stupci pogreske, iznad svake kolone,
predstavljaju standardnu pogresku srednje vrijednosti (SEM) za vijabilnost pri pojedinoj

koncentraciji FB1. *kontrola vs tretman p<0,05.

Vrijednosti statistickih parametara, koji su dobiveni statistickom obradom replikata, tj.

rezultata vijabilnosti stanica A549, za pojedinu koncentraciju FB1, prikazane su u tablici
(Tablica 3)
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Tablica 3. Statisticki parametri vijabilnosti stanica A549 za odredenu koncentraciju FB1.

Koncentracija

K1 K2 10 50 100 150 200 250 300 | 350 400
FB; [UM]

500

Srednja

100.2 | 101.0 | 100.0 | 102.0 | 101.4 | 100.9 | 101.4 | 101.3 | 102.5 | 100.6 | 97.28
vrijednost

94.98

Standardna

2.107 | 1.657 | 1.177 | 0.3694 | 0.4701 | 0.5874 | 0.5162 | 0.4011 | 1.275 | 1.346 | 0.8062
devijacija

2.340

Standardna
pogreska
1.053 | 0.6263 | 0.5883 | 0.1874 | 0.2350 | 0.2627 | 0.2581 | 0.2005 | 0.6373 | 0.6730 | 0.4654
srednje

vrijednosti

1.170

FB: statisti¢ki je znacajno smanjio vijabilnost A549 stanica u koncentracijama 400
pM 1 500 uM. Pri tim je koncentracijama izraCunata srednja vrijednost vijabilnosti stanica od

97,28% za koncentraciju FB1 od 400 uM i 94,98% za koncentraciju FB1 od 500 uM.

Kakav je utjecaj razlicitih koncentracija FB2 na vijabilnost stanica linije A549 moze se
vidjeti iz grafickog prikaza na Slici 3. Koncentracije FB2, u odnosu na kontrole, na grafu su

prikazane uz naznacenu statisticku znacajnost.

vijabilnost
(% od Kontrole)

CERPLEL AL S S

koncentracija FB2 (uM)

Slika 3. Graficki prikaz vijabilnosti tretiranih stanica A549 za razlicite koncentracije FB2 U
odnosu na kontrole (K1 i K2). Kolone predstavijaju izracunatu srednju vrijednost vijabilnosti
stanica pri pojedinoj koncentraciji FBo, a stupci pogreske iznad svake kolone predstavijaju
standardnu pogresku srednje vrijednosti (SEM) za vijabilnost pri pojedinoj koncentraciji

FB2.* kontrola vs tretman p<0,05.
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Vrijednosti statistickih parametara, koji su dobiveni statistickom obradom replikata, tj.

rezultata vijabilnosti stanica A549, za pojedinu koncentraciju FB», prikazane su u tablici
(Tablica 4).

Tablica 4. Statisticki parametri vijabilnosti stanica A549 za odredenu koncentraciju FB>.

Koncentracija

FB, [UM]

K1

K2

10

50

100

150

200

250

300

350

400

500

Srednja

vrijednost

105.1

100.8

105.8

112.2

112.2

108.7

111.4

112.6

109.3

107.4

105.6

102.7

Standardna

devijacija

2.018

0.3373

1.556

0.3865

0.7932

0.9648

0.8256

0.9606

0.6199

0.3399

0.5248

1.351

Standardna
pogreska
srednje

vrijednosti

0.8239

0.2385

0.8981

0.1729

0.3547

0.4824

0.4767

0.5546

0.3099

0.1962

0.3030

0.7799

Moze se vidjeti kako je FB2 u periodu od 24 sata znacajno povecao vijabilnost stanica

A549 u koncentracijama od 50 pM, 100 pM, 150 pM, 200 pM, 250 pM, 300 uM i 500 uM

jer je vijabilnost tih tretiranih stanica statisti¢ki ve¢a od kontrole. Pri tim su koncentracijama

izraCunate sljedece srednje vrijednosti vijabilnosti stanica: 112,2%, 112,2%, 108,7%, 111,4%,

112,6%, 109,3%, 102,7% za odgovarajuce primijenjene koncentracije FB2: 50 uM, 100 uM,

150 uM, 200 puM, 250 M, 300 pM i 500 uM.

Nelinearnom regresijom nije bilo moguce odrediti ICso za FB1 i FB2 u A549 stanicama

jer niti jedna od primijenjenih koncentracija FB:1 nije uzrokovala pad vijabilnosti stanica veéi
od 50%.
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4.2 Citotoksi¢nost fumonizina B i B> za HepG2 stanice

Slike 4 1 5 graficki prikazuju vijabilnost stanica HepG2 nakon 24-satnog tretmana s
FB:1 i FB.. Koncentracije oba fumonizina, u odnosu na 2 kontrole (K1 i K2), na grafu su

prikazane uz istaknutu statisticku znacajnost.

vijabilnost
(% od kontrole)

LESSLES S S

koncentracija FB1 (uM)

Slika 4. Graficki prikaz vijabilnosti tretiranih stanica HepG2 (%) za razlicite koncentracije
FB1 (uM) u odnosu na 2 kontrole (K1 i K2). Kolone prikazuju izracunatu srednju vrijednost
vijabilnosti stanica pri pojedinoj koncentraciji FB1, a stupci pogreske, iznad svake kolone,

predstavijaju standardnu pogresku srednje vrijednosti (SEM) za vijabilnost pri pojedinoj
koncentraciji FB1. *kontrola vs tretman p<0,05.

Vrijednosti statistickih parametara, koji su dobiveni obradom replikata, tj. rezultata

vijabilnosti stanica HepG2, za pojedinu koncentraciju FB1, prikazane su u tablici (Tablica 5).
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Tablica 5. Statisticki parametri vijabilnosti stanica HepG2 za odredenu koncentraciju FB1.

Koncentracija
K1 K2 10 50 100 150 200 250 300 350 400 500
FB1 [uM]

Srednja
101.0 | 101.2 | 97.91 | 101.5 | 108.1 | 100.2 | 100.7 | 97.44 | 92.05 | 90.42 | 83.20 | 79.50
vrijednost

Standardna
4.079 | 7.551 | 4.233 | 2.032 | 1.113 | 0.7684 | 0,7354 | 2,483 | 1.134 | 2.469 | 1.559 | 1.002
devijacija

Standardna
pogreska
2.039 | 3.775 | 2.117 | 1.016 | 0.5567 | 0.3842 | 0.3677 | 1.242 | 0.4629 | 1.104 | 0.7793 | 0.4091
srednje

vrijednosti

FB1 je u periodu od 24 sata inkubacije zna¢ajno smanjio vijabilnost stanica HepG2 u
koncentracijama od 300 puM do 500 uM. Pri tim je koncentracijama srednja vrijednost

vijabilnosti stanica pala za priblizno 10% odnosno 20% u odnosu na kontrolu. .

Kakav je utjecaj razlicitih koncentracija FB2 na vijabilnost stanica linije HepG2 moze
se vidjeti iz grafickog prikaza na Slici 5. Koncentracije FB>, u odnosu na kontrole, na grafu su

prikazane uz naznacenu statisticku znacajnost.
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Slika 5. Graficki prikaz vijabilnosti tretiranih stanica HepG?2 za razlicite koncentracije FB2 U
odnosu na kontrole (K1 i K2). Kolone predstavijaju izracunatu srednju vrijednost vijabilnosti

stanica pri pojedinoj koncentraciji FBo, a stupci pogreske iznad svake kolone predstavijaju
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standardnu pogresku srednje vrijednosti (SEM) za vijabilnost pri pojedinoj koncentraciji FB..

*kontrola vs tretman p<0,05.

Vrijednosti statistickih parametara, koji su dobiveni statistickom obradom replikata, t;.

rezultata vijabilnosti stanica HepG2, za pojedinu koncentraciju FB», prikazane su u tablici
(Tablica 6).

Tablica 6. Statisticki parametri vijabilnosti stanica HepG2 za odredenu koncentraciju FB>.

Koncentracija

FB, [UM]

K1

K2

10

50

100

150

200

250

300

350

400

500

Srednja

vrijednost

109.1

102.6

90.15

94.51

91.87

88.36

92.32

88.81

82.49

74.90

82.44

81.39

Standardna

devijacija

0.3881

5.954

5.998

4.031

3.982

9.913

6.111

5.783

11.79

5.954

16.08

18.50

Standardna
pogreska
srednje

vrijednosti

0.1941

4.210

2.999

2.016

2.299

4.956

3.055

2.586

5.983

3.437

7.190

10.68

Moze se vidjeti kako je FB2 u periodu od 24 sata znac¢ajno smanjio vijabilnost stanica
HepG2 u koncentracijama 150 uM, 250 uM, 300 uM, 350 uM, 400 uM i 500 uM. Pri tim je

koncentracijama vijabilnost smanjena za 20% do 25%u odnosu na kontrolu. Nelinearnom

regresijom nije bilo moguce odrediti 1Cso za FB1 i FB2 u HepG2 stanicama jer niti jedna od

primijenjenih koncentracija FB1 nije uzrokovala pad vijabilnosti stanica veéi od 50%.
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4.3 Rasprava

U nedavno objavljenom istrazivanju ispitana je citotoksi¢nost FB; i FB2 na stanicama
A549, ljudskim stanicama monocitne leukemije (THP-1), diferenciranim u makrofage (Jaksi¢
i sur., 2018). MTT test je pokazao da su i FB1 i FB2 slabo citotoksi¢ni za A549 stanice i
makrofage izvedene iz THP-1 stanica; iako sve primijenjene koncentracije pojedina¢nih
fumonizina (10-150 uM) znac¢ajno smanjuju vijabilnost stanica u usporedbi s kontrolom, ipak
nije doslo do smanjenja vijabilnosti za vise od 50% te nije bilo moguée procijeniti ICso. THP-
1 stanice sli¢ne makrofagima bile su osjetljivije na fumonizine nego A549 stanice, posebno na
FB1.

U istom istrazivanju (Jaksi¢ i sur., 2018) primjena FB; rezultirala je pove¢anjem svih
izmjerenih citokina (IL-1pB, IL-6, IL-8 i TNF-a)) dok je najizraZeniji u¢inak zapazen na IL-8.
FB1 je uzrokovao povecanje IL-6, povecanje IL-1B nije bilo statisticki znaajno vece od
vrijednosti u kontroli, dok je deset puta veca koncentracija FB; uzrokovala obrnuti uc¢inak:
povecanje IL-1B i smanjenje IL-6. U oba slucaja, koncentracija TNF- a ostala je povecana. Za
razliku od FB1, FB: je izazvao znacajno smanjenje IL-1B i nije imao ucinka na IL-8. Oba
fumonizina, koja su primijenjena u 10 puta nizoj koncentraciji, znacajno su uzrokovala porast
IL-6.

Genotoksi¢ni ucinci procijenjeni su u A549 stanicama primjenom alkalnog komet
testa. Opcenito, FB1 uzrokuje nesto vece osStecenje DNA nego li FB2. Znacajno povecéanje
intenziteta repa je opazeno kada su FBi1 i FB2 primijenjeni u koncentraciji od 10 uM. Za
razliku od toga, primjena 100 uM FB1/FB: rezultirala je intenzitetom repa slicnom onom

kontrolnog uzorka.

MTT test (Jaksi¢ i sur., 2018) je pokazao da su i FB;1 i FB; bili slabo toksi¢ni za
ljudske pluéne stanice A549 i THP-1 makrofagne stanice Sto je u skladu s rezultatima naseg
rada u kojem je koriSten MTS reagens. Takoder, ovi rezultati su u skladu s podacima iz
literature o citotoksi¢nosti fumonizina na razli¢ite stanicne linije, ukljucujuc¢i ljudske
bronhoalveolarne stanice BEAS-2B u kojima su koncentracije 1Cso za FB1 i FB; bile iznad
150 uM nakon 24h izlaganja (McKean i sur., 2006; Gutleb i sur., 2002; Shier i sur., 1991).
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Obzirom na sli¢an obrazac oStecenja DNA izazvan fumonizinima u A549 stanicama,
dobiven alkalnim kometskim testom, mozemo pretpostaviti da ti toksini dijele isti mehanizam
genotoksi¢nosti (Jaksi¢ i sur., 2018). Na temelju istrazivanja u nekoliko in vitro i in vivo
studija, FB1 inducira o dozi ovisno povecanje genotoksi¢nosti izrazeno kao povecani
intenzitet repa kometa ili kao poveéanje formacije mikronukleusa i oksidativni stres kao jedan
od mehanizama oste¢enja DNA (Peraica i sur., 2008; Domijan i sur., 2006; Galvano i sur.,
2002a; Galvano i sur., 2002b).

U stanicama HepG2, nakon 24 satnog tretmana fumonizinom B;, MTT testom
dobivena je ICso = 155 uM (Gayathri i sur., 2015). U nasem pokusu, u kojem je korisSten MTS
reagens, nije bilo moguce procijeniti ICso za FB1 i FB2; razlike se mogu pripisati razli¢itim
eksperimentalnim uvjetima, odnosno drugacijoj koristenoj metodi. Takoder, FB;1 je pokazao

genotoksiéni u¢inak za HepG2 stanice u koncentraciji =25 pg/mL (Ehrlich i sur., 2002).

Dobiveni 1 dostupni literaturni podaci priliéno se poklapaju s podacima i zakljucima
dobivenima u ovom radu. Moguce razlike posljedica su razli¢itih stani¢nih linija koje su

koristene u eksperimentima te MTT test u odnosu na MTS test koji je koriSten u ovome radu.

FB1 i FB2, kao i ekstrakti njihovih proizvodaca, aspergilija, imaju potencijal
citotoksi¢nosti i genotoksi¢nosti, ali i utjecaja na imunomodulaciju. MTT test je pokazao da
su i FB1 i FB; slabo citotoksiéni za pluéne i krvne stanice iako sve primijenjene koncentracije
pojedinac¢nih FB (10-150 uM) znacajno utjecu na vitalnost stanica u usporedbi s kontrolom
nakon izloZzenosti od 24h. Krvne stanice su osjetljivije na FB od pluénih, posebno na FB1. FB1
je uzrokovao povecanje IL-6; IL-1B nije se razlikovao od kontrole dok je deset puta veca
koncentracija FB1 uzrokovala obrnuti u¢inak: povecanje IL-1B i smanjenje IL-6. U oba
slucaja, koncentracija TNF-o ostala je povecana. Za razliku od FB1, FB: je izazvao znacajno

smanjenje IL-1B i nije imao ucinka na IL-8.

Nekoliko studija na razli¢itim in vivo i in vitro modelima pokazalo je kontradiktorne
rezultate u vezi s u¢inkom FB1 na otpustanje citokina - u nekim slu¢ajevima FB1 stimulira
proizvodnju upalnih citokina dok je u nekim slu¢ajevima on imao inhibitorni u¢inak (Taranu i
sur., 2005). U ljudskim stani¢nim linijjama Zzeluca i debelog crijeva, FB1 je uzrokovao
povecanu proizvodnju TNF-a i IL-1f (Mahmoodi i sur., 2012). U istoj studiji uoceno je

smanjenje u proizvodnji IL-8. U¢inak FB1 na ostecenje DNA bila je nesto veca od one FBo.
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U budué¢im studijama bi bilo iznimno korisno istraziti kombinirane u¢inke sekundarnih
metabolita crnog aspergillusa i enzima za razjasnjavanje njihovih interakcija u toksicnom

djelovanju i moguéem sudjelovanju u kroni¢nim respiratornim bolestima.

5 ZAKLJUCCI

Rezultati su dobiveni nakon spektrofotometrijskog mjerenja nastalog formazana koji je

produkt u metabolicki aktivnim, odnosno vijabilnim, stanicama linija A549 i HepG2.

Te su dvije vrste stanica prethodno tretirane FB1 i FB:, zasebno, u razli¢itim
koncentracijama. Radilo se o nizu od 10 razli¢itih koncentracija (od 10 do 500 uM).
Zakljucci rada su sljedeci:

e FB; je slabo citotoksican za A549 stanice, tj. znaCajno smanjuje vijabilnost stanica
samo nakon primjene u najve¢im koncentracijama (400 uM i1 500 uM) u odnosu na
kontrolu

e FB: povecanjem koncentracije potice proliferaciju A549 stanica

e stanice HepG2 su osjetljivije na djelovanje oba fumonizina pri ¢emu FB> ima nesto
jaci citotoksi¢ni ucinak od FBi; FB2 znacajno smanjuje vijabilnost stanica u
koncentraciji od 150 uM, a FB1 u dvostruko vec¢oj

e za oba fumonizina nije bilo moguce odrediti ICso u stanicama A549 i HepG2 jer
fumonizini aplicirani u rasponu koncentracija od 10 uM do 500 uM nisu uzrokovali

pad vijabilanosti za viSe od 50% stanica
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7 SAZETAK/SUMMARY
7.1 Sazetak

Izvanstani¢ni metaboliti plijesni, koji su toksi¢ni ili imaju druge negativne bioloske
uc¢inke na ljude i zivotinje, ¢ine skupinu mikotoksina. Ti su spojevi vrlo razli¢itih kemijskih
struktura te oneciS¢uju zitarice i druge namirnice, posebice u tropskim krajevima jer visa
temperatura i vlaznost pogoduju nastanku i rastu plijesni. Covjek je najéesée izlozen
mikotoksinima konzumacijom hrane, no, u nekim sluc¢ajevima, moze ih i udahnuti, oni mogu

pro¢i kroz kozu ili je izlozenost parenteralna.

Fumonizini su mikotoksini koje najces¢e proizvode vrste F. verticillioides i F.
proliferatum. Od svog otkrica, fumonizini se smatraju mikotoksinima uglavnom
proizvedenima Fusarium vrstama. B-skupina fumonizina (FB1, FB2 i FB3) se Cesto otkriva u
kukuruzu i u hrani na bazi kukuruza. Danas je poznato najmanje 28 razli¢itih fumonizina, a
vecéina njih oznacdena je kao A-, B-, C- i P-serija. Najznacajniji su fumonizini B-serije, a od
njih fumonizin By (FBa1) te fumonizin B2 (FB2) koji su gotovo jednake toksi¢nosti. U prirodi

se FB1 pojavljuje 3 puta ces¢e od FBo.

Cilj ovog rada je procijeniti citotoksi¢ne koncentracije pri kojoj je prezivljavanje
stanica smanjeno za 50% (ICso) fumonizina B1 i fumonizina Bz na dvije razli¢ite stani¢ne
linije: ljudske stanice adenokarcinoma pluc¢a, A549, i ljudske stanice hepatocelularnog
karcinoma, HepG2. Odredivanje ICsp sluzi za odabir subcitotoksi¢nih koncentracija tih dvaju
vrsta fumonizina koje ¢e se koristiti u ispitivanju citotoksi¢nog uéinka FB1 i FB2 u
kombinaciji s drugim mikotoksinima koji se pojavljuju u kuénoj prasini vlaznih prostora,
zraku i u hrani. Kako bi se ispitao citotoksi¢ni ucinak FB; i FB2, A549 i HepG2 stanice
tretirane su toksinima u koncentracijama od 10 do 500 uM tijekom 24 h. Vijabilnost je
odredena MTS proliferacijskim testom (490 nm). Na ljudske stanice A549 i HepG2

primijenio se MTS proliferacijski test.

FB: je slabo citotoksi¢an za A549 stanice, tj. znacajno smanjuje vijabilnost stanica
samo nakon primjene u najve¢im koncentracijama (400 uM 1 500 uM) u odnosu na kontrolu.
FB2 povecanjem koncentracije poti¢e proliferaciju A549 stanica. Stanice HepG2 su
osjetljivije na djelovanje oba fumonizina pri ¢emu FB2 ima nesto jaci citotoksi¢ni u¢inak od

FB1; FB2 znacajno smanjuje vijabilnost stanica u koncentraciji od 150 uM, a FB1 u dvostruko
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vecoj. Za oba fumonizina nije bilo moguée odrediti ICso u stanicama A549 i HepG2 jer
fumonizini, aplicirani u rasponu koncentracija od 10 uM do 500 uM, nisu uzrokovali pad

vijabilnosti za vise od 50% stanica.

7.2 Summary

Extracellular mold metabolites, which are toxic or have other adverse biological
effects on humans and animals, form a group of mycotoxins. These compounds are of very
different chemical structures and contaminate cereals and other foods, especially in the tropics
because high temperatures and humidity favor mold formation and growth. People are often
exposed to mycotoxins by consuming food, but in some cases it can be inhaled, they can pass

through the skin or the exposure is parenteral.

Fumonisins are mycotoxins most commonly produced by F. verticillioides and F.
proliferatum. Since its discovery, fumonisins have been considered mycotoxins mainly
produced by Fusarium species. The B-group of fumonisins (FB1, FB2, and FBg) is often
detected in maize and maize-based foods. Today, at least 28 different forms of fumonisin are
known, and most of them are designated as A-, B-, C-, and P-series. The most significant are
B-series fumonisins, of which fumonisin B1 (FB1) and fumonisin B (FB>) are of almost equal

toxicity. In nature, FB1 occurs 3 times more frequently than FB:.

The aim of this study is to evaluate the cytotoxic concentrations at which cell survival
is reduced by 50% (I1C50) of fumonisin Bz and fumonisin B2 on two different cell lines:
human lung adenocarcinoma cells, A549, and human hepatocellular carcinoma cells, HepG2.
The determination of IC50 is used to select the subcytotoxic concentrations of these two types
of fumonisins to be used in the study of the cytotoxic effect of FB1 and FB> in combination
with other mycotoxins occurring in dust of humid, air and food. To examine the cytotoxic
effect of FB1 and FB2, A549 and HepG2 cells were treated with toxins at concentrations of 10
to 500 uM within 24 h. The viability was determined by MTS proliferation assay (490 nm).
MTS proliferation assay was applied to human A549 and HepG2 cells.

FB1 is poorly cytotoxic to A549 cells, that means that it significantly reduces cell
viability only after administration at the highest concentrations (400 uM and 500 uM) relative
to control. FB> promotes proliferation of A549 cells by increasing concentration. HepG2 cells

are more sensitive to the action of both fumonisins with FB2 having a slightly stronger
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cytotoxic effect than FB1; FB> significantly reduces cell viability at a concentration of 150
uM and FBy at twice as high. For both fumonisins it was not possible to determine 1C50 in
A549 and HepG2 cells, because the fumonisins, administered in the concentration range of 10
uM to 500 uM, didn’t cause a viability decrease of more than 50% of the cells.
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